Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude

Caracterizacdo da resposta imune celular de pacientes portadores da esquistossomose

mansoénica residentes em areas endémicas para doenca

por

RENATO ABDALA

BELO HORIZONTE
FEVEREIRO/ 2012

DISSERTACAO MDIP-CPgRR R. ABDALA 2012




Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude

Caracterizacdo da resposta imune celular de pacientes portadores da esquistossomose
mansonica residentes em areas endémicas para doenca

por

RENATO ABDALA

Dissertacdo apresentada com vistas a obtencdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias na é&rea de
concentracdo Doencas Infecciosas e Parasitarias.
Orientacdo: Dr®. Andréa Teixeira de Carvalho

Co-orientacdo: Dr®. Cristina Toscano Fonseca

BELO HORIZONTE
FEVEREIRO/2012



Catalogacédo-na-fonte

Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ
Biblioteca do CPgRR

Segemar Oliveira Magalhdes CRB/6 1975

Al135c
2012

Abdala, Renato.

Caracterizacdo da resposta imune celular de pacientes
portadores da esquistossomose mansonica residentes em
areas endémicas para doenca / Renato Abdala. — Belo
Horizonte, 2012.

XXVI, 150 f: il.; 210 x 297mm.

Bibliografia: f. 143 - 176

Dissertacdo (Mestrado) — Dissertacdo para obtencéo do
titulo de Mestre em Ciéncias pelo Programa de Pos -
Graduacdo em Ciéncias da Saude do Centro de Pesquisas
René Rachou. Area de concentracio: Doengas Infecciosas e
Parasitarias.

1. Esquistossomose mansoni/imunologia 2.
Schistosoma mansoni/parasitologia 3. Imunidade nas
Mucosas/imunologia 4. Proteinas
Recombinantes/imunologia 1. Titulo. 1I. Carvalho,
Andréa Teixeira de (Orientacdo). Ill. Fonseca, Cristina
Toscano (Coorientagéo)

CDD - 22. ed. — 616.963




Ministério da Saude
Fundacdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Programa de Pds-graduacéo em Ciéncias da Saude

Caracterizacdo da resposta imune celular de pacientes portadores da esquistossomose

mansonica residentes em areas endémicas para doenca

por

RENATO ABDALA

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr® Andréa Teixeira de Carvalho (Presidente)
Prof. Dr®. Adriana Bozzi de melo

Prof. Dr® Elaine Speziali de Faria

Suplente: Dr® Ana Carolina Campi Azevedo

Dissertacdo defendida e aprovada em: 28/02/2012



COLABORADORES

Centro de Pesquisas René Rachou- Belo Horizonte

Msc. Amanda Cardoso de Oliveira Silveira— Laboratorio de Biomarcadores de
Diagnostico e Monitoracao

Msc. Matheus Fernandes Costa e Silva — Laboratério de Biomarcadores de
Diagnostico e Monitoragdo

Dr. Giovanni Gazzinelli — Laboratdrio de Imunologia celular e Molecular

Dr. Olindo Assis Martins filho — Laboratorio de Biomarcadores de Diagnostico e
Monitoracao

Dr. Paulo Marcos Zech Coelho — Laboratério de Esquistossomose

Dr. Rodrigo Corréa Oliveira — Laboratério de Imunologia celular e Molecular

Escola de Enfermagem/UFMG - Belo Horizonte
Dr®. Andréa Gazzinelli

Instituto de Ciéncias BiologicassfUFMG — Belo Horizonte

Dr. Sérgio Costa Oliveira

SUPORTE FINANCEIRO:

CPgRR/FIOCRUZ: Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz
CNPq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
INCT-DT: Instituto Nacional de Ciéncia e tecnologia de Doencgas Tropicais



Dedico esse trabalho aos meus pais que sempre me apoiaram em minhas
escolhas. Agradeco pela compreensdo, forca, suporte e amor. Sem vocés essa conquista

ndo seria possivel.

VI



Agradecimentos

A Dr®. Andréa Teixeira de Carvalho, agradeco por ter me escolhido como aluno
e pela confianca e credibilidade depositadas. Obrigado pelos ensinamentos que
carregarei por toda a vida, pelo carater, profissionalismo, respeito e dedicacdo. Um
exemplo a ser seguido. Sinto-me lisonjeado em terminar esta dissertagdo sob sua

orientagéo.

A Dr% Cristina Toscano Fonseca, agradeco por ter aceitado o convite de ser
minha co-orientadora. Obrigado pela ajuda nos momentos que precisei, pelo tempo
dedicado, pelas sugestfes, apoio, pelo conhecimento compartilhado, profissionalismo e

carater.

Ao Dr. Olindo Martins Assis Filho por me aceitar em seu laboratério. Pelo
exemplo de pesquisador a ser sequido, competéncia e profissionalismo.

Ao Dr. Marcio Sobreira Silva Araljo, agradeco pela disponibilidade e

prestatividade sempre que preciso.

Aos Amigos do Laboratério de Biomarcadores de Diagnéstico e Monitoracao,
agradeco a Maisa Oliveira, Amanda Cardoso de Oliveira Silveira, Lais de Carvalho
Maroni, Matheus Fernandes Costa e Silva, Cristiano Bandeira, Camila Arlen Diniz
Jardim, Christiane Costa Pereira, Fernanda Trindade Madeira Aradjo, Marcela de Lima
Moreira, Camila Paula Magalhaes, Damarys Pires de Andrade, Erick Eidy Nakagaki
Silva, Luiza Pacheco de Araujo Porto, Marco Tulio Porto Gongalves, Marcos Henrigque
Pereira, Marilia VVasconcelos Fernandes de Oliveira, Ana Beatriz Ribeiro de Queiroz,
Bruno Henrique Marteleto, Danielle Alves Gomes Zauli, Fabiana Rocha da Silva,
Fernanda Freire Campos Nunes, Rebeca Mascarenhas Lima, Salvina Maria de Campos,
Simone Brutman Elias Mansur, Cintia Marilia Santana, Fabiana Rodrigues da Paixdo e
Jamilson Neves Ribeiro Filho por terem me ajudado sempre que precisei, pelos
momentos vividos, pelo companheirismo e amizade de cada um de vocés que levo

comigo para o resto de minha vida.

VII



Aos membros do Laboratério de Imunologia Celular e Molecular pelo convivio

e pela disponibilizacdo de suas instalacbes sempre que precisei.

Agradeco ainda aos amigos de outros laboratorios e aos colegas da poés-

graduacdo pelo bom convivio, amizade e aprendizagem.

Ao centro de Pesquisas René Rachou e ao seu programa de pos-graduacdo em
Ciéncias da Saude, por me proporcionarem um excelente ambiente de trabalho e
crescimento cientifico.

A Biblioteca do CPgRR em prover acesso gratuito local e remoto & informagao
técnico-cientifica em salde custeada com recursos publicos federais, integrante do rol

de referéncias desta dissertacao, também pela catalogacdo e normalizacdo da mesma.

A Replblica Matutos, minha eterna casa, pelo companheirismo e apoio ao longo

de minha formacdo académica até os dias de hoje.

Aos meus pais Izabel e Roberto e toda a minha familia que sempre me deram

apoio e acreditaram em mim.

A todos os meus amigos de Caratinga e Belo Horizonte pelas alegrias e

momentos Vvividos.

Aos 6rgdos financiadores que proporcionaram a realizacéo desse trabalho.

Ao0s pacientes que aceitaram participar desse trabalho

A todos vocés meus sinceros agradecimentos.

VIl



Sdmario

IS e W [ T T = TSRS X1
LiSta 08 TaADBIAS. ...c.viieieeieie et XVIII
Lista de Abreviaturas € SImbDOIOS...........ccooiiiiiiiiii e XIX
RESUMIO. ... ettt e e e sanee e XX
N ] £ - Uo! USRS URRP XXV
LINTRODUGAO ...ttt 27
2 OBUIETIVOS ...t bbbttt bbb 31
2.1 ODJELIVO GEIAl ..o e 32
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ...ttt 32
3REVISAO DA LITERATURA ...t 33
3.1 Aspectos epidemioldgicos e ciclo bioldgico da esquistossomose mansonica......... 34
3.2 Formas clinicas da esquistoSSOm0oSse MaNSONICA. .........cccvrerveeerierieriesiesieseesaeneans 36
3.3 Resposta imune Na eSqUISTOSSOMOSE .......ccuveiveiieieerieeeeseeste e sreesreeee e e sreeeesneenas 38
3.4 Desenvolvimento de vacinas para a eSqUiStOSSOMOSE ..........ccvevverreereeseesreereeseenns 44
3.5 Diagndstico da eSQUISTOSSOMOSE .....c.ccveiveriererierieieiesiesieeeie st seese st sie s sse e s 45
3.6 Tratamento da esquiStoSSOMOSE MANSONICA ........uerveeerrieriieie e sieeeesreeseeeneeseeenees 48
4 POPULAQAO, MATERIAIS E METODOS.......cociieeeeeeeeeeeeeeeeeeeer e 51
4.1 Caracterizacao da populacao estudada ...........cccccvevvevieiieiicic e 52
4.2 Exame parasitol0gico de TEZES........c.coi i 52
4.3 Avaliacao de par@metros hematolOgiCoS ..........ccoeviireririereneese e 53

4.4 Obtencdo de antigenos solUveis de ovos (SEA) ou vermes adultos (SWAP) do

ST 11T 1 o] oL SRS U PR PRR 53
4.5 Obtencdo da proteina recombinante Sm22.6..........c.cccceevevieieieeve e 54
4.6 Obtencdo da proteina recombinante SM29..........cccooiiiiiiiineine e 54
4.7 Imunofenotipagem ex vivo de linfécitos do sangue periférico ...........ccococevveeeene. 55

4.8 Aquisicdo e analise ex vivo do fenétipo celular de linfocitos T CD4" e T CD8" do
sangue periférico por citometria de flUXO.........cccoveiieiicicceccce e 62
4.9 Aquisicao e analise ex vivo do fenotipo celular de células dendriticas do sangue

periférico por citometria de FIUXO........c.ecviieiieiiie e 64



4.10 Aquisicdo e analise ex vivo do fenotipo celular de células NK do sangue
periférico por citometria de FIUXO..........cooriiiiiiiiie e 66
4.11 Aquisicdo e analise ex vivo do fendtipo celular de Linfocitos B do sangue
periférico por citometria de fIUX0..........cccoiveiiiiiiicce e 68
4.12 Aquisicdo e analise ex vivo do fendtipo celular de Mondcitos CD14"CD54" do
sangue periférico por citometria de fIUXO0.........ccccooiiiiiiiiii 70
4.13 Deteccdo de citocinas intracelulares em mondcitos e linfécitos T do sangue
periférico de individuos do grupo controle e pacientes portadores da fase crénica da
INFECCA0 PEIO S. MANSONI...c.uiiiiiicie e e e 72

4.14 Aquisicdo e analise dos dados de citocinas intracelulares em monocitos e

[infOCitos T do SANQUE PEFITEFICO. .....cciiiieiiiieicee e 74
4.15 ANALISE ESTALISTICA. ......cvieieiieisicree s 77
S RESULTADOS ..ottt bbbttt 78

5.1 Avaliacdo do perfil hematologico de pacientes portadores da fase crbnica da
ESQUISTOSSOIMIOSE ...ttt ettt bbbt bt b et b bbbt et et e bbbt st b e 79
5.2 Andlise ex vivo do percentual de células NK (CD3'CD16°CD56"), mondcitos
(CD14"), linfocitos T auxiliares (CD4") e linfdcitos T citotoxicos/supressores (CD8")
do sangue periférico de pacientes portadores da fase crénica da esquistossomose.... 83
5.3 Analise ex vivo do percentual de células NK (CD3'CD16"CD56"), expressando
receptores de ativacdo NKp46 e NKp80, no sangue periférico de pacientes portadores
da fase cronica da eSQUISTOSSOMOSE .........ccuirieriiriiriieieie ettt se e 86
5.4 Andalise ex vivo da expressio de TLR2 (Toll-like receptor) (CD282") por
intensidade média de fluorescéncia (IMF) em mondcitos (CD14"), células NK (CD3
CD16'CD56"), células dendriticas (LinHLA-DR'CD11c"), linfécitos T auxiliares
(CD4") e linfocitos T citotdxicos/supressores (CD8") presentes no sangue periférico
de pacientes portadores da fase cronica da esquiStOSSOMOSE ...........ccceevvereeireereerieene. 88
5.5 Anélise ex vivo da expressdo de moléculas co-estimuladoras CD80" e CD86" por
intensidade média de fluorescéncia (IMF) em mondcitos (CD14%) e linfocitos B
(CD19") presentes no sangue periférico de pacientes portadores da fase cronica da
L0 LU (01T ] 0Ll PSPPI 90
5.6 Anédlise ex vivo da expressdo de moléculas de adesdo e ativagdo celulares por
intensidade média de fluorescéncia (IMF) em mondcitos CD14" presentes no sangue
periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistoSSOMOSe ..............c....... 93



5.7 Andlise ex vivo da expressdo de moléculas de adesdo celular por intensidade
média de fluorescéncia (IMF) em linfdcitos T CD4" presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da fase cronica da eSqUIStOSSOMOSE .......cceerveeirreerieereeneesieeniens 95
5.8 Andlise ex vivo da expressdo de moléculas de adesdo celular por intensidade
média de fluorescéncia (IMF) em linfécitos T CD8" presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da fase cronica da eSqUISTOSSOMOSE .......cceevveeieieerieereeseesieeneens 97
5.9 Analise ex vivo da expressdo de moléculas reguladoras por intensidade média de
fluorescéncia (IMF) em linfocitos B (CD19°CD62L") presentes no sangue periférico
de pacientes portadores da fase cronica da esquiStOSSOMOSE ..........ccccvevvereerreereerieenne 99
5.10 Andlise ex vivo da expressdo de moléculas reguladoras por intensidade média de
fluorescéncia (IMF) em linfocitos B (CD19°CD40") presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da fase cronica da esquiStOSSOMOSE. ......cc.ccvvevveerveieeireereeseenes 101
5.11 Analise ex vivo da expressdo das moléculas reguladoras por intensidade media
de fluorescéncia (IMF) em linfécitos B (CD197CD43") presentes no sangue periférico
de pacientes portadores da fase cronica da esquiStOSSOMOSE .........cceevverevererreerenenas 103
5.12 Principais diferencas encontradas entre os grupos na avaliacdo da resposta
IMUNE CEIUIAT BX VIVO ... .itiiiiiiiiciee e 105
5.13 Deteccdo de citocinas intracelulares em mondcitos (CD14") do sangue periférico
de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose e individuos do grupo
controle de &rea endémica, apés estimulacdo antigénica in Vitro..........c..cccceeeeeenee 108
5.14 Detecgéo de citocinas intracelulares em linfocitos T CD4" do sangue periférico
de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomse e de individuos do grupo
controle de &rea endémica, ap6s estimulacéo antigénica in Vitro ..........c.cccccceeveennes 111
5.15 Detecgéo de citocinas intracelulares em linfocitos T CD8" do sangue periférico
de pacientes portadores da fase crbnica da esquistossomose individuos do grupo
controle de &rea, apds estimulagdo antigénica in Vitro............ccoceevvevevese s s 113
5.16 Principais alteracdes do perfil de citocinas intracelulares produzidas apés
ESHIMUIACAOD 1N VITIO ..eviiiiciii e te et re e 115

5.17 Prinipais alteracBes celulares que conferem resisténcia e susceptibilidade a

INFECGA0 PEIO S. MANSONI...cviiiiiiiiie e e 120
B DISCUSSAD ...t e et e e e et et et e e e er et et e e e e eres e e e e s es et e eeesenas 122
7 CONCLUSAO. ..ot ettt e e ettt e e e s et et e e e e eres e e e e s e s et e eeenenas 136
B ANEXOS ..o oottt et ar e 138



8.1 Questionario demografico e SOCIOECONOMICO .......ccverveeieieerieciesee e 139

8.2 Questionario de contato COM @ AQUA .......cveveierierieriesie e 142

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooieeeeereeeeeeeeeeeeeeeeve e ves s 143

Xl



Lista de Figuras

Figura 1. Anélise ex vivo de linfocitos do sangue periférico de pacientes portadores da

forma clinica cronica da esquistossomose por citometria de fluxo..........cccccceeviieieennnne 63

Figura 2: Andlise ex vivo de células dendriticas do sangue periférico de pacientes
portadores da forma clinica cronica da esquistossomose por citometria de

Figura 3: Analise de células NK do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica crénica da esquistossomose por citometria de fluX0...........ccocevvreniiiieniiiiienns 67

Figura 4: Analise de linfocitos B CD19" do sangue periférico de pacientes portadores

da forma clinica cronica da esquistossomose por citometria de fluxo...........cc.ccccervenenne. 69

Figura 5: Andlise de mondcitos CD14°CD54" do sangue periférico de pacientes

portadores da forma clinica crénica da esquistossomose por citometria de fluxo.......... 71

Figura 6: Analise de mondcitos CD14"IL-4"™"°" do sangue periférico de pacientes

portadores da forma clinica crénica da esquistossomose por citometria de fluxo.......... 75

Figura 7: Andlise de linfécitos do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica cronica da esquistossomose por citometria de fluXo...........coceovivreiiiciiiciienns 76

Figura 8: Analise do perfil hematoldgico, da série vermelha, do sangue periférico de
individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias
distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) em é&rea
endémica para

BSOUISTOSSOMIOSE. ...ttt esiee sttt et e et e et e st et e et e et e e s bt e e st e e sbeeestaeabeeaneeeabeeanseessaeebeeaneeenreens 81

Figura 9: Andlise do perfil hematoldgico, série branca, do sangue periférico de
individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias
distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) em area

endémica para eSQUISTOSSOMOSE. ........eciveereireeiieeiesteesteeeesreesreeeesteesteeeesseesreesesseesreeneens 82



Figura 10: Analise de células NK (CD3'CD16°CD56") (A) e de mondcitos (CD14")
(B) do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados
por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle
residentes (CA) ou nédo (CT) em areas endémicas para

BSGUISTOSSOMIOSE. ....eeuviereeeteeteastesteesteeseesteestesseesseesteeseesbeestesseesseeneesseeabeaseeaneesbeeneesrensseansens 84

Figura 11: Andlise de linfocitos T CD4" (A) e linfécitos T CD8" (B) do sangue
periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas
parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) ou

ndo (CT) em areas endémicas para eSqUISTOSSOMOSE. .......ccerueeereruerierererieresresiesieeenennes 85

Figura 12: Percentual de Células NK (CD3'CD16'CD56") expressando os receptores
NKp46 (A) e NKp80 (B) no sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni
(INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do
grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em é&reas endémicas para

BSGUISTOSSOMOSE. ... ecuvrevveireeteestesteeste et e s teetesseesteestesseesbeestesseesseeseeseeabaenteansesreessesneesseeneens 87

Figura 13: Expressdo do receptor toll-2 (CD282%) em mondcitos (CD14%) (A), células
NK (CD3'CD16'CD56") (B), células dendriticas (LinHLA-DR*CD11c") (C), linfocitos
T CD4" (D) e linfocitos TCD8" (E) do sangue periférico de individuos infectados pelo S.
mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de
individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em éreas endémicas para

BSGUISTOSSOMOSE. ... eeuvrevreteeteettesteeste et e s te e e e teesteetesseesbeesbeaseesbeensesseesbaeseesneesaeensesneesraeneens 89

Figura 14: Expresséo dos receptores CD80" (A) e CD86" (B) em mondcitos (CD14") do
sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes

(CA) ou ndo (CT) em areas endémicas para eSquiStOSSOMOSE........cceccvrererreerreervesreennenn, 91

Figura 15: Expressdo dos receptores CD80" (A) e CD86" (B) em linfocitos B (CD19")
do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes

(CA) ou ndo (CT) em areas endémicas para eSquiStOSSOMOSE. ........ccccveeveerrrerreereesreennenn, 92

XV



Figura 16: Expressdo da molécula de adesdo CD54 (A) e ativacdo HLA-DR (B) em
mondcitos CD14" do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle  residentes (CA) ou ndao (CT) em éareas endémicas para

BSGUISTOSSOMIOSE. ....eevvireereeseeaseesteeteeseesteeseeaseesaeeseesseesbeesbeaseesaeeeesseeabeenseaneesbeesesneesseensens 94

Figura 17: Expressdo das moléculas de adesdo CD62L (A) e CD18 (B) em linfocitos
TCD4" do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitérias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle  residentes (CA) ou ndo (CT) em éareas endémicas para

BSGUISTOSSOMOSE. ....cuveevreteeteestesteeste et e s te e teaseesteestesseesbeesteaseesaeensessseabaenteaneesreessesreesseeneens 96

Figura 18: Expressdo das moléculas de adesdo CD54 (A), CD62L (B) e CD18 (C) em
linfocitos TCD8™ do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle  residentes (CA) ou ndao (CT) em éareas endémicas para

BSGUISTOSSOMIOSE. ....eeuvrereeteesteaseesteeteeseesseesseaseesseesseaseesseesseaseesseaneesseessaenseaneesseensensennseaneens 98

Figura 19: Expressdo das moléculas reguladoras CD1d (A) e CD5 (B) em linfocitos B
(CD19°CD62L") do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle residentes em areas endémicas (CA) para esquiStoSSOMOSE..........cccvrveeenene 100

Figura 20: Expressdo das moléculas reguladoras CD1d (A) e CD5 (B) em linfocitos B
(CD19°CD40") do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo

controle residentes (CA) em areas endémicas para esquiStoSSOMOSE.............cceevveviene. 102

Figura 21: Expressdo das moléculas reguladoras CD5 (A) e CD86 (B) em linfocitos B
(CD19°CD43") do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo

controle residentes (CA) em areas endémicas para esquistoSSOMOSE.............cceevveenene. 104

XV



Figura 22: Principais alteragdes imunofenotipicas em mondcitos de individuos
infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100,
>100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em &reas

endémicas para eSQUISTOSSOMIOSE. ......civeeueiierieeieseesieetesae e estesreesteesesneesraesnesneesreeneens 105

Figura 23: Principais alteracdes imunofenotipicas em linfocitos T CD4" e T CD8" de
individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias
distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT)

em areas endémicas para eSQUISTOSSOMOSE. ........cuerrreieieerieaiesreesieeeesseesteeeesreesreeeesns 106

Figura 24: Principais alteracbes imunofenotipicas em linfocitos B de individuos
infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100,
>100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em areas

endémicas para ESQUISTOSSOMOSE. .........ciuiruiruirierieeieieriesre sttt sbe st e e sn e bbb sbe s 107

Figura 25: Mondcitos CD14" presentes no sangue periférico de individuos infectados
pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e do
grupo controle de area (CA) cultivados in vitro por 12 h na auséncia (Meio) e na
presenca de estimulagdo antigénica (SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29) e analisados em
ensaios de  imunofenotipagem  celular para deteccdo de  citocinas

INEFACEIUIAIES. ... ettt e e e e e, 110

Figura 26: Linfécitos T CD4" presentes no sangue periférico de individuos infectados
pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e do
grupo controle de area endémica (CA) cultivados in vitro por 12 h na auséncia (Meio) e
na presenca de estimulagdo antigénica (SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29) e analisados em
ensaios de  imunofenotipagem  celular para deteccdo de  citocinas

NEFACEIUIAIES. ... ettt e e e e e e, 112

Figura 27: Linfdcitos T CD8" presentes no sangue periférico de individuos infectados
pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e do
grupo controle de area endémica (CA) cultivados in vitro por 12 h na auséncia (Meio) e

na presenca de estimulagdo antigénica (SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29) e analisados em

XVI



ensaios de  imunofenotipagem  celular para deteccdo de  citocinas

INETACEIUIAIES. ... e 114

Figura 28: Principais alteracbes nas citocinas sintetizadas por mondcitos do sangue
periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas
parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) apds estimulacao
antigénica especifica (SEA, SWAP, Sm22.6 € SM29)........cccvuivriieiereienesene e 115

Figura 29: Principais alteracfes nas citocinas sintetizadas por mondcitos do sangue
periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas
parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) apbs estimulacao
antigénica especifica (SEA, SWAP, SmM22.6 € SM29)........ccccevveieiieiieiesee e 116

Figura 30: Principais alteragdes nas citocinas sintetizadas por linfocitos T CD4" do
sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) apds
estimulacdo antigénica especifica (SEA, SWAP, Sm22.6 € SM29).........ccccccvevveieennenn, 117

Figura 31: Perfil de citocinas sintetizadas por linfocitos T CD4" do sangue periférico
de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias
distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) ap0s estimulacdo antigénica
especifica (SEA, SWAP, SM22.6 € SM29)......cceiiiiririieieese e 118

Figura 32: Principais alteragbes nas citocinas produzidas por linfocitos T CD8" do
sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) apés
estimulagdo antigénica especifica (SEA, SWAP, Sm22.6 € SM29)........cccccvvevevvernenns 119

Figura 33: Principais alteracdes nas populacdes de mondcitos, linfocitos T CD4", linfocitos

T CD8" e linfocitos B que conferem resiténcia e susceptibilidade a infeccdo pelo S.

TTYANIS O TE ettt e e e e e e e e e e e e nnnnnnnnnneananeaaaaaaaeaees 121

XVII



Lista de Tabelas

Tabela 1: Anticorpos utilizados para imunofenotipagem de leucdcitos

I CUIANTES. ..ottt e e e e e e e ettt ee e e e e e e e e eeeeeeeneeeneeeeeas 56

XVIII



Lista de Abreviaturas e Simbolos

<100 — Grupo infectado pelo S. mansoni que apresentava menos de 100 ovos por grama

de fezes pelo método de Kato-Katz.

>100 — Grupo infectado pelo S. mansoni que apresentava mais de 100 ovos por grama

de fezes pelo método de Kato-Katz.

Ag — Antigeno.

APC — Antigen-Presenting Cells - Células apresentadoras de antigenos.
CA — Grupo controle residente em area endémica para a esquistossomose.
CD11c - Cluster of differentiation — Grupo de diferenciagéo 11c.
CD14 — Cluster of differentiation 14.

CD16 — Cluster of differentiation 16.

CD18 — Cluster of differentiation 18.

CD19 — Cluster of differentiation 19.

CD1d — Cluster of differentiation 1d.

CD21 — Cluster of differentiation 21.

CD23 — Cluster of differentiation 23.

CD28 — Cluster of differentiation 28.

CD282 — Toll2 — Cluster of differentiation 282.

CD3 — — Cluster of differentiation 3.

CD4 — Cluster of differentiation 4.

CD40 — Cluster of differentiation 40.

CDA43 — Cluster of differentiation 43.

XIX



CD5 - Cluster of differentiation 5.

CD54 — Cluster of differentiation 54.

CD56 — Cluster of differentiation 56.

CD62L — Cluster of differentiation 62L.

CD69 — Cluster of differentiation 69.

CD8 — Cluster of differentiation 8.

CDB80 — Cluster of differentiation 80.

CDB86 — Cluster of differentiation 86.

CFA — Adjuvante de Freud.

CPgRR — Centro de Pesquisas René Rachou.

CT — Grupo controle residente em &rea ndo endémica para a esquistossomose.
CYCHR - Cychrome — Fluorocromo Cicromo.

DALY - Disability Adjusted Life Years — Anos de vida de incapacidade ajustados.
EDTA — Acido etilenodiaminotetraacético.

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter — Separador de células ativado por

fluorescéncia — Equipamento para separar células por citometria.

FITC — Isotiocianato de fluoresceina.

FSC — Forward Scatter — Disperséo frontal.

g — Velocidade de Centrifugacéo.

HLA-DR — Molécula de MHC de classe 11 expressa na superficie de células humanas.
IFN-y — Interferon-gama.

Ig — Imunoglobulina.

XX



IL — Interleucina.

IMF — Intensidade Média de Fluorescéncia.

INF — Grupo infectado pelo S. mansoni.

IPTG - Isopropil-B-D-Galactopiranosideo.

L — Litro.

LINF — Linfocitos.

MFF — Macs Facs Fix — Solucdo fixadora de células.
mM — mili-Molar

MON — Mondcitos.

NK — Natural Killer — Células Matadoras Naturais.
NKp46 — Expresso em células NK. Associado a citotoxicidade de células NK.

NKp80 — Estimula a citotoxicidade de células NK e a liberacdo de citocinas. Expresso

em células NK e linfocitos T CD8 * de memdria.

OPG - Ovos por grama de fezes.

PBS — Tampdo Fosfato Salinico.

PE — Ficoeritrina.

PerCP — Proteina Clorofila Piridinina.

RPMI 1640 — Roswell Park Memorial Institute Medium — Meio de cultivo celular.
SEA — Soluble egg antigens — Antigenos solUveis do ovo.

Sm22.6 — Proteina de superficie do S. mansoni que possui 22.6 kDa.

Sm29 — Proteina de superficie do S. mansoni que possui 29 kDa.

SSC — Side Scatter— Dispersdo lateral.

XXI



SWAP — Soluble Worm Antigen Preparation — Antigenos solveis do verme adulto de

S. mansoni.
TC — Tricolor.

TGF-B — Transformant Growing Factor-beta — Fator de transformagéo do crescimento-
beta.

Th — T-helper — Linfocito T auxiliar.

TLR2 — Toll-Like Receptor 2 — Receptor do tipo Toll-2.

TNF-a — Tumor necrosis factor-alfa — Fator de necrose tumoral-alfa.
UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais.

WHO — World Health Organization — Organizacdo Mundial de Salde.

XX11



Resumo

Neste estudo foram avaliadas as principais alteracGes hematoldgicas e imunofenotipicas
em pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose (INF), subcategorizados
por cargas parasitarias distintas, apresentando menos de 100 ovos por grama de fezes
(<100) e mais de 100 ovos por grama de fezes (>100) e individuos negativos para ovos
residentes (CA) ou ndo (CT) em &reas endémicas para a doenca. Amostras de fezes e
sangue periférico foram coletadas para realizacdo de exame parasitologico pelo método
de Kato-Katz e hemograma, respectivamente. Logo apos, foi realizado a avaliagdo do
perfil imunofenotipico ex vivo dos leucdcitos circulantes e a producdo de citocinas em
culturas de células mononucleares do sangue periférico, apds estimulacéo antigénica in
vitro por 12 horas na auséncia ou presenca de antigenos sollUveis do ovo (SEA), do
verme adulto (SWAP) e proteinas recombinantes (Sm22.6 e Sm29) do Schistosoma
mansoni. Os resultados mostraram aumento no numero absoluto de eosinofilos nos
grupos INF e >100. Em relacdo ao perfil imunofenotipico, foi observado aumento da
expressao dos receptores do Tipo Toll-2, CD80, CD86 e CD54 em mondcitos dos
grupos CA, INF, e >100 em relacdo ao grupo CT. Foi observado também aumento do
receptor CD18 em linfdcitos T CD4" dos grupos CA e <100 em relagdo ao grupo CT,
diminuicdo do CD18 no grupo >100 em relagdo ao grupo <100 e aumento da expressdo
do CD18 no grupo <100 em relagdo ao grupo CA. Em linfocitos T CD8" foi observado
aumento na expressdo do receptor do tipo Toll-2 nos grupos INF, <100 e >100 em
relacdo ao grupo CT, aumento do CD18 nos grupos <100 e CA em relagdo ao grupo CT
e diminui¢do do CD18 no grupo >100 em relagdo ao grupo <100. Em linfocitos B, foi
observado aumento da expressao do receptor CD80 e CD86 no grupo <100 em relagdo
ao CT e aumento na expressdo do CD86 no grupo CA em relacdo ao grupo CT. A
analise apds estimulagdo antigénica revelou, em mondcitos, aumento da sintese de TGF-
B nos grupos INF e >100 estimulados com Sm22.6 e SEA em relacdo ao CA, redugéo
na sintese de IL-10 e IL-12 no grupo INF em relagdo ao grupo CA estimulado com
Sm22.6 e reducgdo na sintese de IL-1a nos grupos CA, INF, <100 e >100 estimulados
com Sm22.6 e SEA em relacdo ao meio. Houve também, reducéo de expresséo de IL-5
no grupo <100 em relagdo ao CA estimulado com Sm22.6, aumento na sintese de IFN-
v, nos grupo INF e >100 estimulados com SEA em relagdo ao meio e aumento na

sintese de TNF-a e 1L-10 nos grupo INF e >100 estimulados com Sm22.6 e SEA em
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relagdo ao grupo CA em linfocitos T CD4". Além disso, houve aumento da sintese de
IL-12 e TNF-a no grupo INF em relacdo ao CA estimulado com SEA, reducéo de 1L-8
no grupo >100 em relagéo ao grupo <100 estimulados com SEA, SWAP e Sm22.6 e
reducdo de sintese de IL-5 no grupo INF estimulado com SWAP em relagdo ao CA em
linfocitos T CD8". Apos a realizagdo desse trabalho, pode-se concluir que individuos
portadores da fase crbnica e residentes em area endémica para a doenga apresentam
forte expressdo de moléculas co-estimuladoras, de adesdo e de ativacdo celular em
mondcitos, linfcitos B, linfocitos T CD4" e CD8" do sangue periférico, sugerindo que
estes individuos possuam intensa atividade das células envolvidas na resposta imune
contra a infeccdo pelo S. mansoni. Além disso, de uma maneira geral, os individuos
infectados apresentaram, apds estimulacdo antigénica com antigenos recombinantes,
reducdo na sintese de citocinas pro inflamatorias e aumento da sintese de citocinas
reguladoras tanto para mondcitos quanto para linfocitos. Isto mostra uma enorme
capacidade que esses antigenos possuem em induzir uma modulacédo da resposta imune
relacionada a resisténcia a infeccdo e a uma menor gravidade da doenca. A
categorizacdo da populagdo estudada, segundo intensidades de infeccdo distintas,
definiu a contribuicdo dessa variavel para 0s mecanismos de resisténcia e

susceptibilidade durante a infeccdo esquistossomatica.
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Abstract

In this study, hematological and immunological features were determined in patients
with chronic phase of schistosomiasis (INF), subcategorized by distinct parasitic loads
in those with less than 100 eggs per gram of feces (<100) or more than 100 eggs per
gram of feces (> 100). Non infected patients resident (CA) or not (CT) in endemic areas
for the disease were evaluated as control groups. Stool samples and peripheral blood
were collected to perform parasitological exams and hemogram, respectively.
Afterwards, it was performed the immunophenotypic profile of circulating leukocytes
and cytokine pattern in peripheral blood mononuclear cells cultures after antigenic
stimulation in vitro at 12 hours in the absence or presence of soluble egg antigens
(SEA), soluble worm antigen preparation (SWAP) and recombinant proteins of
Schistosoma mansoni (Sm22.6 and Sm29 ). The results showed an increase in the
absolute number of eosinophils in INF and >100 groups. It was also observed an
increase in expression of TLR2, CD80, CD86 and CD54 on monocytes from CA, INF,
and >100 groups as compared to CT group. It was still observed an increase in the
CD18 receptor expression in T CD4" lymphocytes from CA and <100 groups as
compared to CT group. Decreased CD18 expression on >100 as compared to <100
group as well as increased expression of CD18 in <100 group as compared to CA group
were also detected. Analyses of T CD8" lymphocytes demonstrated an increase in the
TLR2 expression from INF, <100 and >100 groups as compared to the CT group.
Increased CD18 expression in <100 and CA groups as compared to CT group as well as
decreased in CD18 expression from >100 as compared to <100 group were still
revealed. In B lymphocytes, there was an increase in the both CD80 and CD86
expressions on <100 group as compared to CT group, and an increase in the CD86
expression from CA group as compared to CT group. The analysis after antigenic
stimulation revealed in monocytes increased TGF-f synthesis from INF and >100
groups stimulated with SEA and Sm22.6 as compared to CA group, and decreased IL-
10, IL-12 synthesis from INF group as compared to CA group, and decreased IL-1a
syntheses from CA, INF, <100 and >100 groups estimualated with SEA and Sm22.6 as
compared to absence of stimulation. There was also reduction in positivity for IL-5
from <100 group stimulated with Sm22.6 as compared to CA group and increase in the

IFN-y from INF and >100 groups stimulated with SEA as compared to absence of
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stimulation , increase in TNF-o. and IL-10 synthesis from INF and >100 groups
stimulated with SEA and Sm22.6 as compared to absence of stimulation by T CD4"
lymphocytes besides of increased IL-12 and TNF-a from INF group stimulated with
SEA as compared to CA group decreased IL-8 syntheses from >100 group stimulated
with SEA, SWAP and Sm22.6 as compared to <100 group and decreased IL-5
syntheses from INF group stimulated with SWAP as compared to CA group by T CD8"
lymphocytes. In conclusion, the individuals with chronic phase of schistosomiasis and
residents in endemic areas for the disease have strong expression of co-stimulatory,
adhesion and cell activation molecules in circulating monocytes, B cells and CD4" and
CD8" T lymphocytes, suggesting that these individuals have intense cellular activity
that might be involved in immune response against S. mansoni infection. Overall,
infected individuals presented, after antigenic stimulation in vitro with recombinant
specific antigens, reduced syntheses of pro-inflammatory cytokines apart of increased
regulatory cytokine synthesis from both monocytes and lymphocytes revealing a great
ability of these antigens to induce a modulation of immune response related to the
resistance to infection as well as a lower disease severity. The subcategorization of the
study population according to distinct intensity of infection better define the
contribution of this parameter to resistance or susceptibility during Schistosoma

mansoni infection.
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1 INTRODUCAO
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A Esquistossomiase, também conhecida como esquistossomose ou bilharziose,
foi descrita pela primeira vez no Brasil pelo médico e pesquisador Piraja da Silva em
1908 (Paulini 1969). Foi introduzida provavelmente através dos portos de Pernambuco
e Bahia em meados do século XVI, com o comércio de escravos infectados. A partir
dessa localizacdo, a infeccdo se espalhou pelo sudeste e demais regides acompanhando
0s movimentos migratérios do século XVIII (Amaral & Porto 1994). A patologia
continua sendo uma das doengas parasitarias mais prevalentes no mundo e possui
consequéncias significativas para a economia e saude publica (Chitsulo 2000).

A esquistossomose esta associada a pobreza e ao baixo desenvolvimento
econdmico que expde as populag¢bes ao uso de cole¢des hidricas contaminadas. Por sua
elevada prevaléncia em certas populagdes e devido ao déficit organico que provoca,
comprometendo o desenvolvimento dos jovens e prejudicando a produtividade dos
adultos, esforcos tém sido feitos para a ampliacdo dos conhecimentos desta parasitose
(Barbosa & Costa,1981).

Apesar de sua distribuicdo ter mudado nos ultimos 50 anos e do sucesso dos
programas de controle da doenca, 0 nimero de pessoas infectadas ou em risco de
infeccdo continua inalterado (Tibirica et al., 2011). Atualmente, estima-se que 240
milhdes de pessoas estejam infectadas somente na Africa e 700 milhdes se encontram
em risco de infeccdo (WHO, 2010). No Brasil, 25 milhdes de pessoas vivem em area
endémica e cerca de 1,5 milhdes estdo infectadas, sendo o pais mais afetado das
Américas (Katz, 2000).

No hospedeiro definitivo, a infeccdo pode induzir manifestacdes clinicas
associadas as fases agudas ou crbnicas da doenca, sendo que na fase crénica sdo
caracterizadas trés formas da doenca (intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica)
(Bina 1983). A doenca comeca a se cronificar a partir dos seis meses apds a infeccdo,
podendo evoluir por muitos anos. Durante a fase crénica aparecem 0s sinais e sintomas
de evolucdo da patologia no acometimento de varios 6rgdos, com niveis extremos de
gravidade. As manifestacdes clinicas variam, dependendo da localiza¢do do parasito e
da intensidade da carga parasitaria (Pordeus, 1997).

As manifestacbes clinicas em area endémica estdo associadas ao perfil
imunologico do hospedeiro, a genética da populacdo e a varios fatores como idade,
contato com &gua, carga parasitaria, duracdo da infecgdo, infecgdes mdaltiplas com

outros helmintos e tratamento prévio. Como consequéncia, a populagdo infectada de
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area endémica é heterogénea e consiste de grupos clinicos distintos (Gazzinelli et al.,
1992).

Durante a fase cronica da infeccdo, os estudos realizados em modelos
experimentais mostram que a patologia esquistossomotica € desencadeada
principalmente pelos granulomas formados por meio de uma reacdo imunoldgica em
resposta aos ovos do parasito retidos nos tecidos do hospedeiro. Antigenos soltveis do
ovo induzem uma reagdo granulomatosa por meio de uma resposta imune de
hipersensibilidade retardada mediada por células T CD4" (Warren, 1972; Warren,
Domingo & Cowan, 1976). Apés a fase aguda da doenca, o granuloma diminui de
tamanho, resultando na reducédo da inflamacgéo ao redor dos ovos, processo denominado
de imunomodulagdo. Provavelmente, a modulagdo da resposta imune e a
hipossensibilidade aos antigenos do ovo ocorrem devido a modulacdo das células T
(Stadecker & Flores-Villanueva, 1992) e a IL-10 desempenha papel importante nesse
contexto (Flores-Villanueva et al. 1993; Corréa-Oliveira et al., 1998). Diversos
mecanismos envolvidos nesse controle da resposta imune ja foram descritos, por meio
de ensaios de proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) in
vitro, na presenca de estimulacdo antigeno-especifica. Entre eles, pode-se citar a
modulacdo da resposta de células T por anticorpos anti-idiotipos (Lima et al.,1986;
Doughty et al., 1989; Parra et al., 1991), a participagdo de linfocitos T CD8" (Doughty
& Philips, 1982), a regulacdo da proliferacdo celular por fatores sollveis presentes no
plasma dos pacientes (Colley et al., 1977) e a funcéo de células aderentes no controle da
proliferacdo linfocitaria (Ottesen,1979).

Diante dos mecanismos imunoldgicos expostos, fica evidente que a intensidade
da resposta imune esta relacionada a gravidade da doenca. A infeccdo pelo Schistosoma
mansoni envolve multiplas vias de ativacdo, adesdo, interacdo e co-estimulacdo de
receptores presentes em varias populagdes celulares, assim como a producéo de diversas
citocinas e outros fatores reguladores desta resposta.

Proteinas presentes no tegumento do parasito sdo de grande importancia para o
desenvolvimento de uma resposta imune, uma vez que estdo presentes em abundancia
na interface parasito-hospedeiro (Oliveira et al., 2008). O S. mansoni possui um ciclo de
vida complexo e um dimorfismo sexual que dificultam a selecdo de uma proteina alvo a
ser utilizada como uma vacina eficaz. Porém, o éxito na vacinacdo de primatas e
roedores com cercarias atenuadas indica que o desenvolvimento de uma vacina é

possivel (Coulson 1997).
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Apesar de alguns estudos na literatura que avaliam aspectos especificos da
resposta imune na fase crénica da esquistossomose humana, muito se tem a descobrir
sobre a susceptibilidade/resisténcia a infeccdo em individuos infectados. Além disso, a
melhor compreensdo dos eventos imunologicos relacionados a infeccdo pelo S.
mansoni, podera contribuir futuramente no desenvolvimento de uma vacina que vise

reduzir os danos causados pelo parasito no individuo.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar pardmetros imunoldgicos em leucocitos circulantes de pacientes
portadores de esquistossomose cronica e individuos nao infectados residentes ou ndo em
area endémica e associa-los a mecanismos de resisténcia e susceptibilidade a infeccéo

pelo S. mansoni.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o perfil hematoldgico (contagem de heritrécitos, hematocrito,
concentracdo de hemoglobina e niméro de plaquetas, global de leucdécitos e diferencial
de células com determinacdo do percentual e do numero absoluto de neutrdfilos,
eosinofilos, linfécitos e mondcitos) do sangue periférico de pacientes portadores da fase

crbnica da esquistossomose mansonica, categorizados por cargas parasitarias distintas;

Analisar o perfil ex vivo da imunidade celular (subpopulacGes celulares,
marcadores de ativacdo, co-estimulacdo, adesdo celular) em leucdcitos do sangue
periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose mansonica,

categorizados por cargas parasitarias distintas;

Avaliar o perfil de citocinas (IL-1a, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-
v, TGF-B e TNF-a) em monocitos, linfocitos T CD4" e T CD8" circulantes da
populacdo estudada, apds estimulacdo curta in vitro na presenca de antigenos brutos
(SEA e SWAP) e proteinas recombinantes do S. mansoni (Sm22.6 e Sm29),

categorizados por cargas parasitarias distintas.
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3.1 Aspectos epidemiologicos e ciclo bioldgico da esquistossomose mansdnica

A esquistossomose € uma doenga antiga em humanos: ovos do parasito foram
encontrados em mumias chinesas e egipcias de milénios de idade (Nunn & Tapp 2000).
Porém, estudos cientificos se iniciaram apenas na metade do século XIX de forma
independente. Primeiro por trabalhadores japoneses que descreveram a sindrome aguda
de Katayama que se evidencia por febre, erupgdo cutédnea semelhante a uma urticaria,
tosse, dor abdominal e inflamacdo do figado e baco (Fuji 1847). Depois por Bilharz
(1852) que encontrou vermes nos vasos urogenitais durante necropsia de camponeses
egipcios, para qual deu o0 nome de Distomum haematobium. Posteriormente, Weinland
(1958) denominou o género deste helminto de Schistosoma, uma vez que o macho
apresenta corpo fendido, sendo uma designacéo aceita até hoje.

A denominacdo da espécie Schistosoma mansoni foi dada em 1907, por Sambon.
As observacGes desse autor, que o levaram a criar uma espécie nova, foram
independentemente vistas por Pirajd da Silva na Bahia, na mesma época, que a
denominou Schistosoma americanum. Sambon, em Londres, examinando poucas
amostras fecais adiantou-se e descreveu a nova espécie, que, entretanto, ndo foi muito
aceita na época. Piraja da Silva, fazendo iniUmeros exames de fezes e necropsias, pode
confirmar que o Schistosoma que produzia ovos com espordo lateral vivia nas veias
mesentéricas e era realmente uma espécie distinta. Os trabalhos de Piraja da Silva
dirimiram todas as duvidas, mas a denominacdo da espécie coube a Sambon.

O tréfico de escravos africanos, por volta do seculo XVI, provavelmente
introduziu a esquistossomose no Brasil. A presenca de moluscos susceptiveis ao
desenvolvimento das larvas e os movimentos migratérios foram responsaveis por
disseminar a doenca do litoral para o interior (Aradjo 1986, Paraense 1986).

Considerada um problema de satde mundial, a esquistossomose atinge,
principalmente, paises em desenvolvimento situados em &reas tropicais e subtropicais
como o continente africano, o sudeste asiatico, América do Sul, o leste do mediterraneo
e 0 oeste do pacifico (Katz & Peixoto 2000). De acordo com dados da Organizagdo
Mundial da Satde (OMS) de 2008, 240 milhdes estdo infectados e apenas 17,5 milhdes
receberam tratamento. Além disso, estima-se que mais de 700 milhdes de pessoas
encontram-se expostas ao risco de infecgdo (WHO 2010).

Atualmente, no Brasil, a transmissdo ocorre em uma vasta area, do Maranh&o ao

Espirito Santo e Minas Gerais. Ha4 também focos isolados no Distrito federal e nos
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estados do Para, Piaui, Tocantins, Goiés, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul. Além disso, existem casos notificados de pessoas provenientes de
area endémica em praticamente todo territdrio nacional (Coura & Amaral 2004).
Aproximadamente 25 milhdes de pessoas vivem em areas de transmissao e 1,5 milhdes
encontram-se infectadas, sendo o pais mais afetado das Américas (Kato 2000). No
estado de Minas Gerais, a doenca é prevalente numa area de 300.000 Km?, ou seja, em
519 dos 853 municipios, sendo 1 milhdo o numero estimado de pessoas infectadas
(Drumond 1994) e 10 milhdes o nimero de individuos expostos a infeccdo (Katz 1998).

Um dos maiores problemas de saude puablica em paises em que a
esquistossomose possui alta endemicidade, como é o caso do Brasil, € 0 seu controle.
Isso ocorre pelos seguintes problemas: grande disseminagdo do hospedeiro
intermediario e 0s seus mecanismos de escape aos moluscidas e controles bioldgicos;
falta de investimentos para implementacdo de condi¢des sanitarias associado ao intenso
contato das populacGes rurais com aguas contaminadas; tempo longo necessario para a
comunidade aderir a educacdo sanitaria e ao programa de controle; ineficiéncia das
medidas de tratamento individual e em massa no controle da transmissdo e prevaléncia;
inexisténcia de uma vacina efetiva para a prevencdo da esquistossomose (Coura &
Amaral 2004).

Existem seis espécies de Schistosoma que podem infectar o homem:
Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, Schistosoma japonicum, Schistosoma
intercalatum, Schistosoma mekongi e o Schistosoma malayensis; mas somente uma
espécie existe no Brasil, 0 Schistosoma mansoni. Os hospedeiros intermediarios deste
parasito sdo caramujos do género Biomphalaria (B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea). Além dessas espécies, duas outras (B. amazonica e B. peregrina) sdo
consideradas hospedeiras intermediarias potenciais, uma vez que elas s6é foram
infectadas experimentalmente (Paraense 1966, 1981).

A infeccdo pelo S. mansoni ocorre quando o hospedeiro definitivo entra em
contato com aguas infectadas por cercarias liberadas pelo hospedeiro intermediario, o
caramujo B. glabrata. No hospedeiro definitivo as cercarias penetram ativamente
através da pele e transformam-se em esquistossbmulos, que migram em direcdo aos
vasos sanguineos e, através da circulacdo, sdo carreados passivamente até os pulmdes
(Gordon & Griffths 1951). Posteriormente, 0s vermes jovens migram para 0 Sistema
porta hepatico, onde sofrem maturacdo em vermes adultos. Os vermes adultos, macho e

fémea, acasalam-se, maturam sexualmente e migram para as veias mesentéricas
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inferiores iniciando a postura de ovos que é, em média, de 300 ovos por fémea. Parte
dos ovos alcanca a luz intestinal e é eliminada para 0 meio externo juntamente com as
fezes. Em contato com a &gua, os ovos eclodem liberando o miracidio, larva ciliada que
infecta 0 caramujo. No caramujo, o miracidio passa por um processo de reproducao
assexuada que leva a formacdo das cercarias, fechando assim o ciclo biologico do

parasito (Leiper 1915).

3.2 Formas clinicas da esquistossomose mansénica

A penetracdo percutanea das cercarias pode provocar urticaria temporaria que
algumas vezes persiste por dias como lesbes papulopruriginosas, especialmente ap6s
infecgdo priméaria como a que ocorre em turistas e migrantes (Bottieau et al. 2006). No
entanto, a dermatite cercariana ndo é muito frequente em areas endémicas (Appleton
1984).

A esquistossomose aguda (febre de Katayama) € uma reacdo sistémica de
hipersensibilidade contra a migragdo dos esquistossomulos, ocorrendo poucas semanas
apos a penetracdo das cercarias (Lambertucci 1993; Rocha et al. 1995). De acordo com
alguns autores, esses sinais e sintomas sdo causados, provavelmente, por
imunocomplexos circulantes (Hiatt et al. 1980; Wynn et al. 2004) e pela elevacao do
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (De Jesus et al. 2002; Wynn et al. 2004). Esta
doenga se inicia, repentinamente, com febre, fadiga, mialgia, eosinofilia e tosse.
Sintomas abdominais podem se desenvolver mais tarde, causados pela migracdo e
deposicdo dos vermes adultos. A maioria dos pacientes se recupera apés 2 a 10
semanas, mas alguns desenvolvem sintomas mais graves como perda de peso, dispnéia,
diarréia, dor abdominal, anorexia, tenesmo e hepatoesplenomegalia (Bina & Prata,
1984; Gryseels et al. 2006).

A fase aguda da esquistossomose € raramente observada em populagdes
endémicas. Isso provavelmente se deve ao fato de que criancas sdo expostas a infeccao
de maneira muito precoce nessas areas. Por outro lado, individuos de areas néo
endémicas aparentam ser mais susceptiveis a desenvolverem infeccdo sintomaética
aguda. Ap6s o primeiro contato com a doenca, um individuo de &rea ndo endémica
possui resposta imune pouco efetiva contra antigenos de Schistosoma. No entanto,

varias criancas de areas endémicas nasceram de maes que tiveram esquistossomose
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durante a gravidez e, portanto, tiveram o primeiro contato com 0s antigenos e anticorpos
no Utero e/ou colostro (Novato-Silva et al. 1992; Montesano et al. 1999). Estas criancas
estdo provavelmente ativas a varias respostas anti-Schistosoma a partir do primeiro
momento de exposi¢do as cercarias. Esta hipotese é reforcada por estudos experimentais
envolvendo camundongos, nascidos de maes infectadas, que foram capazes de modular
rapidamente as lesdes em torno do granuloma (Andrade and Warren, 1964).

Nos casos humanos de esquistossomose aguda em que exames patolégicos
foram realizados, a severidade da reacdo imunoinflamat6ria em torno dos ovos maduros
foi enfatizada (Bogliolo 1964). Os granulomas sdo grandes, com predominancia de
exsudado necrotico que aparece como granulos translicidos disseminados na superficie
serosa do figado e intestinos. Outros 6rgdos, como pulmdes, linfonodos intra-
abdmonais, pele, cérebro e pancreas, também sdo afetados (Lambertucci 2010).

A forma crénica intestinal é aquela apresentada pela maioria das pessoas
infectadas nas areas endémicas, ou eventualmente fora delas, eliminando ovos viaveis
nas fezes, mas assintomaticos ou com queixas vagas, geralmente discretas,
inespecificas. Pode-se supor que algumas manifestacdes intestinais podem ocorrer por
conta de uma infeccdo de instalacdo recente, mas que tendem a desaparecer, com ou
sem tratamento. Alguns clinicos sugerem a existéncia, entre os casos leves, de uma
forma hepdtica e outra hepatointestinal, mas ndo ha uma base anatémica que justifique
tal classificacdo. Na realidade, em qualquer infeccdo esquistossomotica, o figado esta
sempre lesado (Cheever & Andrade, 1964). Por outro lado, o intestino, mesmo sendo
sede da eliminacdo dos ovos, € encontrado geralmente pouco lesado nos casos de
esquistossomose mansoni no Brasil. Em estudo de necrépsias em que foram comparadas
as lesdes intestinais presentes em 502 infectados e 933 controles (ndo infectados), ndo
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a frequéncia de
colites, enterocolites, polipos ou fibroses intestinais nos dois grupos (Cheever &
Andrade, 1967).

A forma grave ou avancada da esquistossomose € caracterizada
morfologicamente pela fibrose hepatica periportal, dita pipestem, descrita por Symmers
(1904). Esta € uma lesdo representada por expanséo fibrosa sistematizada dos espacos
porta, acompanhada de lesdes destrutivas e obstrutivas do sistema portal intra-hepatico,
mas com preservacao da arquitetura normal do parénquima. Este quadro pode aparecer
em individuos sem sinais de hipertensdo do sistema porta, e portanto, sem

esplenomegalia. Em muitos outros casos a repercusdo clinica se traduz nos sinais de
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hipertensdo porta: esplenomegalia e circulacdo colateral (varizes esofagianas). Dai a
designacdo de forma hepatoesplénica, associada com altas cargas parasitarias e
geralmente desenvolvida na infancia (Prata, 1991).

3.3 Resposta imune na esquistossomose

A infeccéo esquistossomotica, como outras infec¢Bes helminticas, estd associada
a uma forte resposta imune celular do Tipo 2. Contudo, nos estagios iniciais (3-5
semanas), a reacdo imunoldgica envolve em sua maioria células do Tipo 1, na qual
citocinas pré-inflamatérias como IL-2, IFN-y e TNF-o podem ser mensuradas no
plasma. A resposta Tipo 2 segue conforme a postura de ovos e causa a producédo de uma
série de citocinas, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Embora, IL-10 tenha sido
inicialmente caracterizada como uma citocina do Tipo 2, dados recentes e bem
estabelecidos na literatura demonstram que essa citocina teria um papel modulador tanto
relacionada a respostas do Tipo 1 quanto do Tipo 2 (Anthony et al. 2006, 2007). As
células Tipo 2 suprimem a resposta pré-inflamatoria Tipo 1 e produzem protecdo
granulomatosa ao redor dos ovos novos depositados, porém permitem o
desenvolvimento de fibrose. A inabilidade em desenvolver uma resposta Tipo 2 a fim de
regular a reacdo pro inflamatoria inicial pode ser fatal. A IL-13 é conhecida por induzir
ndo s6 a hiper-responsividade das vias aéreas superiores, mas também a expressao de
moléculas de adesdo celular endotelial, desempenhando assim um papel na asma, lesdo
pulmonar aguda e fibrose (Chiaramonte et al. 1999).

Apds a fase aguda da doenca, o granuloma diminui de tamanho, resultando na
reducdo da inflamagdo ao redor dos ovos, processo denominado de imunomodulacdo
(Andrade & Warren, 1964). Nessa fase, linfocitos T CD4" especificos ativados secretam
citocinas que promovem a regulacdo do granuloma (Weistock & Blum, 1987). Dados na
literatura evidenciaram que tanto células do Tipo 1, secretando IFN-y e IL-2, como
células do Tipo 2, secretando IL-4, IL-10 e TGF-B tornam-se sensibilizadas e
contribuem para a formacgéo do granuloma (Stadecker & Flores-Villanueva, 1994). No
entanto, durante a fase cronica da infeccdo, a resposta do Tipo 1 é drasticamente
reduzida e as fungdes associadas a resposta do Tipo 2, bem como a eosinofilia e a

producéo de anticorpos, persistem (Colley, 1975; Pearce & Macdonald, 2002).
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As células dendriticas, sdo células apresentadoras de antigenos que possuem um
papel essencial na geracdo e regulacdo das respostas imunes adaptativas. Essas células
fornecem sinais que induzem linfocitos T helper a proliferar e a diferenciar em células
do Tipo 1, Tipo 2 ou células T reguladoras (Kapsenberg et al., 2003). Para se tornarem
aptas a ativar linfécitos T, as células dendriticas precisam sofrer um processo de
maturacdo (Mellmam & Steinmam, 2001). A maturacdo pode ser induzida por sinais
intrinsecos do sistema imune, como IFN-y, TNF-o, CD40L (Galluci & Matzinger,
2001) ou por sinais derivados de patogenos (Akira & Takeda, 2004). As células
dendriticas expressam uma variedade enorme de receptores para o reconhecimento de
produtos microbianos, dentre eles, receptores do tipo Toll (TLR) (Van die et al., 2003).
Estudos recentes indicam que componentes do Schistosoma mansoni interagem com 0s
TLR. RNA derivado do ovo ja foi reportado como ligante de TLR3 (Aksoy et al., 2005)
e em camundongos o reconhecimento de lipopolissacarideos pelo TLR4 presente em
céulas apresentadoras de antigenos foi relacionado ao desenvolvimento de uma resposta
celular do Tipo 2 (Thomas et al., 2003). Lisofosfatidilserina, um lipideo presente tanto
em ovos como em vermes adultos do S. mansoni, € apta a induzir a polarizacdo de
células T para o Tipo 2 através de um mecanismo envolvendo TLR2 (Van der Kleij et
al., 2002) E o tegumento de esquistossdmulo do S. mansoni é capaz de promover a
ativacdo de células dendriticas in vitro através da ligacdo de suas moléculas ao TLR4
(Durées et al., 2009).

As células NK reconhecem glicolipideos apresentadas pelas células
apresentadoras de antigenos (APC) de uma variedade enorme de microrganismos como
virus, fungos, bactérias, e protozoarios (Mallevaey et al.,2006). As células NK
produzem grandes quantidades de citocinas do Tipo 1 e/ou Tipo 2, especialmente IFN-y
e IL-4, o que leva a ativacdo de células dendriticas, células NK, linfocitos T e B,
exercendo papel fundamental na imunidade inata e adquirida (Carnaud et al., 1999;
Eberl, 2000; Eberl & MacDonald, 2000; Fujii et al., 2003; Galli et al., 2003). Através
dessa propriedade, as células NK mostraram-se capazes de promover a polarizacdo de
linfécitos T CD4" convencionais em células do Tipo 1 e 2 e a regular diferentes tipos de
resposta imune. De fato, varios estudos in vivo demonstraram que as células NK, sob
ativacdo natural ou intencional, sdo extremamente flexiveis e podem tanto suprimir
como potencializar doencas mediadas pelo sistema imune, incluindo inflamacéao, cancer
e doencas auto-imunes (Kronenberg & Gapin, 2004; Godfrey et al., 2004). Evidéncias
experimentais também sugerem que durante algumas infeccdes, as celulas NK podem
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estar ativadas e produzir citocinas imunorregulatdrias, em particular, IFN-y (Skold, M &
Behar 2003; Hansen & Schofield, 2004). Através deste mecanismo, células NK
geralmente contribuem para a polarizacdo da resposta para o Tipo 1, o que pode ser
tanto benéfico (eliminacdo do patdgeno) como prejudicial (inflamacao excessiva) para o
hospedeiro (Baron et al., 2002; Duthie et al., 2002; Gonzalez-Aseguinolaza et al., 2002;
Arrunategui-Correa & Kim. 2004; Duthie et al., 2005; Ronet et al., 2005). Apesar de
varios estudos envolvendo infecgdes virais, bacterianas, fungicas, e protozoérias, o
papel das células NK envolvendo infecgdes helminticas permanece pouco conhecida
(Mallevaey et al., 2006).

Vaérios estudos descrevem a relacdo entre altos niveis de IgE e a resisténcia a
infeccdo pelo S. mansoni. Contudo, o conhecimento sobre os mecanismos de regulagao
do IgE continuam limitados. Apesar de linfocitos B serem produtores de IgE, pouco ser
sabe sobre a funcdo destas células na infeccdo esquistossomotica (Dunne et al., 1992;
Mwinzi et al., 2009). Em modelos murinos, as células B mostraram exercer um
importante papel na resposta imune contra o parasito, ndo apenas produzindo aticorpos,
mas também promovendo a otimizacao por parte da respota de linfécitos T (Hernandez
etal., 1997).

Ja se encontra bem estabelecido que a maioria dos individuos infectados pelo S.
mansoni, residentes em areas endémicas para a esquistossomose e que desenvolvem
uma fase crbnica assintomatica apresentam uma resposta do Tipo 2 caracterizada
predominantemente pela presenca de IL-4 e IL-5 (Aradjo et al.,1996; Malaquias et
al.,1997; Montenegro et al.,1999). Varios estudos tém demonstrado que os pacientes
que apresentam essa forma clinica desenvolvem mecanismos que estdo envolvidos no
controle da resposta imune, com consequente reducdo no tamanho dos granulomas
(Bogliolo, 1959; Raso, 1994), enquanto os pacientes que apresentam a forma clinica
hepatoesplénica sdo incapazes de modular a resposta imune contra a infec¢do. Diversos
mecanismos envolvidos no controle da resposta imune ja foram descritos por meio de
ensaios de proliferacéo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) in vitro
e na presenca de estimulacdo antigeno-especifica. Entre outros, pode-se citar a
modulacdo da resposta de células T por anticorpos anti-idiotipos (Lima et al.,1986;
Doughty et al., 1989; Parra et al., 1991), a participagdo de linfécitos T CD8" (Doughty
& Philips, 1982) e a influéncia de IL-10 (Aradjo et al., 1996; Malaquias et al.,1997;
Falcdo et al., 1998). Outros fatores que também contribuem para modulagao da resposta

imune durante essa forma clinica sdo a regulagdo da proliferacdo celular por fatores
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sollveis presentes no plasma dos pacientes (Colley et al., 1977), o papel de células
aderentes no controle da proliferagdo linfocitaria (Ottesen, 1979), bem como o
envolvimento de prostaglandinas e de IL-10 na resposta imune induzida por
imunocomplexos (Goes et al.,1994; Rezende et al.,1997; Rezende, Lambertucci Jr. &
Goes, 1997).

Um namero consideravel de trabalhos na literatura utilizando modelos murinos
tem evidenciado o envolvimento de subpopulacfes distintas de células T na resposta
imune frente aos ovos de Schistosoma mansoni. Células T CD4" desempenham um
papel crucial tanto no desenvolvimento dos granulomas murinos, quanto nos eventos de
modulacgéo da reatividade granulomatosa (Mathew & Boros, 1986). Enquanto a resposta
imune predominante aos antigenos dos vermes de S. mansoni parece estar direcionada
para a producdo de citocinas do Tipo 1, dados ainda controversos vém sendo obtidos
para o verdadeiro papel das células do Tipo 1 e Tipo 2 e das citocinas secretadas por
elas no desenvolvimento da resposta granulomatosa, ap6s a deposicdo de ovos nos
tecidos do hospedeiro (Wynn & Cheever, 1995). Dados na literatura evidenciaram que
tanto células do Tipo 1 secretando IFN-y e IL-2, como células do Tipo 2, secretando IL-
4 e IL-10 tornam-se sensibilizadas e contribuem para a formacdo do granuloma
(Stadecker & Flores-Villanueva, 1994). No entanto, durante a fase crénica da infeccao,
a resposta do Tipo 1 é drasticamente reduzida e as fungdes associadas a resposta do
Tipo 2, bem como a eosinofilia e a producéo de anticorpos persistem (Colley, 2002).

Durante a infeccdo humana por S. mansoni, hd& um padrdo diferenciado de
producdo de citocinas por PBMC de pacientes portadores das diferentes formas clinicas
da doenca (de jesus et al., 1993; Viana et al., 1994; Malaquias et al., 1997; Corréa-
Oliveira eta al., 1998; Montenegro et al., 1999; Brito et al., 2000). Alguns desses
estudos mostraram que, em ensaios de proliferacdo celular in vitro, a adicdo de
anticorpos anti-IL-10 leva a um aumento da reatividade de PBMC de pacientes
portadores da forma clinica intestinal, frente a estimulos especificos do parasito (Aradjo
et al., 1996; Malaquias et al., 1997). A anélise da reatividade in vitro de PBMC de
individuos portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose sugere que a
producéo de IL-10 por PBMC é um dos eventos primordiais na modulagdo da resposta
imune observada naqueles individuos (Malaquias et al., 1997; Montenegro et al., 1999).
O estabelecimento da fase crénica intestinal estd correlacionado a uma reducdo no
percentual de células T CD4" ativadas, que se associa diretamente com a elevacio da

producdo de IL-10 por células mononucleares estimuladas in vitro e com a modulagédo
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da reatividade celular antigeno-especifica (Corréa-Oliveira et al., 1998). Por outro lado,
os baixos niveis de IL-10 observados em culturas de células de pacientes portadores da
forma clinica hepatoesplénica correlacionam-se com a elevagdo do percentual de
linfocitos T CD4" ativados no sangue periférico e com a alta reatividade celular
antigeno-especifica nos ensaios de ratividade celular in vitro (Malaquias et al.,1997;
Martins-Filho et al., 1997; Falcdo et al., 1998; Corréa-Oliveira et al., 1998). Estudos
mais detalhados de aspectos fenotipicos e funcionais de linfécitos T durante a infecgéo
cronica assintomatica demonstraram que linfocitos T CD4" sdo a principal fonte de IL-
10, comprovando o seu papel central na modulacdo da resposta imune durante a
infeccéo cronica por S. mansoni (Teixeira-Carvalho et al., 2008).

Em relacdo a avaliacdo ex vivo do fenotipo celular no sangue periférico de
individuos infectados pelo S. mansoni, a analise pioneira realizada por Zwingenberger
et al. (1989) ja demonstrava uma alteracdo na composicdo celular dos linfocitos
circulantes. Esses investigadores observaram que os pacientes portadores da forma
clinica hepatoesplénica apresentavam uma diminuigdo na frequéncia de células CD3" e
um aumento na frequéncia de células CD8". Posteriormente, um estudo detalhado
realizado por Martins-Filho et al. (1997) demonstrou um aumento do ndmero de
linfocitos T CD4" ativados no sangue periférico dos pacientes apresentando a forma
clinica hepatoesplénica, sendo a intensidade dessa expansdo celular diretamente
relacionada a patogenia da infeccdo. Esses resultados corroboram a existéncia de
diferentes subpopulagdes de linfocitos T CD4", que podem estar correlacionadas ao
desenvolvimento de patologia ou de mecanismos moduladores da resposta imune, via
producdo de diferentes fatores sollveis. Dados obtidos por Teixeira-Carvalho et al.
2008, reforcam esses achados. Em relacdo a populacdo de linfécitos T CD8", existe uma
elevacdo no percentual de células ativadas apenas durante a fase cronica da infeccéo,
tanto em individuos portadores da forma clinica intestinal, quanto em individuos
portadores da forma clinica hepatoesplénica. Provavelmente, uma dicotomia na
populacdo de linfocitos T CD8" seria a responsavel pela diferenca de resposta imune
nos dois grupos de individuos, sendo a reducdo no percentual de linfocitos T
CD8'CD28" um elemento-chave neste processo (Martins-Filho et al., 1999; Teixeira-
Carvalho et al., 2008).

A avaliac@o de clones de células T isoladas de pacientes portadores da forma
aguda ou cronica da esquistossomose revelou um padréo diferenciado de producéo de

citocinas em ambos os grupos de individuos. Clones de células T CD4" derivados de
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individuos infectados apresentaram um perfil Th2/ThO, produzindo IL-4 e IL-5 ou IL-4,
IL-5 e IFN-y, enquanto clones derivados de doadores ndo infectados, sensibilizados in
vitro com antigenos de S. mansoni, apresentaram um perfil Th1/ThO, produzindo IFN-y
ou IL-4, IL-5 e IFN-y (Contigli et al., 1999).

Ainda no contexto das citocinas, estudos revelam que o IFN-y é fundamental no
mecanismo protetor contra a fibrose periportal, enquanto que a citocina pré-inflamatoria
TNF-o pode agravar a doenca (Booth et al., 2004). Além disso, citocinas do Tipo 2,
como IL-4 e IL-13, também expressas por eosindfilos, regulam as quimiocinas dos
fibroblastos, a expressdo de matriz protéica e a contracdo do gel de colageno (Doucet et
al., 1998; Teran et al., 1999; Liu et al., 2002). Foi demonstrado ainda que a producéo de
mediadores pré-fibroticos pelos eosinofilos induzem a resposta Tipo 2, ilustrando, direta
e indiretamente o papel destas células e da IL-5 na patogénese da fibrose hepética na
esquistossomose (Reiman et al., 2006). Assim, a inibi¢do da atividade da IL-5 ou dos
eosinofilos podem ser eficazes para uma variedade de doencas cronico-fibroticas
(Reiman et al., 2006). Portanto, IL-4, IL-5 e IL-13 também devem ser incluidas entre as
citocinas pré-fibréticas importantes (de Jesus et al., 2004).

Até o momento, existem poucos trabalhos na literatura abordando o papel dos
receptores de quimiocinas na infeccdo esquistossomotica. Estudo pioneiro avaliando o
perfil de receptores de quimiocinas na infeccdo em humanos foi realizado por Teixeira-
Carvalho (2004). Esse estudo revelou que os pacientes portadores da forma clinica
intestinal apresentam um perfil preferencialmente do Tipo 2 modulado, sendo
caracterizado pelo aumento da frequéncia de linfécitos totais positivos para CCR2,
associado a um aumento do percentual de linfocitos T CXCR4" e a uma diminuicio da
frequéncia de linfocitos T CXCR3" na analise apds estimulag&o in vitro. Esses achados
mostraram que 0s pacientes portadores da forma clinica intestinal apresentam
preferencialmente uma resposta imune modulada. Estudos adicionais demonstraram
ainda que, em pacientes assintomaticos, a sintese de IL-10 estd positivamente
correlacionada a expressao de CXCR4 e inversamente correlacionada com a expressao
de CXCR3, sugerindo que a IL-10 seria um fator importante no controle do padréo de
migracdo celular durante a infeccdo cronica intestinal (Teixeira-Carvalho et al., 2008).
Recentemente, a expressdo de receptores de quimiocinas em células do granuloma
esquistossomotico pulmonar murino foi investigada. Os resultados mostraram que 0s

receptores CCR2 e CCR3 sdo importantes na formacdo do granuloma pulmonar em
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camundongos infectados por S. mansoni e a sua expressao é regulada por I1L-4 e I1L-13
(Warmington et al. 1999; Chiu & Chensue, 2002). Esses trabalhos demonstraram que 0s
receptores de quimiocinas sdo capazes de determinar o(s) tipo(s) celular(es) que ira(ao)
migrar para o foco inflamatorio e esse processo é influenciado pelo ambiente de

citocinas formado que, por sua vez, também influencia a expressdo desses receptores.

3.4 Desenvolvimento de vacinas para a esquistossomose

O desenvolvimento de uma vacina continua a ser, a longo prazo, uma importante
meta para controle da esquistossomose. Trabalhos extensivos tém sido realizados para
identificar moléculas do Schistosoma capazes de conferir protecdo significativa em
diferentes modelos animais. Partindo deste pressuposto, varios candidatos a vacina ja
foram identificados (Bergquist. 1995), mas ainda néo esta claro qual formulagéo vacinal
estaria apta a ser testada em humanos, uma vez que diferentes antigenos podem ser
alvos de diferentes respostas imunoldgicas. Essa caracterizacao seria fundamental para
o desenvolvimento de estratégias de imunizacdo apropriadas (Hernandez et al.,1999).

Antigenos utilizados em vacinas sdo geralmente secretados ou ancorados nas
superficies dos patdgenos. Proteinas que séo secretadas ou ancoradas na superficie do S.
mansoni estdo expostas ao sistema imunoldgico do hospedeiro e, por isso, apresentam-
se como candidatas ao desenvolvimento de novas vacinas. Ja foi demonstrado que
membranas isoladas do tegumento foram capazes de estimular imunidade protetora em
camundongos (Smithers et al. 1990). Além disso, o0s principais antigenos associados a
membrana do verme adulto ndo induzem reatividade cruzada com antigenos presentes
na superficie do ovo, o qual estd envolvido na imunopatologia da doenga (Simpson et
al., 1990).

Vérios investigadores centraram-se na protecdo imunoldgica contra a
esquistossomose usando protocolos de vacina contendo proteinas recombinantes do
parasito, porém nenhuma foi capaz de induzir uma protecdo superior a 67% (Zoauin et
al., 2001). O S. mansoni possui dimorfismo sexual e um ciclo de vida complexo, essas
caracteristicas tornam dificeis a identificagdo de uma proteina alvo para ser usada em
uma vacina efetiva. Contudo, o sucesso na vacinacdo de roedores e primatas com

cercarias atenuadas indica que o desenvolvimento da mesma é possivel (Coulson.
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1997). O projeto genoma do S. mansoni identificou varios novos genes codificadores de
proteinas que sdo estudados com o proposito de desenvolver uma vacina (Verjovski-
Almeida et al. 2003).

Dentre estas proteinas, podemos destacar a Sm22.6 (Pacifico et al. 2006), uma
proteina de 22.6 kDa com grande similaridade entre a Sj22.6 (S. japonicum) e a Sh22.6
(S.haematobium) as quais desencadeiam aumento de producdo de IgE na resposta
humana. Altos niveis desta imunoglobulina estdo correlacionados com a resisténcia a
infeccdo apds quimioterapia (Dunne et al. 1997, Santiago et al. 1998). Além disso, ela é
encontrada em todas as fases do ciclo de vida do parasito, com exce¢do dos ovos (Stein
& David 1988). A Sm22.6 desencadeou protecdo parcial de 34,5% quando associada ao
adjuvante de Freund (CFA) e alta producdo de 1gG1, IFN-y e IL-4 resultando em uma
resposta mista do Tipo 1 e 2 (Pacifico et al. 2006).

Outra proteina promissora ¢ a Sm29 (Cardoso et al., 2006), uma proteina de 29
kDa que apresenta um peptideo sinal N-terminal de 26 aminoacidos. Além disso, possui
varios peptideos de ligacdo aos MCH de classe I humanos. Mostrando que esta proteina
¢ capaz de induzir uma resposta imune efetora no combate a esquistossomose,
envolvendo producdo de anticorpos e ativacdo de células T. Estudos realizados por
Cardoso et al. (2008) mostraram que camundongos imunizados com Sm29 foram
capazes de reduzir a carga parasitaria em 51%. A Sm29 é expressa nas fases de verme
adulto e na fase pulmonar ou de esquistossomulo do parasito. Por isso, uma resposta a
essa proteina seria capaz de combater a esquistossomose em uma fase recente da
infeccdo, ndo permitindo o desenvolvimento de formas mais severas da doenca
(Oliveira et al. 2010). A Sm29 é capaz de induzir, em humanos, o aumento da producao
de 1gGl e 1gG3 que sdo responsaveis pela opsonizacdo, citotoxicidade célula
dependente e ativacdo da via classica do complemento em individuos resistentes a

infeccdo e a re-infeccdo (Cardoso et al. 2006).

3.5 Diagnostico da esquistossomose

Os ovos de S. mansoni podem ser detectados nas fezes por métodos qualitativos
e quantitativos. A selecdo do método apropriado depende do propoésito do diagndstico
(Rabello. 1992). A fim de medir a carga parasitaria, 0 nimero de ovos de S. mansoni na
amostra fecal pode ser determinado. A estimativa do nimero de ovos nas fezes pode ser
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calculada por meio de técnicas de concentracdo e preparacdo de esfregacos devido a
distribuicdo uniforme dos ovos nas fezes (Martin, 1965; Martin & Beavis, 1968). Dentre
o0s métodos quantitativos podemos destacar o método de Kato-Katz - E o procedimento
internacionalmente recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1994)
para o diagnostico de S. mansoni, porque apresenta sensibilidade similar, ou melhor, do
que os demais métodos quantitativos, com a vantagem da simplicidade de execucdo, do
baixo custo e da possibilidade do armazenamento e transporte das laminas em
temperatura ambiente por meses, sem prejuizo dos resultados. Em 1972, Katz, Chaves
& Pellegrino modificaram o método anteriormente descrito por Kato e Miura (1954) e,
posteriormente, aperfeicoado por Kato (1960), simplificando a realizacdo de técnica
quantitativa, por tornar desnecessaria a pesagem prévia da amostra de fezes. Aqueles
autores usaram um pequeno retangulo de papeldo (4 x 3 cm) com espessura de 1,37
mm, dotado de orifico de 6 mm de didmetro em seu centro, para medir a quantidade de
fezes a ser examinada. Colocando o cartdo sobre uma lamina de microscépio e
preenchendo o orificio com fezes apds passéa-las através de malha quadrada de 200
micra, obtém-se amostra que, em média, pesa 43,7 mg. As fezes obtidas sdo espalhadas
sobre lamina de vidro e cobertas com laminula de celofane previamente tratada com
verde malaquita ou azul de metileno. O método permite o diagndstico de outros
helmintos, exceto de larvas de Strongyloides sp. Um fator limitante do método de Kato-
Katz esta relacionado a consisténcia das fezes e, consequentemente, a quantificacdo da
excrecdo de ovos (Bell, 1963; Bout, Santoro & Capron, 1975; Hoshino-Shimizu et al,
1968). Uma amostra de fezes seca pode ter uma contagem de ovos até sete vezes
maiores que uma amostra Umida obtida do mesmo individuo (Hagan & Abath, 1992).
Além disso, fezes liquidas, que podem estar associadas a esquistossomose, ndo podem
ser processadas por este método (Jassim, Catty &Hassan, 1987). Outro fator que limita a
precisdo da quantificacdo dos ovos nas fezes é a flutuacéo diaria na eliminacéo dos ovos
(Barreto, Smith & Sleight, 1990; De vas et al., 1997; Engels et al.,1997).
A biopsia da mucosa retal constitui um procedimento invasivo, em que se retira,
por retoscopia e bidpsia, um fragmento de mucosa retal, para exame microscopico e
verificacdo da presenca de ovos. O método foi descrito por Ottolina & Aténcio, em 1943.
Cancado et al. 1965, introduziram o oograma quantitativo, método ainda usado para
avaliacdo de atividade de drogas, que permite a classificagdo dos ovos (imaturos,

maduros e mortos) e a demonstracdo rapida de modificacGes da ovoposi¢do (Araujo et al.,
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2008). A dependéncia de pessoal treinado e o desconforto para o paciente limitam este
método ao uso antes descrito.

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) atualmente disponivel para o
diagnostico da esquistossomose mansonica (Pontes, Dias Neto & Rabello, 2002; Pontes
et al., 2003) se baseia na amplificacdo de uma sequéncia de DNA altamente repetitiva
encontrada no genoma do parasito e descrita por Hamburger et al.,, em 1991. Esta
sequéncia é extremamente abundante, correspondendo a cerca de 10% de todo o
material genético do S. mansoni, sendo encontrada em ambos 0s sexos do parasito. A
sensibilidade da técnica para a detec¢do desta sequéncia do parasito se mostrou bastante
satisfatoria, sendo o limite de deteccdo do DNA isolado dos ovos de apenas um
fentograma (10™°g). As desvantagens associadas ao uso do PCR para diagnéstico da
esquistossomose sdo semelhantes as encontradas em outras doencas. Em termos
técnicos, os principais problemas sdo a possibilidade de inibicdo da enzima e o risco de
contaminacdo das amostras analisadas. Além disso, seu alto custo torna a técnica pouco
utilizada no diagndstico da S. mansoni (Pontes et al., 2003).

Existe uma ampla variedade de testes imunoldgicos, entretanto, eles apresentam
valor limitado ao diagndstico da esquistossomose. Os meétodos disponiveis apresentam
reagOes cruzadas com outras helmintoses, ndo detectam a intensidade da infecgéo, ndo
diferenciam infeccdo passada e recente e podem permanecer positivos durante anos
apos a cura quimioterapica (Smithers & Doenhoff, 1982; Mott & Dixon, 1982;
Montenegro, 1992). Portanto, até 0 momento, ndo parece existir nenhuma técnica
imunodiagndstica com as caracteristicas ideais, que sdo: efetividade, utilizacdo de
poucos reagentes, baixo custo, uso de equipamentos simples, rapidez na execugédo e
facilidade de realizacdo no campo (Rabello, 1997). De modo geral, grande nimero de
estudos relacionados a utilizacdo de métodos imunoldgicos de deteccdo da reagdo
antigeno/anticorpo para o diagndéstico da esquistossomose consistem em demonstracao
prética, ndo sendo os métodos usados de modo efetivo. Esses métodos imunoldgicos
permanecem na etapa de pesquisa laboratorial, sendo experimentalmente utilizados para

estudos da relagdo hospedeiro/parasito.

47



3.6 Tratamento da esquistossomose mansonica

Nas trés ultimas décadas houve uma melhoria significativa na eficiéncia
terapéutica do tratamento contra a esquistossomose mansoni, com a introducao de duas
novas drogas (oxamniquine e praziquantel) que, administradas em dose Unica, por via
oral, apresentam atividade terapéutica elevada e baixos efeitos colaterais, 0 que permitiu
o tratamento de milhGes de pessoas infectadas. Porém, devido a ocorréncia da
esquistossomose somente em paises em desenvolvimento com baixa capacidade de
compra, as inddstrias farmacéuticas ndo se interessam em promover investimentos
vultuosos para descobrirem novos farmacos contra essa importante parasitose.

A fase aguda da esquistossomose (febre de Katayama) pode ser inicialmente
tratada com corticosteroides para suprimir a reacdo de hipersensibilidade e,
posteriormente, com praziquantel para eliminar os vermes adultos (Lambertucci 1993,
Horak & Kolarova 2005). Uma vez que 0s vermes imaturos ndo sdo susceptiveis ao
medicamento, o tratamento deverd ser repetido quatro a seis semanas apds o0
aparecimento dos primeiros sintomas. No caso de hemorragias esofagicas, beta-
bloqueadores, escleroterapia endoscopica, esplenectomia ou desvio portocaval poderao
ser indicados (Lambertucci 1993, Olds & Dasarathy 2000). Corticosterdides e
anticonvulsivantes podem ser utilizados como possiveis adjuvantes ao praziquantel no
tratamento da neuroesquistossomose, que é uma forma clinica que requer cuidados
especiais (Ferrari 2004).

O oxamniquine foi produzido e descrito pela primeira vez na década de 1960
como 0 mais promissor esquistossomicida (Richards & Foster 1969). Ao contrério do
praziquantel, que possui atividade contra todas as espécies de esquistossomose humana,
a eficacia do oxamniquine € confirmada para o S. mansoni. Assim como o praziquantel,
0 oxamniquine também ¢é eficaz contra as formas invasivas (cercaria e
esquistossomulos) e vermes adultos sdo mais afetados do que as formas jovens
presentes no estagio hepatico (Foster et al. 1971). O mecanismo de acdo da droga esta
mais pronunciado em machos do que fémeas (Pica-Mattoccia et al. 1989). O
oxamniquine € bem absorvido no trato gastrointestinal (Kaye & Woolhouse 1976).
Atinge pico de concentracdo plasmatica de 1 a 4 horas apds a administracdo oral e ¢

eliminada com um tempo de meia vida de 2,2 horas (Kokwaro & Taylor 1991).
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O praziquantel foi sintetizado e teve sua atividade contra esquistossomose e
cestddeos testada em meados da década de 1970 (Pellegrino et al. 1977). Sua atividade
antiesquistossomotica foi primeiro testada contra o S. mansoni em diferentes
hospedeiros animais (Pellegrino et al. 1977) e depois confirmada para todas as
esquistossomoses humanas (Webbe & James 1977). O praziquantel é efetivo contra
todas as espécies que parasitam o homem (S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum,
S. intercalatum, e S. mekongi). Contudo, as formas jovens (entre 7 e 28 dias) sdo menos
suscetiveis a droga do que os adultos. Foi demonstrada também, em modelos murinos, a
eficacia do praziquantel contra os estagios invasivos (cercarias e esquistossémulos) e
verme adulto de S. mansoni. (Gonnert & Andrews 1977; Utzinger et al. 2003).

Apesar dos esfor¢os consideraveis, 0 mecanismo de acdo do praziquantel nao foi
totalmente elucidado (Cioli et al. 1995). A droga causa rompimento do tegumento do
verme, com subsequente exposi¢cdo dos antigenos, 0 que permite a agdo de mecanismos
do sistema imune do hospedeiro (Modha et al. 1990; Ribeiro et al. 2004). Além disso,
foi observado que o praziquantel depleta as reservas de glutationa do parasito (Ribeiro
et al. 1998) e interrompe a funcéo dos canais de calcio (Greenberg 2005; Pica-Mattoccia
et al. 2007). O aumento do influxo de fons Ca* resulta em alteragdes fisioldgicas no S.
mansoni (Jeziorski & Greenberg 2006). O praziquantel é administrado por via oral e
atinge seu pico plasmatico de 1 a 2 horas apés ingestdo (Leopold et al. 1978). A droga
sofre elevado metabolismo de primeira passagem, desaparecendo rapidamente do
plasma e possui tempo de meia vida variando de 1 a 3 horas. A eliminacdo ocorre
essencialmente através da urina e fezes com mais de 80% completa dentro de 24 horas
(Steiner et al. 1976).

Em modelos murinos, a eficdcia do praziquantel mostrou-se dependente da
resposta imune do hospedeiro (Brindley & Sher 1987; Doenhoff et al. 1988) e a
exposicdo de antigenos na superficie do Schistosoma aumenta com o tratamento
(Harnett & Kusel 1986). Também foi proposto que a sinergia entre praziquantel e
resposta imune ocorra devido a fixacdo de anticorpos e de células do hospedeiro aos
antigenos que sdo expostos na superficie do parasito pela droga. Esta resposta imune-
efetora impede o verme de se recuperar do tratamento medicamentoso (Fallon et al.
1992). No entanto, revelou-se dificil de identificar os fatores relacionados ao hospedeiro
que influenciam a eficicia do praziquantel contra a esquistossomose em humanos
(Karanja et al. 1998; van Lieshout et al. 1999). Estudos em pessoas co-infectadas com S.

mansoni e o virus HIV ndo mostraram indicacdo de que o praziquantel é menos efetivo
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naqueles individuos com baixa contagem de células T CD4" comparados com aqueles
com alta contagem de células T CD4" (Karanja et al. 1998; Kallestrup et al. 2006).

Apesar das vantagens do praziquantel no tratamento da esquistossomose, existe
preocupacdo sobre o desenvolvimento de resisténcia a droga por parte do parasito. O
desenvolvimento desta resisténcia foi estudado tanto experimentalmente quanto de
maneira clinica. De fato, hd um desacordo sobre uma resisténcia real ou ndo. De
qualquer forma, devem-se tomar precaugdes sobre a possibilidade de surgimento de
resisténcia ao praziquantel e outras drogas usadas no tratamento da doenca (Abdul-
Ghani et al. 2009).
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4 POPULACAO, MATERIAIS E METODOS
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4.1 Caracterizacao da populacéo estudada

Esse é um estudo transversal onde serdo utilizadas amostras de sangue periférico
de pacientes portadores da fase crénica da esquistossomose e de individuos néo
infectados pelo S. mansoni.

Os pacientes portadores da fase crénica da esquistossomose foram recrutados no
estado de Minas Gerais, mais especificamente em Ponto dos Volantes, regido endémica
para doenca no norte de Minas Gerais. Entre 0s pacientes que aceitaram participar
voluntariamente do estudo, individuos com idade entre 17 a 76 anos, com exames de
fezes positivos para ovos de S. mansoni, apos exame desse material, empregando-se a
metodologia de Katz et al.,1972, foram selecionados para compor o grupo infectado
(INF, n=37), que foi subcategorizado em dois subgrupos: Portadores de menos de 100
ovos por grama de fezes (Grupo <100, n=16) e portadores com mais de 100 ovos por
grama de fezes (Grupo >100, n=21). E importante ressaltar que o exame parasitoldgico
foi realizado anteriormente a coleta sanguinea. Apos a realizacdo da coleta, todos foram
submetidos ao tratamento com praziquantel na dose padrdo brasileira (50-60 mg de
praziquantel), independente da participacdo nesse estudo. Informacdes adicionais sobre
os pacientes foram obtidas por meio de realizacdo de questionario, pontuando-se
existéncia de infeccdo esquistossomética prévia ou tratamento para a doenca, contato
com agua e condi¢bes sdcio-econdmicas.

Para compor o grupo controle foram selecionados individuos com idade entre 18
a 55 anos (Grupo CT, n=6), sadios e que nao apresentavam relatos de infec¢do prévia
para a esquistossomose, sendo doadores de sangue da Fundagdo Hemominas. Outro
grupo controle também foi recrutado e foi constituido por individuos residentes em area
endémica (Grupo CA, n=16) para esquistossomose e que apresentavam exames
parasitoldgicos de fezes persistentemente negativos pelo método Kato-Katz.

Todo o estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Fundacio
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

4.2 Exame parasitologico de fezes

O exame parasitologico de fezes foi realizado utilizando-se 0 método Kato-Katz

(Katz et al., 1972). Foram coletadas 3 amostras de fezes de cada um dos participantes do
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estudo, em 3 dias diferentes. Os vasilhames foram identificados com o nome, nimero
de identificacdo pessoal do participante e numero designado para o domicilio. Cada
vasilhame foi entregue separadamente, em local determinado apds o retorno da amostra.
As laminas foram preparadas por pessoal técnico qualificado e analisadas até 2 horas
apos o preparo, por meio de microscopia Optica. Foram preparadas 2 laminas para cada
amostra de fezes em um total de 6 I&minas por individuo. A carga parasitéria foi
determinada pela média do nimero de ovos por grama de fezes (opg) e a média
aritmética de opg calculada para as 6 laminas (OPG = Soma do numero de ovos x 24 /
numero de laminas analisadas) determinando, assim, a intensidade de infeccdo de S.

mansoni.

4.3 Avaliacdo de parametros hematoldgicos

O perfil hematologico da populacdo avaliada foi determinado por meio do
hemograma, realizado por um laboratério terceirizado (Laboratério Paula Castro —
Medicina Laboratorial/Belo Horizonte/MG), através de um contrato firmado entre o
laboratdrio e 0 CPgRR. As determinag6es foram realizadas por sistema automatizado de
contagem por citometria de fluxo, utilizando-se sangue periférico, coletado em tubos de
5 mL, contendo como anticoagulante o EDTA (Etilenodiaminotetracético). Os
parametros avaliados foram contagem de eritrdcitos, hematdcrito, concentracdo de
hemoglobina e nimero de plaquetas, global de leucdcitos e diferencial de células com
determinacdo do percentual e do numero absoluto de neutrofilos, eosinofilos, linfocitos

€ monaAcitos.

4.4 Obtencédo de antigenos soltveis de ovos (SEA) ou vermes adultos (SWAP)

do S.mansoni

Os antigenos SEA e SWAP foram obtidos segundo método descrito por
Gazzinelli e colaboradores (1983). Os ovos do parasito e os vermes adultos foram
coletados, apds seis semanas de infeccdo, de camundongos albinos suicos infectados
com cercérias da cepa LE do S. mansoni. Os ovos ou vermes adultos do parasito foram
triturados e ressuspendidos em salina 1,7%, utilizando-se homogeneizador com pistdo

de teflon (Wirtis, DTL) (30 segundos de homogeneizacdo com intervalos de 60
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segundos). O homogenato resultante foi centrifugado a 50.000 g durante uma hora a 4°
C. O sobrenadante foi coletado e dialisado contra PBS 0,015 M, pH 7,4 (SIGMA,
E.U.A.), durante 24 horas a 4° C e esterilizado utilizando-se filtro de 0,22 um (Filter
millex — HA — Milipore Products Divison, E.U.A.). O contetdo protéico presente no
material filtrado foi determinado pelo método descrito por Bradford (1976), modificado
pelo Kit Microprote (DOLES, Brasil). A solugdo antigénica foi aliquotada e conservada
a -70° C (Ultra Low Freezer - Partlow 1160), para uso posterior nos ensaios de

estimulacao antigénica.

4.5 Obtencéo da proteina recombinante Sm22.6

A proteina Sm22.6 foi obtida segundo descrito por Pacifico e colaboradores
(2006) e cedida pelo Laboratério de Esquistossomose do CPgRR. A expressdo da
proteina de fusdo composta por Sm22.6 e proteina de ligacdo da maltose foi induzida
por 0,6 mM de IPTG (Isopropil-B-D-Galactopiranosideo). Ap6s 3 horas a 37°C e 65 X
g, as células bacterianas da espécie Escherichia coli foram colhidas por centrifugacdo a
4000 x g por 20 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 100 mL de tampéo
fosfato (PBS, pH 8,4) contendo 25 mg de lisozima Em seguida sofreu lise por choque
térmico (banho Maria a 37°C e congelamento com gelo seco) e por sonificacdo por 3
ciclos de 30 segundos para liberar a fusdo protéica que se encontrava no sobrenadante
apos centrifugacdo a 4000 x g por 20 minutos a 4°C. A proteina foi purificada através

de cromatografia de afinidade usando resina amilose.

4.6 Obtencédo da proteina recombinante Sm29

A proteina Sm29 foi obtida segundo descrito por Cardoso e colaboradores
(2006) e cedida pelo Laboratério de Esquistossomose do CPgRR. A expressdo da
proteina recombinante foi induzida por 1 mM de IPTG. Apds 5 horas de incubacéo a
37°C sob agitacdo de 65 x g, as células foram isoladas por centrifugacdo 4000 x g por
20 minutos a 4°C e ressuspendidas em 50 mL de tampdo fosfato com 10 mM de
imidazol. As ceélulas foram lisadas por sonificacdo 3 ciclos a 30% de amplitude e
centrifugadas a 5400 x g, 4°C por 20 minutos. A proteina recombinante foi recuperada

em corpusculos de inclusdo que foram ressuspendidos em tampédo contendo 8M de
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uréia. A purificacdo da proteina foi realizada através decromatografia de afinidade em
coluna de niquel sob condi¢cdes desnaturantes. A renaturacdo da proteina foi realizada
pela substituicdo do tampdo desnaturante por tampao fosfato.

4.7 Imunofenotipagem ex vivo de linfocitos do sangue periférico

Os ensaios ex vivo de imunofenotipagem de leucdcitos do sangue periférico
foram realizados utilizando-se amostras de 50 uL. de sangue periférico coletado a vacuo
em tubos de 5 mL, contendo anticoagulante EDTA (Vacutainer - Becton Dickinson -
BD, E.U.A.), que foram transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL (Falcon - BD,
E.U.A.), contendo 2 pL. do anticorpo monoclonal marcado com o fluorocromo
especifico (Isotiocianato de fluoresceina - FITC; Ficoeritrina - PE; Peridinin-
chlorophyll proteins - PerCP; Cychrome - CYCHR; Tricolor - TC) para o receptor
celular de interesse (Tabela 1). As amostras foram incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos o periodo de incubacdo, as amostras de
sangue periférico foram submetidas & etapa de lise dos eritrocitos, utilizando-se 2 mL de
solucdo de lise comercial (Facs Lysing Solution - FLS - BD, E.U.A) diluida dez vezes
em agua destilada. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de PBS 0,015M, pH 7,4
(SIGMA, E.U.A)) e as amostras foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos a 18°C
(Centrifuga Beckman, Modelo J-6B, E.U.A.). O sobrenadante foi descartado e as
amostras lavadas com 2 mL de PBS 0,015M, pH 7,4. Em seguida, as amostras foram
fixadas com 200 pL de solu¢do fixadora Maxs Facs Fix - MFF (10 g¢/L de
paraformaldeido; 1% de cacodilato de sodio; 6,67 g/L de cloreto de sédio, pH 7,2 -
SIGMA, E.U.A)). Ap6s um periodo de 15 minutos a 4° C, os fenétipos celulares
presentes em cada tubo foram determinados com o auxilio do citdmetro de fluxo

(FACScalibur - BD, E.U.A.), avaliando-se pelo menos 20.000 eventos por amostra.
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Tabela 1: Anticorpos utilizados para imunofenotipagem de leucdécitos circulantes

Anti-1gG1 FITC 679.1Mc7 0,5 ug Controle isotipico.

Anti-CD1d PE CD1d42 0,5 ug Apresentagédo de Ag
ndo peptidicos para
subpopulacdes de
celulas B e células

dendriticas

Anti-CD3 PerCP SK7 0,5 ug Associado ao
receptor de células T
(TCR). Exigido para
expressao na
superficie celular e
para transducdo de
sinal pelo TCR.
Expresso em
timacitos e linfocitos
T.
Anti-CD4 FITC RPA-T4 0,5 ug Co-receptor para
moléculas do
complexo de
histocompatibilidade
principal (MHC) de
classe Il. Expresso
em subgrupos de
timacitos, linfocitos T
auxiliares, monocitos

e macrofagos.
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Anti-CD5

Anti-CD8

Anti-CD11c

Anti-CD14

FITC

PERCP

PE

FITC/ PERCP

H11-86.1 0,5 ug Regula a interagédo
entre linfoticos T e B.
Presente em timocitos
e subpopulagdes de
linfocitos Te B

SK1 0,5 ug Co-receptor para
MHC de classe I.
Expresso em
subgrupos de
timacitos e linfocitos
T citotoxicos e/ou
supressores
S-HCL-3 0,5 ug Adesao celular.
Expresso em
monaocitos,
macrofagos, células
dendriticas,
granulécitos e
subpopulacdes de
células T e B.
TUK4/MoP9 0,5 pg Receptor para
complexo
lipopolissacarideo e
proteina ligadora de
lipopolissacarideo.
Expresso em células

mielomonociticas.
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Anti-CD16

Anti-CD18

Anti-CD19

Anti-CD21

Anti-CD23

APC/TC

PE

PERCP

APC

FITC/PE

3G8/3G8

6.7

4G7

B-ly4

Tl

0,5 ug Receptor Fc de baixa
afinidade. Medeia
fagocitose e

citotoxicidade

dependente de
anticorpos. Expresso

em neutrofilos,
macrofagos e células

NK.

0,5 ug Molécula de adesao
celular
expressa em

leucécitos.

0,5 ug Transducao de sinal
de células dendriticas.
Expressa em

Linfécitos B

0,5 ug Transducao de sinal.
Expressa em

linfocitos B maduros,
e linfécitos T

0,5 ug Molécula de ativacéo
celular, receptor de
baixa
afinidade de IgE
(FceRID).

58



Anti-CD40

Anti-CD43

Anti-CD54

Anti-CD56

Anti-CD62L

Anti-CD69

Anti-CD80

Anti-CD86

5C3

1G10

HAS8

NCAM16.

Dreg 56

FN50

L307.4

BAF141

0,5 pg

Co-estimulagéo de
crescimento de
linfécitos B. Expresso
em macrofagos,
mondcitos e
linfécitos B.

Anti-adesdo, blogueia
0 CD-45 que medeia
a adesdo. Expressa

em leucocitos.

Molécula de adesao
de
leucdcitos. Liga-se a
CD11a/CD18.

Adesdo homofilica e
heterofilica. Expressa
em células NK,
linfocitos T.

Molécula de adesao
celular expressa em

leucdcitos.

Molécula de ativacédo

de leucocitos.

Co-regulacéo de
ativagdo de linfécitos
T.

Co-regulacéo de
ativacdo de linfocitos
T.
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HLA-DR

Anti-Lin

Anti-NKp46

Anti-NKp80

PE

FITC

PE

PE

TU36 0,5ug  Molécula de MHC de
classe Il expressa na
superficie de células

humanas.

SK 0,5 ug Coquetel de
7/3G8/SJ2 anticorpos expresso
5C1/L27/ em linfocitos T,
MoP9/NC macrofagos,
AM16.2 eosinofilos,
monacitos,
neutrdfilos, células

NK, linfocitos B.

9E2/NKp6 0,5 ug Citotoxicidade de
células NK. Expresso

em células NK.

5d12 0,5 ug Estimula a
citotoxicidade de
celulas NK e a
liberacdo de
citocinas. Expresso
em células NK e
linfécitos T CD8 * de

memoaria.
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CD282 APC mT2.7 0,5ug  Resposta imune inata
(TLR2) para bactérias Gram-
positivas. Expressa
em monocitos,
macrofagos e células

dendriticas.

Anticorpos Becton Dickinson e Invitrogen

Fonte: CD Reference Chart. 12th HLDA International Workshop, 2010. MASON et al. 2003,
D’AMBROSIO et al. 2003, ONO et al. 2003.
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4.8 Aquisicdo e analise ex vivo do fenotipo celular de linfocitos T CD4" e T

CD8" do sangue periférico por citometria de fluxo

A identificacdo da populacdo celular de interesse e a determinacdo da
intensidade média de fluorescéncia dos marcadores de superfie analisados nas
subpopulagdes de linfécitos T CD4" e CD8" foram realizadas através do software
FlowJo. A Figura 1 representam de forma esquemaética o método utilizado para a
anélise desses resultados.

O primeiro passo (Figura 1) consistiu na identificacdo da populacdo de
Linfécitos (LINF). A populacéo de linfocitos foi selecionada por uma janela — “gate”
(R1), através de gréaficos de densidade de tamanho celular (Forward Scatter — FSC)
versus granulosidade celular (Side Scatter — SSC). A Figura 1B ilustra, dentro da
populacdo de linfdcitos, a selecdo das subpopulacdes de linfocitos T CD4* (CD4-CyC)
e linfocitos T CD8" (CD8-FITC). A Figura 1C ilustra a intensidade média de
fluorescéncia para o marcador de superficie CD62L dentro da populacdo de linfécitos T

CD4" em histograma de fluorescéncia 2 (CD62L-PE) versus niimero de eventos.
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Figura 1: Analise ex vivo de linfécitos T CD4" e CD8" do sangue periférico de
pacientes portadores da forma clinica cronica da esquistossomose por citometria de
fluxo. (A) representa o perfil celular da populacédo de linfdcitos (LINF), selecionada no
“gate” R1 em grafico de densidade de tamanho (Forward Scatter — FSC) versus
granulosidade (Side Scatter — SSC). (B) representa a distingdo, dentro da populagéo de
linfocitos, entre células T CD8" e células T CD4" em grafico de densidade de
fluorescéncia 1 (CD8-FITC) versus Fluorescéncia 3 (CD4-CyC). (C) representa a
intensidade média de fluorescéncia para o marcador de superficie CD62L, dentro da
populagdo de linfécitos T CD4" em histograma de Fluorescéncia 2 (CD62L-PE) versus

ndmero de eventos.
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4.9 Aquisicdo e analise ex vivo do fenotipo celular de células dendriticas do

sangue periférico por citometria de fluxo

A identificacdo da populacdo de células dendriticas e a determinacdo da
intensidade média de fluorescéncia do marcador de superficie expresso nesta populacao
celular foram realizadas através do software FlowJo. A Figura 2 representa de forma
esquematica, o método utilizado para andlise desses resultados. A primeira estratégia
(Figura 2A) consistiu na identificacdo da populacdo de células negativas para o
marcador Lin (Lin"). A populacdo de lin" foi selecionada por uma janela — “gate”,
através de graficos de densidade de Lin-FITC versus granulosidade celular. A Figura
2B ilustra a selecdo da populacdo de CD11c™ através de histograma de fluorescéncia 4
(CD11c*-APC) versus nimero de eventos. A Figura 2C ilustra a sele¢do da populacio
de HLA-DR" através de histograma de fluorescéncia 3 (HLA-DR'-PerCP) versus
nimero de eventos. A Figura 2D ilustra a selecdo da populagdo de CD282" através de
histograma de fluorescéncia 2 (CD282"-PE) versus nimero de eventos.
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Figura 2: Anélise de células dendriticas do sangue periférico de pacientes portadores da
forma clinica cronica da esquistossomose por citometria de fluxo. (A) representa o
perfil celular da populacdo negativa para o marcador Lin (Lin"), selecionada no “gate”
em gréfico de densidade de fluorescéncia 1 (Lin-FITC) versus granulosidade (Side
Scatter — SSC). (B) representa o perfil celular da populagdo de células CD11c", dentro
da populagéo de lin" em histograma de fluorescéncia 4 (CD11c*-APC) versus nimero de
eventos. (C) representa o perfil celular da populagdo de células HLA-DR", dentro da
populagdo de CD11c™-em histograma de fluorescéncia 3 (HLA-DR™-PerCP) versus
nimero de eventos. (D) representa o perfil celular da populacdo de células CD282",
dentro da populagdo de HLA-DR" em histograma de fluorescéncia 2 (CD282*-PE)

versus nimero de eventos.
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4.10 Aquisicéo e analise ex vivo do fenotipo celular de células NK do sangue

periférico por citometria de fluxo

A identificacdo da populacdo de células NK e a determinacdo do valor
percentual de marcadores de superficie expressos nesta populacdo celular foram
realizadas através do software FlowJo. A Figura 3 representa de forma esquematica, o
método utilizado para analise desses resultados. A primeira estratégia (Figura 3A)
consistiu na identificacdo da populacédo de linfocitos (LINF). A populacéo de linfocitos
foi selecionada por uma janela — “gate” (R1), através de graficos de densidade de
tamanho versus granulosidade celular. A Figura 3B ilustra a selecdo de células CD3"
em um grafico de densidade de granulosidade versus fluorescéncia 3 (CD3-Per-CP).
Posteriormente, dentro dessa populacdo celular foi selecionada a subpopulacdo de
células NK por meio da positividade para os marcadores CD16 e CD56 (Figura 3C) em
um gréfico de densidade de CD16-APC versus CD56-FITC. Em seguida, foram
construidos gréaficos de densidade de granulosidade versus NKp46-PE (Figura 3D) A
fracdo celular selecionada no quadrante Q1 representa o valor percentual de células NK

qgue expressam o marcador.
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Figura 3: Analise de células NK do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica cronica da esquistossomose por citometria de fluxo. (A) representa o perfil
celular da populagao de linfocitos (LINF), selecionada no “gate” R1 em grafico de
densidade de tamanho (Forward Scatter — FSC) versus granulosidade (Side Scatter —
SSC). (B) representa o perfil celular da populacédo de células CD3", dentro da populacdo
de Linfocitos em um grafico de densidade de granulosidade versus fluorescéncia 3
(CD3-Per-CP ). (C) representa o perfil celular da populacdo de células CD3’, dentro da
populacdo de células NK em um grafico de densidade de fluorescéncia 1 (CD56-FITC)
versus fluorescéncia 4 (CD16-APC). (D) representa o perfil de anélise da populagédo de
células NK para o marcador de superficie NKp46 no quadrante (Q1) em um gréafico de

granulosidade versus fluorescéncia 2 (NKp46-PE).
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4.11 Aquisicao e analise ex vivo do fenotipo celular de Linfocitos B do sangue

periférico por citometria de fluxo

A identificacdo da populacdo de linfécitos B e a determinacdo do valor
percentual de marcadores de superficie presentes nesta populacdo celular foram
realizadas através do software FlowJo. A Figura 4 representa de forma esquematica, o
método utilizado para analise desses resultados. A primeira estratégia (Figura 4A)
consistiu na identificacdo da populacdo de linfocitos. A populacdo de linfocitos foi
selecionada por uma janela — “gate” (R1), através de graficos de densidade de tamanho
versus granulosidade celular. A Figura 4B ilustra a selecdo da populacédo de linfocitos
B através de histograma de fluorescéncia 3 (CD19-PerCP) versus nimero de eventos. A
Figura 4C ilustra a intensidade meédia de fluorescéncia para 0 marcador de superficie
CD23 dentro da populacdo de linfocitos B em histograma de fluorescéncia 2 (CD23-PE)

versus numero de eventos.
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Figura 4: Anélise de linfdcitos B do sangue periférico de pacientes portadores da forma

clinica cronica da esquistossomose por citometria de fluxo. (A) representa o perfil

celular da populacdo de linfocitos (LINF), selecionada no “gate” R1 em grafico de

densidade de tamanho (Forward Scatter — FSC) versus granulosidade (Side Scatter —

SSC). (B) representa o perfil celular da populacdo de células CD19", dentro da

populacdo de linfocitos em histograma de fluorescéncia 3 (CD19-PerCP) versus nimero

de eventos. (C) representa a intensidade meédia de fluorescéncia para o marcador de

superficie CD23, dentro da populacio de linfécitos CD19" em histograma de

Fluorescéncia 2 (CD23-PE) versus nimero de eventos.
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4.12 Aquisicdo e analise ex vivo do fendtipo celular de Mondcitos

CD14"CD54" do sangue periférico por citometria de fluxo

A identificacdo da populacdo de mondcitos e a determinacéo do valor percentual
de marcadores de superficie presentes nesta populacédo celular foram realizadas através
do software FlowJo. A Figura 5 representa de forma esquematica, o0 método utilizado
para analise desses resultados. A primeira estratégia (Figura 5A) consistiu na
identificacdo da populacdo de mondcitos. A populacdo de mondcitos (MON) foi
selecionada por uma janela — “gate” (R1), através de graficos de densidade de
fluorescéncia 1 (CD14-FITC) versus granulosidade celular. A Figura 5B ilustra a
intensidade média de fluorescéncia, dentro da populacdo de mondcitos, para 0 marcador
de superficie CD54 em histograma de fluorescéncia 2 (CD54-PE) versus nimero de

eventos.
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Figura 5: Andlise de mondcitos do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica crénica da esquistossomose por citometria de fluxo. (A) Representa o perfil
celular da populagdo de mondcitos (MON), selecionada no “gate” R1 em grafico de
fluorescéncia 1 (CD14- FITC) versus granulosidade. (B) representa a intensidade média
de fluorescéncia para 0 marcador de superficie CD54 em histograma de fluorescéncia 2

(CD54-PE) versus numero de eventos.
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4.13 Deteccdo de citocinas intracelulares em mondcitos e linfécitos T do
sangue periférico de individuos do grupo controle e pacientes portadores da fase

cronica da infecgéo pelo S. mansoni

Aliquotas de 1,5 mL do sangue periférico dos individuos avaliados, coletado a
vacuo em tubos de 10 mL contendo Heparina sodica (Vacutainer — BD, E.U.A.), foram
adicionadas a tubos de polipropileno de 5 mL (Falcon — BD, E.U.A.), contendo 500 uL
de RPMI-1640 (GIBCO, E.U.A.). Em seguida, as amostras foram incubadas por doze
horas em estufa de CO, com 5% de umidade a 37°C na presenca ou auséncia de
estimulacdo antigeno-especifica,em uma concentracdo de 0,644 upg/mL para Sm22.6,
0,171 pug/mL para Sm29, 25 ug/mL para SEA e 25 ug/mL SWAP. Quatro horas antes
do término da incubacdo, foi acrescentado 10 pL de brefeldina (Img/mL) numa
concentracdo final de 10 ug/mL. Apés a incubacdo, aliquotas do sobrenadante das
culturas foram armazenadas em microtubos estéreis a -70°C para posterior dosagem de
citocinas. Em seguida, a suspensdo celular foram adicionados 100 uL. de EDTA
(SIGMA, E.U.A) 20 mM, obtidos de uma solucdo estoque de 200 mM. Os tubos
contendo as amostras foram incubados por 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram centrifugadas a 400g, por 10 min a 18°C. Em seguida,
foram lavadas com 4 mL de PBS-W (PBS 0,15M, pH 7,4 contendo 0,5% de albumina
bovina sérica - BSA e 0,1% de azida sodica - reagentes SIGMA, E.U.A.). Quatrocentos
microlitros das células foram adicionados a 5 pL dos anticorpos de superficie (CD4,
CD8 e CD14) marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC). As amostras foram
incubadas durante 30 min. Posteriormente, as amostras de sangue foram lisadas com 4
mL de solucdo de lise comercial (FLS — BD, E.U.A.) por 10 min a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz. Em seguida, as suspensdes celulares foram centrifugadas a
400g, por 10 min a 18°C, quando novamente foram lavadas com 0,5 mL de PBS-W e
permeabilizadas com 6 mL PBS-P (PBS 0,15M, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1%
de azida sddica e 0,5% de saponina - reagentes SIGMA, E.U.A.) por 10 min a
temperatura ambiente. As suspensdes celulares foram centrifugadas a 400g, por 10 min
a 18°C e lavadas com PBS-W. Em seguida, 50 pL da suspensdo celular foram
adicionados em pocos de placas de 96 pocos de fundo em U (Falcon - BD, E.U.A)),
contendo 20 pL dos anticorpos anti-citocinas (IL-1a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12, IL-17, IFN-y e TNF-a) marcados com ficoeritrina (PE). Este anticorpo foi diluido
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previamente em 1:50 em PBS-P. Apo0s realizacdo desse procedimento, as amostras
foram incubadas durante 30 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Todo o
protocolo foi realizado em condicGes estéreis, em capela de fluxo laminar (BBL,
modelo 60474, E.U.A). Apos a incubacao, as células foram primeiramente lavadas com
150 uL de PBS-P e, em seguida, com 200 uL. de PBS-W. No final, foram adicionados
200 pL de solugdo fixadora contendo MFF. As amostras foram transferidas para tubos
de 500 puL (Thomas Laboratory Specialities, E.U.A) e, posteriormente, adquiridas em
citbmetro de fluxo (FACScan — BD, E.U.A), analisando-se pelo menos 30.000

eventos/amostra.
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4.14 Aquisicao e analise dos dados de citocinas intracelulares em mondcitos e

linfocitos T do sangue periférico

A identificacdo da populacdo celular de interesse e a determinacdo do valor
percentual de citocinas foram realizadas atraves do software FlowJo. As Figuras 6 e 7
representam de forma esquematica o método utilizado para a anélise desses resultados.

O primeiro passo (Figuras 6A e 7A) consistiu na identificacdo das populagdes
de mondcitos (MON) e Linfocitos (LINF), respectivamente. A populacdo de mondcitos
foi selecionada por meio do grafico de densidade de fluorescencia 1 (CD14-FITC -
células com granulosidade intermediéria e fortemente positivas para 0 marcador) versus
de granulosidade celular. J& a populacéo de linfocitos foi selecionada por uma janela —
“gate” (R1), através de graficos de densidade de tamanho celular (Forward Scatter —
FSC) versus granulosidade (Side Scatter — SSC) celular. A Figura 7B ilustra, dentro de
cada populacdo de mondcitos foi selecionado uma janela -“gate” em que foi detectada a
porcentagem de células CD14" expressando a respectiva citocina, como mostra a
Figura 6B. Dentro da populacdo de linfdcitos, a selecdo das subpopulacbes de
linfocitos T CD4" (CD4-CyC) e linfécitos T CD8" (CD8-FITC). Dentro de cada
populacéo de linfdcitos selecionada foi detectada a porcentagem de células CD4*/CD8"
expressando a respectiva citocina de interesse, tendo como exemplo a IL-4, como

mostra a Figura 7C.
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Figura 6: Analise de mondcitos do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica cronica da esquistossomose por citometria de fluxo, ap6s estimulagéo in vitro.
(A) representa o perfil celular da populacdo de mondcitos (MON), selecionada no
“gate” R1 em grafico de densidade de fluorescéncia 1 (CD14- FITC) versus
granulosidade celular. (B) representa o perfil de analise da populacdo de mondcitos
positivos pra IL-4 em gréafico de densidade de fluorescéncia 1 (CD14-FITC) versus
fluorescéncia 2 (IL-4-PE).
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Figura 7: Andlise de linfécitos do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica cronica da esquistossomose por citometria de fluxo, ap6s estimulagéo in vitro.
(A) representa o perfil celular da populag@o de linfocitos (LINF), selecionada no “gate”
R1 em gréfico de tamanho versus granulosidade. (B) representa a distin¢do, dentro da
populagdo de linfécitos, entre células T CD8" e células T CD4" em um gréfico de
fluorescéncia 1 (CD8-FITC) versus Fluorescéncia 3 (CD4-CyC). (C) Representa o
perfil de analise da populacéo de linfocitos T CD4+ para a citocina IL-4 em um grafico
de Fluorescéncia 2 (IL-4-PE) versus Fluorescéncia 3 (CD4-CyC).
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4.15 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc, San Diego, USA), onde foram consideradas as
varidveis de independéncia, normalidade e variancia para definicdo dos dados. Para a
anélise comparativa entre dois grupos foi empregado o teste Mann-Whitney. Para a
andlise comparativa entre varios grupos foi empregado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo pos-teste de Dunns. Em todos os casos, intervalo de confianga foi definido
como 95% e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para um

valor de p< 0,05.
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5 RESULTADOS
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5.1 Avaliacdo do perfil hematoldgico de pacientes portadores da fase cronica

da esquistossomose

O hemograma foi realizado em amostras do sangue periférico de individuos
residentes em area endémica com exame de fezes negativo para ovos (CA) e individuos
infectados (INF) portadores da fase cronica com menos de 100 ovos por grama de fezes
(<100) e mais de 100 ovos por grama de fezes (>100).

A andlise da série vermelha ndo revelou diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos analisados na concentracdo de hemoglobina
(CA: 13,25 £ 1,3 g/dL; INF: 13,29 + 1,6 g/dL; <100: 13,3 £ 1,89 g/dL; >100: 13,27 £
1,26 g/dL) (Figura 8A), hematdcrito (CA: 41,6 + 4,4 g/dL; INF: 41,4 + 5,0 g/dL; <100:
41,3 + 5,9 g/dL; >100: 41,5 £ 4,0 g/dL) (Figura 8B), numero de hemacias (CA: 4,8 +
0,39 x10%/mm?®; INF: 4,8 + 0,52 x10%/mm?; <100: 4,8 + 0,57 x10%mm?; >100: 4,8 +
0,47 x10°/mm?) (Figura 8C), niimero de plaguetas (CA: 213 + 68 x10*/mm?; INF: 232
+ 53 x10*/mm?®; <100: 225 + 51 x10%/mm?; >100: 239 + 55 x10°/mm?®) (Figura 8D),
volume corpuscular médio (VCM) (CA: 86,4 £ 5,2 fL; INF: 86,13 + 6,0 fL; <100: 87,00
+ 6,7 fL; >100: 85,14 + 5,18 fL) (Figura 8E), hemoglobina corpuscular média (HCM)
(CA: 27,55 £ 1,8 pg; INF: 27,6 £ 2,1 pg; <100: 28,0 + 2,2 pg; >100: 27,1 + 1,9 pg)
(Figura 8F) e na concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (CA: 31,9
+ 1,3 g/dL; INF: 32,0 + 1,1 g/dL; <100: 32,1 + 0,86 g/dL; >100: 31,9 + 1,34 g/dL)
(Figura 8G).

A analise da série branca mostrou aumento estatisticamente significativo no
nimero de eosinéfilos dos grupos INF (236 + 140/mm?®) e >100 (284 + 184/mm?®) em
relacdo ao grupo CA (119 + 85/mm?®) (Figura 9C).

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na global de
leucécitos (CA: 5590 + 1897/mm?; INF: 5974 + 2100/mm?; <100: 5654 + 2103/mm?;
>100; 6323 + 2088/mm?) (Figura 9A), nimero de neutréfilos (CA: 2173 + 1115/mm?;
INF: 2632 + 1319/mm?®; <100: 2420 + 1344/mm?*; >100; 2863 + 1281/mm°) (Figura
9B), nlimero de monécitos (CA: 463 + 156/mm?®; INF: 487 + 174/mm?; <100: 475 +
178/mm?®; >100: 500 + 174/mm®) (Figura 9D) e nimero de linfécitos (CA: 2460 +
636/mm?; INF: 2395 + 537/mm?®; <100: 2358 + 581/mm? >100; 2457 + 612/mm?)
(Figura 9E).

De maneira geral, com base em valores de referéncia para analises

hematoldgicas utilizados atualmente na rotina laboratorial, deve-se ressaltar que os
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dados observados neste trabalho se enquadram nos valores de referéncia para individuos
adultos, ndo demonstrando alteracbes realmente significativas do ponto de vista

biologico.
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Figura 8: Analise do perfil hematoldgico, série vermelha e plaquetas, do sangue
periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas
parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) em
area endémica para esquistossomose. (A) concentracdo de hemoglobina em g/dL, (B)
percentual do hematécrito, (C) representa o nimero de heméacias x10° por mm?®, (D)
representa o nimero de plaguetas x10° por mm?®, (E) o volume corpuscular médio
(VCM) em fL, (F) a hemoglobina corpuscular média (HCM) em pg, (G) representa a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em g/dL. Os resultados estéo
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%,
50%-mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. Nado foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido
pelo pds-teste de Tukey Dunns entre 0s grupos.
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Figura 9: Analise do perfil hematologico, série branca, do sangue periférico de

individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias

distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) em éarea

endémica para esquistossomose. (A) Representa a global de leucdcitos, (B) a

subpopulacdo de neutréfilos, (C) a subpopulacao de eosindfilos, (D) a subpopulacdo de

mondcitos, (E) a subpopulacdo de linfécitos. Os resultados estdo expressos em formato

de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e

méaximo das populacGes avaliadas. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05

pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Tukey Dunns entre o grupo CA em

relacdo aos grupos INF e >100 estdo representadas por (*).
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5.2 Andlise ex vivo do percentual de células NK (CD3'CD16'CD56"),
mondcitos  (CD14%), linfécitos T  auxiliares (CD4") e linfocitos T
citotoxicos/supressores (CD8") do sangue periférico de pacientes portadores da fase

cronica da esquistossomose

Neste estudo foi analisado o percentual de células da imunidade inata (NK e
mondcitos) e da imunidade adaptativa (linfocitos T CD4™ e T CD8") no sangue
periférico de pacientes portadores da esquistossomose mansonica, categorizados por
intensidade de infeccdo distintas, com o objetivo de avaliar a participacao dessas células
na fase cronica da infecgdo pelo S. mansoni e a influéncia da carga nesse contexto.

A andlise dos resultados mostrou aumento estatisticamente significativo
(p<0,05) no percentual de monocitos CD14" do grupo INF (4,46% + 0,94 de células) e
<100 (4,6% = 1,1 de células) em relacdo ao grupo CT (3,15% * 1,2 de células) como
mostra a Figura 10B.

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas no percentual
de células NK dentro da populacéo de células CD3™ (CT: 31,17% % 9,4 de células; CA:
40,4% + 9,46 de células; INF: 37,23% =+ 8,77 de células; <100: 36,09% + 8,03 de
células; >100: 38,11% =* 9,33 de células) (Figura 10A), linfécitos T CD4" (CT: 34,03%
+ 5,21 de células; CA: 37,58% + 5.76 de células; INF: 37,14% + 7,24 de células; <100:
34,99% + 7,54 de células; >100: 38,10% = 6,80 de células) (Figura 11A) e linfécitos T
CD8" entre os grupos (CT: 24,35% + 6,55 de células; CA: 22,86% + 8,03 de células;
INF: 20,38% % 5,13 de células; <100: 22,17% =+ 4,85 de células; >100: 18,73% + 4,64
de células) (Figura 11B)
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Figura 10: Analise de células NK (CD3'CD16'CD56") dentro das células CD3™ (A) e
de mondcitos (CD14%) (B) do sangue periférico de individuos infectados pelo S.
mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de
individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em éreas endémicas para
esquistossomose. Os resultados estdo expressos em percentual de células positivas para
0 marcador celular, sendo apresentados em graficos de boxes que destacam os valores
minimos, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Tukey

Dunns entre o grupo CT em relacdo aos grupos INF e <100 estdo representadas por (*).
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Figura 11: Andlise de linfocitos T CD4" (A) e linfécitos T CD8" (B) do sangue
periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas
parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) ou
ndo (CT) em &reas endémicas para esquistossomose. Os resultados estdo expressos em
percentual de células positivas para o0 marcador celular, sendo apresentados em graficos
de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. N&o
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) pelo teste

Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Tukey Dunns entre os grupos avaliados.
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5.3 Andlise ex vivo do percentual de células NK (CD3'CD16'CD56"),
expressando receptores de ativacdo NKp46 e NKp80, no sangue periférico de
pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose

Em relacdo a atividade das células NK, Freud et al. (2006) demonstraram que a
expressdo dos marcadores CD16°CD56" esta aumentada em células de estagio avangado
de maturagdo com capacidade produtora de citocinas e elevada citotoxicidade. Os
receptores NKp46 e NKp80 contribuem para a lise de células infectadas e estdo
expressos tanto em células jovens quanto em células ativadas, ndo sendo expresso em
linfocitos T e B (Vankayalapati et al., 2002). O aumento destes receptores induz
elevacdo dos niveis de célcio no meio intracelular, levando a produgdo de citocinas
(Mallevaey et al., 2006). Dessa forma, a analise do percentual das células NK com esse
perfil presentes no sangue periférico de pacientes em fase cronica, foi realizada com o
intuito de se avaliar o papel da imunidade inata neste contexto.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) no
percentual de células NK (CD3'CD16"CD56") expressando o receptor NKp46 entre os
grupos avaliados (CT: 87,4% + 13,0 de células; CA: 77,99% * 15,58 de células; INF:
78,29% + 11,96 de células; <100: 78,4% + 13,4 de células; >100: 75,8% +15,58 de
células) (Figura 12A). Também ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) no percentual de células NK (CD3'CD16'CD56") expressando o
receptor NKp80 entre os grupos avaliados (CT: 89,9% =+ 8,8 de células; CA: 86,29% =+
17,58 de células; INF: 84,62% + 18,54 de células; <100: 92,5% + 8,4 de células; >100:
78,74% + 21,78 de células) (Figura 12B).
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Figura 12: Percentual de Celllas NK (CD3'CD16'CD56") expressando os receptores
NKp46 (A) e NKp80 (B) no sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni
(INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do
grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em areas endémicas para esquistossomose.
Os resultados estdo expressos em percentual de células positivas para o marcador
celular, sendo apresentados em graficos de boxes que destacam os valores minimo,
25%, 50%-mediana, 75% e méaximo. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Tukey

Dunns entre 0s grupos.
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5.4 Andlise ex vivo da expressdo de TLR2 (Toll-like receptor) (CD282") por
intensidade média de fluorescéncia (IMF) em mondcitos (CD14%), células NK (CD3’
CD16°CD56%), células dendriticas (Lin"HLA-DR*CD11c"), linfécitos T auxiliares
(CD4") e linfocitos T citotoxicos/supressores (CD8") presentes no sangue periférico

de pacientes portadores da fase crénica da esquistossomose

Receptores do tipo toll sdo moléculas que reconhecem antigenos compartilhados
entre varios patogenos, desempenhando papel fundamental na resposta imune inata de
vertebrados e invertebrados. Dentre os varios tipos de receptor do tipo toll, encontramos
0o TLR2, que reconhece antigenos lipoprotéicos e glicolipidicos presentes em uma
variedade de microrganismos, incluindo helmintos. Com o intuito de se avaliar a
expressao desses receptores em células do sistema imune, a intensidade média de
fluorescéncia (IMF) foi mensurada por citometria de fluxo.

Ao se avaliar a populacio de mondcitos (CD14") observou-se um aumento da
IMF nos grupos CA (2966 + 722), INF (2760 + 615), <100 (2787 + 720) e >100 (2756
+ 550) em relacdo ao grupo CT (218 + 34) como mostra a Figura 13A.

Quando se avaliou as Células NK (CD3'CD16"CD56") ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) na IMF entre os grupos analisados
(CT:51+1,6; CA:50%0,9; INF: 54 + 1,6; <100: 5,1 + 1,3; >100: 5,5 + 1,8) como
mostra a Figura 13B.

Nédo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) na
IMF de células dendriticas (Lin HLA-DR*CD11c") expressando o receptor do tipo Toll-
2 entre os grupos analisados (CT: 43,8 + 37,4; CA: 35,4 + 16,8; INF: 45,4 + 22,2; <100:
41,6 £19,9; >100: 48 + 23,9) como mostra a Figura 13C.

Ndo foram também encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) na IMF nos linfocitos T CD4" entre os grupos analisados (CT: 5,8 + 1,7; CA:
4,3+14;INF:54+15;<100:4,5+1,2; >100: 5,9 £ 1,5) como mostra a Figura 13D.

De forma interessante, em relacio aos linfocitos T CD8", foi verificado aumento
estatisticamente significativo na IMF nos grupos INF (166 + 85), <100 (192 +110) e
>100 (138 + 60) em relacdo ao grupo CT (23 £ 34) como mostra a Figura 13E.
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Figura 13: Expresséo do receptor toll-2 (CD282%) em mondcitos (CD14") (A), células
NK (CD3'CD16"CD56") (B), células dendriticas (Lin HLA-DR*CD11c") (C), linfocitos
T CD4" (D) e linfocitos T CD8" (E) do sangue periférico de individuos infectados pelo

S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de

individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em éreas endémicas para

esquistossomose. Os resultados estdo expressos em intensidade média de fluorescéncia

para o marcador celular nas populac@es celulares, sendo apresentados em graficos de

boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido

pelo pds-teste de Tukey Dunns entre o grupo CT em relagdo aos grupos CA, INF, <100

e >100 estdo representadas por (*).
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5.5 Andlise ex vivo da expressdo de moléculas co-estimuladoras CD80" e
CD86" por intensidade média de fluorescéncia (IMF) em mondcitos (CD14") e
linfocitos B (CD19") presentes no sangue periférico de pacientes portadores da fase

cronica da esquistossomose

As moléculas CD80 e CD86 sdo proteinas de superficie encontradas em células
B ativadas e mondcitos que fornecem um sinal co-estimulador necessério para ativagdo
e sobrevivéncia de células T (Lanier et al., 1995). Essas moléculas se ligam as proteinas
CD28 e CTLA-4 presentes nos linfocitos T desencadeando um importante papel na
imunomodulagdo da resposta imune (Vasu et al., 2003). A fim de verificar essa
expressdo, foram mensuradas as intensidades medias de fluorescéncias destas duas
moléculas em monacitos e linfécitos B por meio de citometria de fluxo.

Para a populacdo de mondcitos (CD14") houve um aumento na IMF do CD80*
nos grupos CA (34 £ 12,5), INF (27,5 £ 6,5) e >100 (28,9 £ 7,4) em relagéo ao grupo
CT (14,6 £ 5,7). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) em relacdo ao grupo <100 (25,9 + 5,6) (Figura 14A).

Ainda em relacdo a populacdo de mondcitos (CD14"), houve um aumento da
IMF do CD86" nos grupos CA (398 + 129), INF (527 + 133), <100 (555 * 142) e >100
(504 + 126) em relagdo ao grupo CT (42 + 16) (Figura 14B). Além disso, houve
aumento da IMF nos grupos INF (527 £ 133) e <100 (555 * 142) em relacdo ao grupo
CA (398 £ 129) (Figura 14B).

Foi encontrado um aumento da IMF do CD80" nos linfocitos B (CD19%) do
grupo <100 (11,6 £ 4,2) em relagdo ao grupo CT (6,3 = 1,6) enquanto nos demais
grupos ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) (CA:
10,6 + 4,0; INF: 9,9 £ 0,6; >100: 8,7 + 2,8) (Figura 15A).

Em relagdo a IMF do CD86" em linfocitos B (CD19%), foi encontrado um
aumento nos grupos CA (14,1 + 6,1) e <100 (13,2 + 2,7) em relagdo ao grupo CT (6,4 +
2,3) (Figura 15B). Nos demais grupos ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) (INF: 11,8 £ 3,7; >100: 11,01 + 3,09).

90



bOA CcD80* B CD86"

<

S 60 % 1000~

<8 * *

17 * *

g 800- a a *

S *

[ 404

2z 6004

S

g 400

2 4

8

o 2004

o

o]

E O T T T T T 0'_I'=== T T T T

| CT CA INF <100 >100 CT CA INF <100 >100
INF INF

Figura 14: Expressdo dos receptores CD80" (A) e CD86" (B) em mondcitos (CD14") do
sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitérias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes
(CA) ou ndo (CT) em éareas endémicas para esquistossomose. Os resultados estdo
expressos em intensidade média de fluorescéncia para o marcador celular, sendo
apresentados em graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre o
grupo CT em relacdo aos grupos CA, INF, <100 e >100 estdo representadas por (*). As
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05 pelo teste Kruskal-Wallis, seguido
pelo pds-teste de Tukey Dunns entre o grupo CA em relagdo aos grupos INF e <100

estdo representadas pela letra a.
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Figura 15: Expressdo dos receptores CD80" (A) e CD86" (B) em linfécitos B (CD19%)
do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitérias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes
(CA) ou ndo (CT) em éareas endémicas para esquistossomose. Os resultados estdo
expressos em intensidade média de fluorescéncia para o marcador celular, sendo
apresentados em graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) pelo
teste Kruskal-Wallis, seguido pelo po6s-teste de Tukey Dunns entre o grupo CT em

relacdo CA e <100 estdo representadas por (*).
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5.6 Analise ex vivo da expressdo de moléculas de adeséo e ativacao celulares
por intensidade média de fluorescéncia (IMF) em mondcitos CD14" presentes no
sangue periférico de pacientes portadores da fase crénica da esquistossomose

Com o intuito de se avaliar o perfil imunofenotipico dos mondcitos CD14" do
sangue periférico dos pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose foi
realizada uma analise ex vivo de moléculas de adesdo e ativacao celulares, avaliando-se
a intensidade média de fluorescéncia destes marcadores (Figura 16).

A andlise da molécula de adesdo CD54" mostrou um aumento, estatisticamente
significativo (p<0,05), na IMF nos grupos CA (443,2 £ 162,8), INF (496,4 £ 155,5)
<100 (530,5 + 142,1) e >100 (473,1 + 163,5) em relacdo ao grupo CT (68,3 + 5,5)
(Figura 16A).

Em relacdo & molécula de ativacdo celular HLA-DR" foi encontrada um
aumento, estatisticamente significativo (p<0,05), no grupo >100 (704,5 £ 299,4) em
relagcdo ao grupo CA (303,8 + 198,1) (Figura 16B). Em relagdo aos outros grupos, ndo
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (INF: 565,3 + 317,5; <100:
287,0 £ 68,15).
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Figura 16: Expressdo da molécula de adesdo CD54 (A) e ativacdo HLA-DR (B) em
mondcitos CD14" do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle residentes (CA) ou ndo (CT) em areas endémicas para esquistossomose. Os
resultados estdo expressos em intensidade média de fluorescéncia para o marcador
celular, sendo apresentados em graficos de boxes que destacam os valores minimo,
25%, 50%-mediana, 75% e méaximo. As diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Tukey Dunns entre o
grupo CT e os grupos CA, INF, <100 e >100 estdo representadas por (*). A diferenca

entre o grupo CA e o grupo >100 esta representada pela letra a.
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5.7 Analise ex vivo da expressdo de moléculas de adesdo celular por
intensidade média de fluorescéncia (IMF) em linfocitos T CD4" presentes no sangue
periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose

Com o intuito de avaliar o perfil imunofenotipico dos linfécitos TCD4" do
sangue periférico dos pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose, avaliou-
se a intensidade média de fluorescéncia dos marcadores CD62L e CD18 (Figura 17).

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
0s grupos, quando se analisou a IMF da molécula de adesio CD62L" (CT: 47,9 + 19,6;
CA: 52,4 £ 26,6; INF: 53,4 £ 24,6; <100: 69,6 + 45,5; >100: 53,7 + 23,2 - Figura 17A).

Em relagdo a analise da molécula de adesio CD18" verifico-se aumento
estatisticamente significativo (p<0,05), na intensidade média de fluorescéncia dos
grupos CA (117 £ 30) e <100 (123 * 43/MFI) em relacdo ao grupo CT (45,5 £ 15,5).
Também houve um aumento no grupo <100 (123 £ 43) em relagdo aos grupos >100
(72,5 £ 35) e CA (45,5 £ 15,5) como mostra a Figura 17B.
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Figura 17: Expressdo das moléculas de adesdo CD62L (A) e CD18 (B) em linfdcitos
TCD4" do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle residentes (CA) ou ndo (CT) em areas endémicas para esquistossomose. Os
resultados estdo expressos em intensidade media de fluorescéncia para o marcador
celular, sendo apresentados em graficos de boxes que destacam os valores minimo,
25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Tukey Dunns entre o
grupo CT e os grupos CA e <100 estdo representadas por (*). A diferenca entre o grupo
CA e o grupo <100 esta representada pela letra a, a diferenca entre os grupos <100 e >

100 esta representadas pela letra c.
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5.8 Analise ex vivo da expressdo de moléculas de adesdo celular por
intensidade média de fluorescéncia (IMF) em linfocitos T CD8" presentes no sangue

periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose

De forma semelhante a analise realizada para linfocitos T CD4", realizou-se uma
analise ex vivo de moléculas de adesdo celular em linfécitos T CD8" do sangue
periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose, avaliando-se a
intensidade média de fluorescéncia destes marcadores (Figura 18).

A andlise da molécula de adesio CD54" mostrou aumento na IMF nos grupos
CA (40,2 £5,7), INF (30,4 + 8,4) e <100 (34,7 = 7,2) em relacéo ao grupo CT (15,6 =
4,6). Também foi observada uma reducdo nos grupos INF (30,4 £ 8,4) e >100 (27,8 £
8,8) em relacéo ao grupo CA (40,2 £ 5,7) como mostra a Figura 18A.

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) entre
0s grupos quando foi analisada a IMF da molécula de adesdo CD62L" (CT 35,4 + 18,9;
CA: 43,4 £17,5; INF: 41,8 £ 19,5; <100: 41,5 £ 22,4; >100: 42,2 + 17,5 - Figura 18B).

Em relagdo & analise da molécula de adesio CD18" foi verificado aumento na
IMF nos grupos CA (193 + 48) e <100 (196 £ 54) em relacdo ao grupo CT (75,3 + 1).
Também houve um aumento da intensidade média de fluorescéncia no grupo <100 (196
* 54) em relagéo aos grupos >100 (133 £ 63) (Figura 18C).
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Figura 18: Expressdo das moléculas de adesdo CD54 (A), CD62L (B) e CD18 (C) em
linfocitos TCD8™ do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle residentes (CA) ou ndo (CT) em éareas endémicas para esquistossomose. Os
resultados estdo expressos em intensidade média de fluorescéncia para o marcador
celular, sendo apresentados em gréaficos de boxes que destacam o0s valores minimo,
25%, 50%-mediana, 75% e maximo. Para a molécula CD54, as diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-
teste de Tukey Dunns entre o grupo CA em relacdo aos grupos INF e >100 estdo
representadas pela letra a. As diferencas entre o grupo CT e os grupos CA, INF e <100
estdo representadas por (*). Para a molécula CD18, as diferencas estatisticamente
significativas entre o grupo CT e os grupos CA e <100 estdo representadas por (*); a

diferenca entre o grupo <100 e > 100 esta representada pela letra c.
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5.9 Analise ex vivo da expressdo de moléculas reguladoras por intensidade
média de fluorescéncia (IMF) em linfécitos B (CD19"CD62L") presentes no sangue
periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose

Ainda em relacdo aos linfécitos B, foram analisadas as IMF das moléculas
reguladoras CD5 e CD1d por meio de citometria de fluxo (FIGURA 19).

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
0s grupos quando se analisou a IMF da molécula reguladora CD1d" (CA: 8,4 + 3,7;
INF: 10 + 4,7; <100: 9,4 £+ 4,4; >100: 10,4 + 5,1 - Figura 19A).

Também ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes
(p<0,05) entre os grupos quando se analisou a IMF da molécula reguladora CD5" (CA:
11,4 +5,2; INF: 11,5 £ 5,2; <100: 13,9 £ 6,6; >100: 12,7 + 6,2 - Figura 19B).
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Figura 19: Expressao das moléculas reguladoras CD1d (A) e CD5 (B) em linfocitos B
(CD19°CD62L") do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle residentes em areas endémicas (CA) para esquistossomose. Os resultados
estdo expressos em intensidade média de fluorescéncia para o marcador celular, sendo
apresentados em graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo. N&o foram encontradas diferencas -estatisticamente
significativas (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Tukey

Dunns entre 0s grupos.
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5.10 Analise ex vivo da expressdo de moléculas reguladoras por intensidade
média de fluorescéncia (IMF) em linfécitos B (CD19°CD40") presentes no sangue
periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose.

As moléculas de ativagdo CD1d" e CD5" foram reavaliadas por IMF em
linfocitos B expressando o marcador CD40*, que estd presente ao longo do
desenvolvimento e relacionado a sobrevivéncia e diferenciacéo das células B (Yanaba et
al., 2008) (FIGURA 20).

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
os grupos quando se analisou a IMF da molécula reguladora CD1d" (CA: 12,1 + 5,4;
INF: 9,3 £+ 3,0; <100: 8,7 + 3,0; >100: 9,8 £+ 3,0 - Figura 20A).

Também ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os grupos quando se analisou a IMF da molécula reguladora CD5" (CA:
16,5 + 8,6; INF: 11,6 + 4,1; <100: 10,7 £ 4,0; >100: 12,5 =+ 4,1 - Figura 20B).
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Figura 20: Expressao das moléculas reguladoras CD1d (A) e CD5 (B) em linfocitos B
(CD19°CD40") do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle residentes (CA) em areas endémicas para esquistossomose. Os resultados estdo
expressos em intensidade média de fluorescéncia para o marcador celular, sendo
apresentados em graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo. N&o foram encontradas diferencas -estatisticamente
significativas (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Tukey

Dunns entre 0s grupos.
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5.11 Analise ex vivo da expressdo das moléculas reguladoras por intensidade
média de fluorescéncia (IMF) em linfécitos B (CD19°CD43") presentes no sangue

periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose

Foram analisadas as intensidades médias de fluorescéncia das moléculas
reguladoras CD5" e CD86" em linfécitos B (CD197CD43") por meio de citometria de
fluxo (FIGURA 21). O CDA43 esté presente nos estagios finais de maturacéo de células
B com grande capacidade de resposta a antigenos de natureza lipopolissacaridica (Wells
etal., 1994)

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
0s grupos, quando analisou-se a IMF da molécula CD5" (CA: 47,7 + 27,3; INF: 45,6 +
34,6; <100: 38,7 + 27,2; >100: 55,5 + 44,4 - Figura 21A).

Também ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os grupos, quando analisou-se a intensidade média de fluorescéncia da
molécula reguladora CD86" (CA: 48,5 + 33,7; INF: 36,4 + 23,8; <100: 45,9 + 24,0;
>100: 21, + 12,4 - Figura 21B).
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Figura 21: Expressdo das moléculas reguladoras CD5 (A) e CD86 (B) em linfocitos B
(CD19°CD43") do sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF),
categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e de individuos do grupo
controle residentes (CA) em areas endémicas para esquistossomose. Os resultados estdo
expressos em intensidade média de fluorescéncia para o marcador celular, sendo
apresentados em graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo. N&o foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05 pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s-teste de Tukey Dunns

entre 0S grupos.
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5.12 Principais diferencas encontradas entre os grupos na avaliacdo da

resposta imune celular ex vivo
As Figuras 22 a 24 mostram em diagramas 0 sumario das principais diferencas
encontradas entre 0s grupos na avaliacdo da resposta imune celular ex vivo.
MONOCITOS

Coestimulacao Adesao

Toll-2

CD80 |CD86

CcD54

CT X INF
CT X <100
CT x>100
CT XCA
<100 X =100
INF X <100
INF X>100
CA X INF
CA X <100

CA X >100 > ]

Figura 22: Principais alteragbes imunofenotipicas em mondcitos de individuos

infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100,
>100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em areas
endémicas para esquistossomose. Os quadrantes verdes escuro representam aumento
em relagdo ao grupo CT. O quadrante verde escuro com um asterisco representa

aumento em relacdo ao grupo CA.
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Figura 23: Principais alteracdes imunofenotipicas em linfocitos T CD4" e T CD8" de
individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias
distintas (<100, >100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT)
em areas endémicas para esquistossomose. Os quadrantes verdes escuro representam
aumento relagdo ao grupo CT. O quadrante verde claro representa redugdo do grupo
>100 em relagdo ao grupo <100. O quadrante verde escuro com um asterisco representa
aumento em relacdo ao grupo CA. Os quadrantes verdes claro com um asterisco

representam reducdo em relacdo ao grupo CA.
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Figura 24: Principais altera¢cbes imunofenotipicas em linfocitos B de individuos
infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias distintas (<100,
>100) e de individuos do grupo controle residentes (CA) ou ndo (CT) em é&reas
endémicas para esquistossomose. Os quadrantes verdes escuro representam aumento

relacdo ao grupo CT.
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5.13 Detecgdo de citocinas intracelulares em mondcitos (CD14") do sangue
periférico de pacientes portadores da fase crénica da esquistossomose e individuos do

grupo controle de area endémica, apds estimulacdo antigénica in vitro

A producéo in vitro das citocinas IL-1a, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TGF-p
e TNF-a por mondcitos (CD14") na auséncia (Meio) ou presenca de estimulagdo
antigeno-especifica com antigenos brutos do ovo (SEA), do verme adulto (SWAP) e
antigenos recombinantes (Sm22.6 e Sm29) em pacientes portadores da fase crénica da
esquistossomose categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100), e do
grupo controle de area endémica (CA), foi avaliada por meio de citometria de fluxo,
conforme descrito em Materiais e Métodos, sendo seus resultados expressos em
porcentagem de células sintetizando a citocina de interesse. E importante salientar que
as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os diferentes grupos,
considerando mesmo estimulo estdo representadas por letras e as diferencas dentro de
um mesmo grupo considerando estimulos diferentes estdo representadas por asteriscos.

A comparacédo entre grupos, apds estimulagdo com SEA, mostrou um aumento
da producdo de TGF-p por mondcitos nos grupos INF e >100 (INF: 2,1% + 0,18 de
células; >100: 2,9% + 0,62 de celulas) em relacdo ao grupo CA (CT: 2,7 + 0,15% de
células). Houve também uma diminui¢do na producdo de I1L-12 e IL-10 no grupo INF
(IL-12: 1,38% + 0,19 de células; 1L-10 1,3% + 0,16 de células) em relacdo ao grupo CA
(IL-12: 2,16% + 0,22 de células; IL-10: 2,4% + 0,37 de células), quando mondcitos
foram estimulados com Sm22.6 (Figura 25).

A comparacdo entre estimulos diferentes dentro de individuos de um mesmo
grupo mostrou, em relacdo ao grupo CA, que Sm22.6 induziu uma diminui¢cdo na
producdo de IL-1a nos mondcitos estimulados (0,28% +0,22 de células) em relacdo
aqueles ndo estimulados (Meio) (1,82% = 0,92 de células) e aumentou a producdo de
IL-12 (2,48% + 0,37 de células) em relacdo aqueles nao estimulados (Meio) (1,19% +
0,79 de células). Reducdes estatisticamente significativas na producdo de IL-la no
grupo INF estimulado com SEA (0,87% = 0,75 de células), Sm22.6 (0,70% + 0,65 de
células) e Sm29 (0,84% + 0,56 de células) também foram observadas, em relagdo ao
Meio (2,1% 0,73 de células). Houve ainda, dentro do grupo INF, diminuicdo na
producéo de IL-1o. em mon0citos estimulados com SEA (0,87% = 0,75 de células) e
Sm22.6 (0,70% +0,65 de células), em relagdo aqueles estimulados com SWAP (1,5% *

0,86 de células). Ao se avaliar individuos com cargas parasitarias distintas (<100,
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>100), em relacdo ao grupo <100, houve uma dimuicdo na producdo de IL-12 em
relacdo ao meio (1,19% + 0,79 de células), quando estimulado com Sm22.6 (2,4% + 1,2
de células). Além disso, ainda em relagdo ao grupo <100, houve também uma
diminuicdo da producéo de IL-1a, apds estimulo com SEA (1,08% = 0,85 de células) e
Sm22.6 (0,72% * 0,87 de células), em relacdo ao meio (2,28% + 0,93 de células).
Observou-se ainda uma maior produgdo de TGF-B no grupo >100, ap6s estimulo dos
monocitos com Sm22.6 (3,6% + 1,5 de células) em relacdo ao Meio (2,4% + 1,1 de
células) e Sm29 (2,2% £ 1,1 de células). Houve uma reducdo na producéo de I1L-12 no
grupo >100 (2,48% + 1,19 de células) estimulado com Sm22.6 em relagdo ao meio
(1,19% £ 0,79 de células). Observou-se uma diminuicéo na producao de IL-1a no grupo
>100 estimulado com SEA (0,70% = 0,65 de células), Sm22.6 (0,68% = 0,43 de células)
e Sm29 (0,73% =+ 0,55 de células) em relacdo ao Meio (1,94% + 0,47 de células). Os
resultados das demais citocinas (TNF-ca., IFN-y, IL-4 e IL-8) ndo foram estatisticamente

significativos (p<0,05).
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Figura 25: Perfil de citocinas de mondcitos CD14" presentes no sangue periférico de
individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias
distintas (<100, >100) e do grupo controle de area (CA) foram cultivados in vitro por 12
h na auséncia (Meio) e na presenca de estimulacdo antigénica (SEA, SWAP, Sm22.6 e
Sm29) e analisados em ensaios de imunofenotipagem celular para deteccdo de citocinas
intracelulares. Os resultados estdo expressos como média do percentual de células
positivas para as citocinas avaliadas (TNF-o, TGF-$, 1L-12, 1L-10, IL-6, IL-4, IFN-y,
IL-10) na populagdo de mondcitos, mais desvio padréo. As diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney entre os grupos INF e >100 em
relacdo ao grupo CA, dentro de um mesmo estimulo, sdo representadas pelas letras a.
As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney
existentes dentro de um mesmo grupo avaliado com estimulos diferentes em relagdo ao
SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29 estdo representados por (**, *** #x*x g ki)
respectivamente; apenas 1 asterisco (*) representa diferencas significativas em relacéo

ao cultivo na presenca de meio de cultura.
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5.14 Deteccdo de citocinas intracelulares em linfécitos T CD4" do sangue
periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomse e de individuos

do grupo controle de &rea endémica, apds estimulacdo antigénica in vitro

A produgéo in vitro das citocinas IL-4, IL-5, IL-8 IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y e
TNF-a. por Linfécitos T CD4" na auséncia (Meio) ou presenca de estimulagéo antigeno-
especifica com antigenos brutos do ovo (SEA), do verme adulto (SWAP) e antigenos
recombinantes (Sm22.6 e Sm29) em pacientes portadores da fase cronica da
esquistossomose categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100), e grupo
controle de area endémica (CA), foi avaliada por meio de citometria de fluxo, conforme
descrito em materiais e métodos, sendo seus resultados expressos em porcentagem de
células sintetizando a citocina de interesse. E importante salientar que as diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre grupos diferentes, considerando mesmo
estimulo estdo representadas por letras e as diferengas entre 0 mesmo grupo
considerando estimulos diferentes estdo representadas por asteriscos.

A comparacao entre grupos apés estimulacdo com SEA revelou um aumento na
producdo de IL-10 no grupo INF (1,15% =+ 0,72 de células) e >100 (1,37% + 0,76 de
células) em relacdo ao grupo CA (0,60% = 0,34 de células). A producdo de IL-5 ap6s
estimulacdo com Sm22.6 foi menor no grupo <100 (0,42% + 0,38 de células) em
relacdo aos grupos CA (1,40% + 0,78 de células) e >100 (1,39% = 0,74 de células). A
producdo de TNF-a ap0s estimulacdo com Sm22.6 diminuiu no grupo <100 (0,64% *
0,47 de células) em relacdo ao grupo >100 (1,41% + 1,03 de células) (Figura 26).

A comparagdo entre estimulos diferentes dentro de individuos de um mesmo
grupo mostrou aumento na producdo de IL-12 no grupo <100 estimulado com SEA
(1,18% = 0,74 de células) em relacdo ao grupo <100 estimulado com SWAP (0,51% =+
0,33 de células). A producdo de IL-5 foi maior no grupo >100 estimulado com SEA
(1,67% =+ 1,15 de células) em relacdo ao grupo >100 estimulado com Sm29 (0,64% =+
0,31 de celulas). A producdo de IFN-y no grupo INF estimulado com SEA foi maior
(1,27% £ 0,89 de celulas) em relacdo ao meio (0,67% = 0,48 de celulas) e ao estimulado
com Sm29 (0,50% =+ 0,48 de células). A producéo de IFN-y no grupo >100 estimulado
com SEA (1,37% = 0,95 de células) também foi maior em relacdo ao meio (0,51% =+
0,43de células). Os resultados das demais citocinas (IL-4, IL-6, IL-8 e IL-17) ndo foram

estatisticamente significativos (p<0,05).
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Figura 26: Perfil de citocinas de linfocitos T CD4" presentes no sangue periférico de
individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias
distintas (<100, >100) e do grupo controle de &rea endémica (CA) foram cultivados in
vitro por 12 h na auséncia (Meio) e na presenca de estimulagdo antigénica (SEA,
SWAP, Sm22.6 e Sm29) e analisados em ensaios de imunofenotipagem celular para
deteccdo de citocinas intracelulares. Os resultados sdo expressos como média do
percentual de células positivas para as citocinas avaliadas (IL-17 IL-12, IL-10, IL-8, IL-
5, IL-4, TNF-a, IFN-y) na populacdo de linfocitos, mais desvio padrdo. As diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney entre 0s grupos
avaliados dentro de um mesmo estimulo em relagdo ao grupo CA estdo representadas
pela letra (a), as diferencas entre grupos dentro de um mesmo estimulo, esta
representada pela letra (c) equivalente as diferencas encontradas entre <100 e >100,
respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) pelo teste de
Mann-Whitney existentes dentro de um mesmo grupo avaliado com estimulos diferentes
em relacdo ao SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29 estdo representados por (**, *** **** ¢
***%%) respectivamente; apenas 1 asterisco (*) representa diferengas significativas em

relacdo ao cultivo na presenca de meio de cultura.
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5.15 Deteccdo de citocinas intracelulares em linfécitos T CD8" do sangue
periférico de pacientes portadores da fase cronica da esquistossomose individuos do

grupo controle de area, apos estimulacdo antigénica in vitro

Semelhante & avaliacdo de citocinas em linfocitos T CD4", a sintese in vitro das
citocinas IL-4, IL-5, IL-8 IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y e TNF-a foi avaliada em
Linfocitos T CD8" na auséncia (Meio) ou presenca de estimulagdo antigeno-especifica
com antigenos brutos do ovo (SEA), do verme adulto (SWAP) e antigenos
recombinantes (Sm22.6 e Sm29) em pacientes portadores da fase cronica da
esquistossomose categorizados por cargas parasitarias distintas (<100, >100) e no grupo
controle de area endémica (CA), por meio de citometria de fluxo, conforme descrito em
Materiais e Métodos, sendo seus resultados expressos em porcentagem de células
sintetizando a citocina de interesse. E importante salientar que as diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre grupos diferentes, considerando mesmo
estimulo estdo representadas por letras e as diferencas entre 0 mesmo grupo
considerando estimulos diferentes estdo representadas por asteriscos (Figura 27).

A comparacao entre grupos apos estimulacdo com SEA mostrou um aumento na
producdo de TNF-a e IL-12 do grupo INF (TNF-a: 0,58% + 0,55 de células; IL-12:
0,56% = 0,39 de células) em relagdo ao grupo CA (TNF-o.: 0,14% + 0,13 de células; IL-
12: 0,54% + 0,52 de células). Apos estimulagdo com SWAP houve uma reducdo na
producdo de IL-5 no grupo INF (0,40% + 0,28 de células) em relacdo ao CA (0,70% +
0,43 de células). Houve um aumento na producdo de IL-8 no grupo <100 estimulado
com SEA (2,17% + 0,94 de células), SWAP (2,46% =* 0,90 de células) e Sm22.6 (3,14%
+ 2,37 de células) comparados aos grupos >100 estimulados com SEA (1,17% + 0,77 de
células), SWAP (1,46% = 0,64 de células) e Sm22.6 (1,44% = 0,89 de celulas)
respectivamente. Os resultados das demais citocinas (IL-4, IL-10, IL-17, IFN-y e TGF-

) ndo foram estatisticamente significativos (p<0,05).
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Figura 27: Perfil de citocinas de linfocitos T CD8" presentes no sangue periférico de

individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas parasitarias

distintas (<100, >100) e do grupo controle de area endémica (CA) foram cultivados in

vitro por 12 h na auséncia (Meio) e na presenca de estimulacdo antigénica (SEA,

SWAP, Sm22.6 e Sm29) e analisados em ensaios de imunofenotipagem celular para

deteccdo de citocinas intracelulares. Os resultados estdo expressos como média do

percentual de células positivas para as citocinas avaliadas (IL-17 1L-12, IL-10, IL-8, IL-

5, IL-4, TNF-a, IFN-y) na populacdo de linfécitos, mais desvio padrdo. As diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney entre 0s grupos

avaliados dentro de um mesmo estimulo em relagdo ao grupo CA estdo representadas

pela letra (a), as diferengas entre grupos dentro de um mesmo estimulo, s&o

representadas pelas letras (c e d) equivalentes as diferencas encontradas entre <100 e

>100, respectivamente.
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5.16 Principais alteracdes do perfil de citocinas intracelulares produzidas apés

estimulag&o in vitro

As Figuras 28 a 32 mostram diagramas com as principais diferencgas
encontradas para o perfil de citocinas intracelulares nos grupos do estudo apés

estimulacdo antigénica.

MONOCITOS

CAXINF ]
< CAX<100

®  CAX>100 I

<100 x>100

CAXINF
CA x <100
CAx>100
<100 x>100

SWAP

CAXINF
CA x <100
CAx>100
<100 x>100

Sm22.6

CAXINF
CA x <100
CA x>100
<100 x>100

Figura 28: Principais alteraces nas citocinas sintetizadas por mondcitos do sangue
periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas
parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) apbs estimulacao
antigénica especifica (SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29). Os quadrantes verdes escuro
representam aumento em relacdo ao grupo CA,; os quadrantes verdes claro representam
reducdo em relacdo ao CA. O diagrama foi organizado considerando-se grupos

diferentes sob mesmo estimulo.
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Figura 29: Principais alteracGes nas citocinas sintetizadas por mondcitos do sangue
periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por cargas
parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) apds estimulacao
antigénica especifica (SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29). Os quadrantes verdes escuro
representam aumento em relacdo ao meio; os quadrantes verdes claro representam
reducdo em relacdo ao meio. O quadrante verde escuro com um asterisco representa
aumento de IL-1a em relagdo ao SEA e Sm22.6 dentro do grupo INF; o quadrante
verde claro com um asterisco representa reducdo na producdo de TGF-p em relacéo a
estimulacdo com Sm22.6 dentro do grupo >100. O diagrama foi organizado

considerando-se grupos iguais sob estimulos diferentes.
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Figura 30: Principais alterages nas citocinas produzidas por linfocitos T CD4" do
sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) ap6s
estimulacgdo antigénica especifica (SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29). Os quadrantes verdes
escuro representam aumento em relacdo ao grupo CA; o quadrante verde claro
representa reducdo em relacdo ao CA. O diagrama foi organizado considerando-se

grupos diferentes sob mesmo estimulo.
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Figura 31: Principais alteragdes nas citocinas produzidas por linfocitos T CD4" do
sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) apds
estimulacdo antigénica especifica (SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29). Os quadrantes verdes
escuro representam aumento em relacdo ao meio; os quadrantes verdes claro com um
asterisco representam reducdo na producdo de IFN-y, IL-12 e IL-5 em relagdo a
estimulacdo com SEA dentro do grupo INF, <100 e >100, respectivamente. O diagrama
foi organizado considerando-se grupos iguais sob estimulos diferentes.
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Figura 32: Principais alteragbes nas citocinas produzidas por linfocitos T CD8" do
sangue periférico de individuos infectados pelo S. mansoni (INF), categorizados por
cargas parasitarias distintas (<100 e >100) e do grupo controle de area (CA) apds
estimulacgdo antigénica especifica (SEA, SWAP, Sm22.6 e Sm29). Os quadrantes verdes
escuro representam aumento em relacdo ao grupo CA; o quadrante verde claro
representa reducdo em relacdo ao grupo CA; o quadrante verde claro com um asterisco
representa reducdo na producdo de IL-8 no grupo >100 em relacdo ao grupo <100,
estimulados com SEA, SWAP e Sm22.6. O diagrama foi organizado considerando-se

grupos diferentes sob mesmo estimulo.
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5.17 Prinipais alterac6es celulares que conferem resisténcia e susceptibilidade

a infeccéo pelo S. mansoni

Apos a realizacdo do trabalho, foram verificadas as principais alteragcdes nas
subpopulacBes celulares que estariam envolvidas no processo de resisténcia e
susceptibilidade a infeccdo pelo S. mansoni conforme mostra a Figura 33.

Em individuos dos grupos CA e <100, a resisténcia estaria relacionada ao
aumento da sintese de IL-12 em mondcitos apos a estinulagdo com Sm22.6. A IL-12
levaria a um perfil de resposta Thl resultando na morte do esquistossomulo. Nos
individuos dos grupos INF e >100, a susceptibilidade estaria relacionada ao aumento da
sintese de TGF-B em mondcitos apos a estimulacdo com Sm22.6 e SEA. O TGF-$ por
sua vez estaria induzindo um aumento na sintese de IL-10 em linfécitos T CD4"
culminando em um perfil de resposta do tipo Th2 relacionado a sobrevivéncia do
esquistossdomulo.

Paralelamente a estes mecanismos, os individuos resitentes a infeccdo estariam
com um aumento na expressdao do CD86 em linfocitos B. Os linfécitos B, por sua vez,
seriam responsaveis por ativar os linfocitos T CD4" e T CD8*, com aumento na
expressdo de CD54 e CD18 e sintese de IL-8, resultando na morte do esquistossomulo

ou entdo na diminuicao da carga parasitaria.

120



| Mondocitos | | Linfocitos B | | Linfocitos T CD4* | | Linfocitos T CD8*

s 1P IL-12(Sm22.6) 1 CD86 4 CDI8 4 CDI18 e CD54
(&7

& A IL-8 (SEA, SWAP
= e Sm22.6)

]

a4

L

2 1 TGF-B (Sm22.6 ¢ SEA) A 1L-10 (SEA)

=

=

8

3

7]

Figura 33: Principais alteracdes nas populacbes de mondcitos, linfocitos T CD4+,
linfocitos T CD8+ e linfocitos B que conferem resiténcia e susceptibilidade a infeccdo
pelo S. mansoni. As setas azuis representam aumento da expressdao do CD86, CD18,
CD54 e sintese de IL-12 e IL-8 em individuos do grupo CA e <100 (resitentes a
infeccdo). As setas vermelhas indicam aumento na sintese de TGF-[1 e IL-10 em

individuos dos grupos INF e >100 (susceptiveis a infec¢do).
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A esquistossomose continua sendo uma das doengas parasitarias mais
prevalentes do mundo. Conhecida desde tempos antigos esta atras apenas da malaria no
que diz respeito ao numero de pessoas infectadas e em risco de infec¢do. De acordo com
estimativas, a doenca causa anualmente cerca de 1,7 milhdo de anos de vida de
incapacidade ajustados (DALYs) (Utzinger et al. 2004; WHO, 2010). Usando
notificagbes de casos de morte especificos, a OMS estima que 47.000 individuos
morram todos os anos vitimas da doenga (WHO, 2008).

Por ser uma doenca cronica insidiosa, € pouco reconhecida nos estagios iniciais
0 que a torna uma ameaga ao desenvolvimento, uma vez que acomete homens e
mulheres durante suas idades mais produtivas. A doenca esta relacionada a agricultura e
ao contato com colecdes hidricas. Considerada uma doenca negligenciada, acomete
principalmente individuos pobres que ndo possuem acesso ao saneamento ou a medidas
preventivas efetivas (Engels et al., 2002).

A expansdo da cobertura dos servicos da salde e a incorporacdo de novas
tecnologias de diagndstico vém permitindo a identificacdo dos velhos e novos quadros
sindrdmicos da doenca. No entanto, toda a expansdo tecnoldgica ndo foi suficiente para
conter o crescimento espacial da doenca no Brasil, apesar da reducdo das taxas de
mortalidade e prevaléncia, dados frequentemente subestimados pela subnotificacdo
(Bernardini et al., 1981; Carvalho et al., 1998).

A atual representacdo da esquistossomose no Brasil mostra que a endemia
perdeu seu carater eminentemente rural, ocorrendo, cada vez mais, em centros urbanos
dos diversos estados do pais, conforme Amorim et al. (1997) j& apontavam na década de
1990. Estudo prospectivo realizado por Graeff-Teixeira et al. (2004) no periodo de 1997
a 2000, evidencia que a falta de infra-estrutura, a migracao e o deslocamento de pessoas
de areas endémicas para nao endémicas sdo fatores determinantes do surgimento de
novos focos da doenga.

Apbs a fase aguda, a infeccdo se cronifica. A fase crbnica é o estagio de infecgédo
usualmente presente na area endémica, mas a maioria dos individuos é assintomatica.
Nesta fase a eliminagdo de ovos persiste e sua eliminacdo é praticamente estavel (Chen
& Mott, 1988). De acordo com Lambertucci et al. (2000) a infecgdo assintomatica pode
se tornar sintomatica apds exposicao recorrente e re-infeccdo ou atraves da deposicédo
continua de ovos ao longo do tempo sem tratamento. Os sintomas em geral sdo

fraqueza, fadiga, intestino irregular, dores abdominais e fezes sanguinolentas.
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Estudos realizados examinando-se a morbidade da infeccdo esquistossomética
em humanos encontraram relacdes entre a intensidade da infeccdo, avaliada pelo
namero de ovos por grama de fezes, e a prevaléncia de variadas formas clinicas da
doenca (Arap-Siongok et al., 1976). A intensidade da infeccdo depende de fatores
epidemioldgicos como intensidade e frequéncia de exposicdo as adguas contaminadas
(Gazzinelli et al., 2001), e também fatores relacionados a idade (Butterworth et al.,1985;
Gryseels, 1994), predisposicdo genética (Bethony et al., 1999; Dessein et al., 1992),
além de fatores fisiologicos e imunoldgicos (Butterworth et al., 1985). No que se refere
aos dados imunologicos, ja foi reportado que PBMC produzem uma quantidade maior
de IFN-y e IL-10 em individuos com a forma clinica intestinal da doenca (King et al.,
1996; Malaquias et al., 1997; Contigli et al., 1999; Carvalho et al., 2008). O bloqueio
da IL-10 em culturas de células de pacientes infectados pelo S. mansoni demonstraram
que essa citocina contribui para a inibicdo da sintese de IFN-y (Malaquias et al., 1997;
Montenegro et al., 1999). Por outro lado, o aumento na sintese de IFN-y em culturas de
PBMC foi observado em individuos com exame negativo para ovos do parasito
residentes em areas endémicas para a doenca (Viana et al., 1994).

A descoberta da imunidade contra a esquistossomose em humanos estimulou
varios estudos voltados a resposta imune contra antigenos especificos do parasito o0s
quais, se associados a resisténcia a re-infeccdo, poderiam se tornar candidatos
imunogénicos para uma vacina efetiva (Corréa-Oliveira et al., 1989). Apesar do
desenvolvimento de uma vacina ser uma tarefa dificil, recentes avancos em biologia
molecular, especialmente no campo do genoma, forneceram novas percepcdes sobre o
desenvolvimento de uma vacina contra este complexo parasito (Verjovski-Almeida et
al., 2004; Hu et al., 2004). Portanto, existe uma grande expectativa que tecnologias
genbmicas e protedmicas revelardo novos antigenos vacinais promissores. Além disso,
estudos em area endémica envolvendo individuos resistentes a infeccdo e re-infeccéo,
sdo fundamentais nos testes envolvendo novos candidatos a vacina. A vacinacao
combinada a terapia como forma de controle da esquistossomose contribuiria
significativamente para o controle da doenca (Oliveira et al., 2008).

Os dados referentes ao perfil hematoldgico dos pacientes revelaram aumento no
numero de eosinofilos no sangue periférico do grupo INF e >100 em relacdo ao grupo
CA (Figura 9). O numero absoluto de eosindfilos no sangue periférico de individuos

saudéaveis varia de 40 a 600 células/mm?® (Babapulle 2003), sendo, portanto, uma
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populacdo minoritaria entre os leucocitos. Nesse estudo, os pacientes dos grupos INF e
>100 apresentaram numero significativamente maior de eosinofilos no sangue
periférico. E importante ressaltar que, embora os grupos INF (236 + 140/mm®) e >100
(284 + 184/mm®) apresentassem niveis estatisticamente maiores de eosinéfilos em
relacdo ao grupo CA (119 + 85/mm?®), esses valores encontram-se dentro dos valores de
referéncia ja descritos na literatura (Babapulle 2003, Failace 2003). Diferentes estudos
tém demonstrado que os eosindfilos sdo células que produzem grande numero de
citocinas e fatores de crescimento e podem desempenhar papel importante na resposta
imune em infec¢cdes helminticas (Ganley-Leal et al. 2006, Reimert et al. 2006, Swartz et
al. 2006). Além disso, em modelos experimentais, j& foi demonstrada a importancia
dessas células no mecanismo de citoxicidade in vitro contra o S. mansoni (Butterworth
et al. 1974, Butterworth et al. 1975, Ramalho-Pinto et al. 1978, Veith & Butterworth
1983). Ovington & Behm (1997) demonstraram que entre os leucdcitos, os eosinofilos
sdo o tipo celular predominante em hospedeiros infectados por helmintos. Por outro
lado, Klion & Nutman (2004) encontraram relagdo entre o nimero de eosinéfilos e a
intensidade da infeccdo por helmintos. De acordo com de Krémer et al. (1995),
individuos com um maior dano tecidual teriam uma maior quantidade de eosinofilos
com elevado grau de ativagdo. No entanto, individuos residentes em areas endémicas
tendem a desenvolver menor eosinofilia em relagdo aos individuos ndo expostos a
infeccbes prévias por helmintos (Moore & Nutman, 1998). Além disso, alguns
medicamentos, como o praziquantel e o oxamniquine, usados no tratamento frequente
desta patologia podem contribuir para a reducdo do numero de eosinoéfilos em pacientes
infectados (Nutman et al., 1986). Além do nimero de eosinofilos, houve um amento em
mondcitos CD14" nos grupos INF e <100 em relacdo ao grupo CT (Figura 10). Estudos
pioneiros realizados por Ellner & Mahmoud (1979) demonstraram a capacidade que 0s
mondcitos possuem em matar esquistossdmulos, independentemente da acdo de
anticorpos, do sistema complemento e ativacdo por macrofagos.

Em relacdo aos outros parametros hematoldgicos analisados (hemoglobina,
hematocrito, nimero de hemaécias, numero de plaquetas, VCM, HCM e CHCM)
(Figura 8), bem como a andlise do nimero de leucécitos e de suas subpopulagdes
(neutrdfilos, células NK, linfocitos e suas subpopulacgdes de linfécitos T) (Figuras 9, 10
e 11), ndo foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. Esta auséncia de

diferencas corrobora com estudos que relacionam a anemia na esquistossomose com
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caréncia alimentar, condicGes de saude precarias, e predominancia de formas clinicas
leves (Pessoa, 1956; Walker, 1956; Coutinho et al., 1972).

Sabe-se que uma resposta imune efetiva de células T é essencial para o
desenvolvimento de uma resposta granulomatosa e, consequentemente, para a
sobrevivéncia do hospedeiro. Além disso, individuos que ndo conseguem
imunomodular uma resposta mediada por células T estariam aptos a desenvolver formas
mais graves da doenga (Cheng et al., 2008). Para isso, as células T necessitam de sinais
co-estimuladores através de um ou mais receptores expressos em sua superficie. Uma
das vias co-estimuladoras mais importantes é iniciada quando o CD28 presente na
superficie de células T se liga as moléculas CD80 e CD86 presente na superficie de
APC e linfécitos B (Vasu et al., 2003). No presente estudo, a avaliagdo do CD80
revelou um aumento da intensidade média de fluorescéncia em monacitos dos grupos
CA, INF e >100 em relacdo ao grupo CT (Figura 14A). De acordo com Perez et al.,
(2008), o aumento da expressdo do CD80 estd relacionado a imunomodulagdo de
linfocitos T com aumento da producédo de IL-10 e IL-4, citocinas do Tipo 2 comuns em
pacientes com a forma crénica da esquistossomose. Por outro lado, também houve um
aumento na intensidade média de fluorescéncia da molécula CD86 em mondocitos dos
grupos CA, INF, <100 e >100 em relacédo ao grupo CT (Figura 14B) e dos grupos INF
e <100 em relacdo ao CA (Figura 14B). O CD86 esta relacionado a producdo de
citocinas pro-inflamatorias, principalmente 1L-2 e IFN-y (Perez et al., 2008). Ambos 0s
receptores atuam de maneira concomitante na resposta imune, estimulando a
proliferacdo de células T, producdo de citocinas e geracdo de linfocitos T citotdxicos
(Lanier et al., 1995). Estes resultados confirmam estudos que demonstraram a
capacidade funcional dos marcadores CD80 e CD86 em potencializar a resposta imune
mediada por células T (Azuma et al., 1993; Freeeman et al.,1993). O presente estudo
também avaliou a expressdo das moléculas CD80 e CD86 em Linfdcitos B (CD19%).
Houve um aumento na intensidade média de fluorescéncia de CD80 no grupo <100 em
relacdo ao CT (Figura 15A) e do CD86 nos grupos CA e <100 em relacdo ao grupo CT
(Figura 15B). O papel dos linfocitos B na regulagdo da esquistossomose ainda é pouco
conhecido (Pearce & Mcdonald, 2002). Contudo, estudos realizados por Hernandez et
al. (1997) em modelos murinos mostram que as células B sdo essenciais para a indugdo
de uma resposta do Tipo 2 durante a infec¢do. Estudos realizados por Jankovic et al.
(1999) mostraram que uma vacinagédo efetiva contra a esquistossomose envolveria a

estimulagdo simultanea da imunidade mediada por células T e da imunidade humoral.
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Em modelos onde a interacdo entre células T e B estd comprometida pela delecdo dos
receptores CD80 e CD86 foi observado auséncia de resposta imune ap6s estimulagédo
antigénica (Lanier et al., 1995; Kasprowicz et al., 2000). A partir deste trabalho, pode-se
inferir que esta expressdo dos receptores CD80 e CD86 seria um dos fatores que estaria
associado a uma menor intensidade de infeccdo, uma vez que essas moléculas estdo
relacionadas a uma maior ativacdo de APC. Neste contexto, € possivel deduzir que o
aumento da expressdo dessas moléculas, juntamente com o diminuigdo da sintese das
citocinas IL-12 e IL-1a frente a estimulacdo antigénica, estd contribuindo para a
imunomodulacdo da resposta imune do Tipo 2 nos grupos com esquistossomose
cronica, comum inclusive em individuos moradores de areas endémicas.

As células B exercem um papel central na resposta imune humoral, pois regulam
a resposta mediada por células T CD4" contra antigenos exdgenos e proprios (Bouaziz
et al., 2007; Xiu et al., 2008), funcionam como células apresentadoras de antigenos,
(Constant et al., 1995), produzem citocinas (Harris et al., 2000), fornecem efeitos co-
estimuladores (Linton et al., 2003) e promovem, juntamente com as células dendriticas,
a diferenciacdo de células T CD4" em células do Tipo 1 e/ou Tipo 2 (Harris et al.,
2000). Estudos realizados por Mizoguchi et al (2002), mostraram que as células B
reguladoras exercem efeito imunomodulador em inflamac@es intestinais cronicas. De
acordo Yanaba et al., (2008), o receptor CD5, responsavel por evitar autoimunidade, e o
CD1d, responsavel por apresentar antigenos lipidicos as células T, regulam os processos
inflamatorios mediados por células T, através de secre¢do de IL-10. Partindo deste
pressuposto, o trabalho avaliou a expressao destes dois receptores em linfocitos B
(CD19") expressando a molécula de adesdo CD62L e a co-estimuladora CD40 (Figuras
19 e 20 respectivamente). Porém ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre elas. No presente estudo, foi avaliada também a intensidade média
de fluorescéncia dos marcadores CD5 e CD86 em linfocitos B expressando CD43. De
acordo com Martin & Kearney (2001), os linfocitos B que expressam o CD43 sdo
células que possuem grande resposta a antigenos lipopolissacarides e geram rapida
resposta nos primeiros estagios da resposta imune. Apesar disso, ndo foram encontradas
diferengas significativas na expressdo dos receptores CD5 e CD86 em células B
reguladoras com o perfil anteriormente descrito (Figura 21).

No presente estudo, foi observado aumento na intensidade média de
fluorescéncia do receptor do tipo Toll 2 em mondcitos (CD14") nos grupos CA, INF,

<100 e >100 em relagéo ao grupo CT (Figura 13). De acordo com Yang et al. (1998) os
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receptores do tipo Toll 2 desempenham um papel muito importante na resposta imune
inata contra patégenos de natureza lipopolissacaride, sendo expresso principalmente em
macrofagos e mondcitos. Estudos indicam que os componentes do S. mansoni interagem
com os receptores do tipo Toll exercendo papel importante na inducdo de uma resposta
do Tipo 2 (Okano et al., 1999; Okano et al., 2001; Thomas et al., 2003), na qual se
encontra a maioria dos individuos de area endémica que desenvolvem a fase cronica
assintomaética (Araujo et al.,1996; Malaquias et al.,1997; Montenegro et al.,1999).

As células NK sdo linfocitos efetores do sistema imune inato que controlam
varios tipos de infecgfes microbianas limitando sua disseminacéo e, consequentemente,
dano tecidual (Vivier et al., 2008). A resposta das células NK depende do efeito das
citocinas presentes no microambiente, bem como da interacdo com outras células do
sistema imune, como linfocitos T, células dendriticas e macrofagos (Long, 2007).
Citocinas do Tipo 1 como IFN-y, IL-12, IL-15 e IL-18 sdo potentes ativadores das
funces efetoras das células NK (Walzer et al., 2005). Estudos realizados por Mallevaey
et al. (2006) demonstraram que células NK presentes no figado se tornam ativas e
proliferam na preseca de antigenos de S. mansoni, produzindo grande quantidade de
INF-y e IL-4. Estes dados sugerem que células NK desempenham papel importante na
resposta imune adquirida durante a esquistossomose (Mallevaey et al., 2006). Partindo
deste pressuposto, avaliou-se a porcentagem de céulas NK, bem como a expressao dos
receptores NKp46 e NKp80, que contribuem para a lise de células infectadas e producao
de citocinas (Mallevaey et al., 2006), além da expressdo do receptor do tipo Toll 2 no
sangue periférico dos diversos grupos. Apesar disto, ndo foram encontradas diferencas
significativas nos parametros avaliados (Figuras 10, 12 e 13). Estudos realizados por
Benarroch et al. (1988) demonstraram que pacientes com esquistossomose cronica
apresentaram reducdo significativa na atividade das células NK em comparacdo com
individuos com infeccdo recente, o que justifica os resultados apresentados neste
trabalho.

As células T CD8" também mostraram um aumento na intensidade média de
fluorescéncia para o receptor Toll 2 nos grupos INF, <100 e >100 em relagdo ao grupo
CT (Figura 13). Cottalorda et al. (2009) demonstraram a importancia desse receptor no
processo de proliferacdo e producdo de citocinas por parte das células T CD8" e sua
diferenciacdo em células de memoria. Estes dados complementam estudos anteriores
apresentados por diversos autores que indicam um aumento na populacdo relativa de
linfocitos T CD8" e uma reducdo no numero de linfocitos T CD4" do sangue periférico
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de pacientes portadores da fase crénica da esquistossomose (Martins-Filho et al., 1997;
Kalinkovich et al.,1998; Borkow et al., 2000; Oliveira Prado et al., 2009).

As células dendriticas residem em um estado imaturo até o contato com
antigenos de diversas naturezas e estdo envolvidas tanto na resposta inata quanto
adquirida, exercendo um elo entre as duas respostas (Banchereau & Steinman, 1998). O
processo de maturacdo das células dendriticas é convencionalmente associado ao MHC
de classe Il e a expressdao de moléculas co-estimuladoras presentes na superficie da
célula, mas também é dependente do tipo de estimulo microbiano, o que podem
direcionar as células dendriticas a fenétipos distintos (D’Ostiani et al., 2000; de Jong et
al., 2002). Van Liempt et al. (2007) demonstraram que antigenos soltveis do ovo (SEA)
se ligam fortemente as células dendriticas via receptor do tipo Toll 2 impedindo sua
ativacdo, o que ndo acontece em mondcitos e linfécitos do sangue periférico. Este fato
pode explicar a auséncia de diferencas estatisticamente significativas nos marcadores
das células dendriticas avaliados durante o estudo atual (Figura 13), embora a avaliacao
de marcadores adicionais de ativagdo de células dendriticas poderiam auxiliar a
compreender melhor o papel dessas células no contexto dos mecanismos de resisténcia e
susceptibilidade durante a infeccdo esquistossomotica.

No presente estudo, foi observado um aumento da intensidade média de
fluorescéncia da molécula de adesdo CD54 em mondcitos CD14" nos grupos CA, INF,
<100 e >100 em relacdo ao grupo CT (Figura 16A). Houve também um aumento na
expressao da molécula de ativacdo HLA-DR em mondcitos, no grupo >100 em relagéo
ao grupo CA (Figura 16B). Podemos inferir de acordo com estes dados que o CD54
pode estar aumentando o recrutamento dos mondcitos para o sitio de infec¢do. Além
disso, em individuos com alta carga parasitaria (grupo >100) poderia ocorrer um
aumento da apresentacdo de antigenos para células T CD4" auxiliares via MCH de
classe Il. De acordo com Ziegler-Heitbrock. (1996), mondcitos que possuem expressao
elevada de HLA-DR seriam APC mais efetivas. Além disso, 0 HLA-DR esté associado
a uma forte resposta imune inflamatdria com elevada sintese de IFN-y (Torrinhas et al.,
2011).

No presente estudo foi avaliada também a intensidade média de fluorescéncia
das moléculas de adesdo celular CD18, CD54 e CD62L em linfécitos T CD4" e T CD8"
presentes no sangue periférico. Tanto para linfocitos T CD4" quanto para linfocitos T
CD8" houve um aumento na expressdo do CD18 no grupo <100 em relagdo ao grupo

CT, CA e >100. Além disso, houve aumento na espressao desse marcador no grupo CA
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em relacdo ao grupo CT (Figuras 17B e 18C). Para a molécula CD54 em linfocitos T
CD8", houve aumento nos grupos CA, INF e <100 em relagio ao grupo CT e aumento
do grupo INF em relacdo ao grupo >100, além de reducdo nos grupos INF e >100 em
relacdo ao grupo CA (Figura 18A). A molécula CD62L ndo sofreu alteracdo em
nenhum dos grupos avaliados (FIGURAS 17A e 18B). Interacdes entre 0 S. mansoni e
0 seu hospedeiro vertebrado envolve contato direto entre o parasito e suas células,
necessitando de etapas de adesdo célula-parasito (Butterworth et al., 1979). Trabalhos
realizados com pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose
mostraram aumento da expressdo de CD18 e CD54 em eosinofilos (Silveira-Lemos et
al., 2006). O recrutamento de linfécitos para tecidos inflamados envolve uma série de
moléculas de adesdo que atuam de forma interdependente, permitindo a rapida migracéo
dessas células para o foco inflamatério (Carlos & Harlan, 1994). Neste contexto, €
possivel especular que o aumento dessas moléculas na superficie de linfocitos T CD4" e
T CD8" esta contribuindo para o processo de ativagdo celular e posterior migracio
dessas células ativadas para o foco inflamatério. O aumento da expressao das moléculas
de adesdo, ativacdo e co-estimulacdo no grupo CA em relacdo ao grupo CT observados
neste trabalho estdo de acordo com estudos realizados por Corréa-Oliveira et al. (1989),
que observaram que individuos residentes em areas endémicas possuem resposta imune
semelhante a resposta desencadeada por individuos infectados, ap6s estimulacdo
antigénica apesar de apresentarem exames parasitologicos de fezes persistentemente
negativos. Por isso, a analise da resposta imune nestes individuos é de suma importancia
para compreender 0s mecanismos de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo
esquistossomotica.

Alguns autores sugerem que a liberacdo de antigenos, em consequéncia da
destruicdo ou morte do parasito, cause alteracBes da resposta imunoldgica, como
aumento na formacéo de complexos imunes (Harries & Cook 1987), troca de classe de
IgA para 1gG (Mutapi et al. 1998) e producéo de citocinas (Reimert et al. 2006).

A partir deste pressuposto, buscou-se avaliar a sintese de citocinas, através da
reatividade celular de mondcitos e linfocitos T CD4" e T CD8" frente a estimulagdo in
vitro com antigenos brutos (SEA e SWAP) e recombinantes (Sm22.6 e Sm29) do S.
mansoni.

A resisténcia a re-infeccdo contra helmintos tem sido associada a uma resposta
do Tipo 2, caracterizada pela presenca tanto de componentes da resposta imune inata

guanto da adaptativa. A resposta do Tipo 2 € caracterizada pelo aumento da expressdo
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dos niveis de IL-13, TGF-B, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-21, ativacdo e expansdo de células
TCD4", aumento na secre¢do de IgE e elevacéo de eosionofilos, mastdcitos e basofilos,
sendo essas, células que contribuem significativamente para a producdo de diferentes
citocinas do Tipo 2 (Colley, 1975; Pearce & Macdonald, 2002; Teixeira-Carvalho et al.,
2008). Por outro lado, a resposta do Tipo 1 € caracterizada pelo aumento da expressao
de IFN-y, linfocitos TCD8", neutréfilos, macrofagos e producdo de anticorpos. A
resposta do Tipo 1 de acordo com Cardoso et al. (2008) estaria associada a uma
resisténcia protetora induzida por imunizagdo, principalmente pelo aumento da
expressdo de IFN-y. Embora, IL-10 tenha sido inicialmente caracterizada como uma
citocina do Tipo 2, dados recentes e bem estabelecidos na literatura demonstram que
essa citocina teria um papel modulador tanto relacionada a respostas do Tipo 1 quanto
do Tipo 2 (Anthony et al. 2006, 2007).

J& se encontra bem estabelecido que a maioria dos individuos infectados pelo S.
mansoni, residentes em areas endémicas para a esquistossomose e que desenvolvem
uma fase cronica assintomatica apresentam uma resposta do Tipo 2, caracterizada
predominantemente pela presenca de IL-4 e IL-5 (Araudjo et al.,1996; Malaquias et
al.,1997; Montenegro et al.,1999; Teixeira-Carvalho et al., 2008). A intensidade da
infeccdo é um dos fatores que pode alterar a severidade da infeccdo crbnica
esquistossomotica. Contudo, a predisposicdo genética do individuo parece tdo
importante quanto a intensidade da infeccdo para o desenvolvimento da doenca
(Dessein et al., 1999; Mohamed-Ali et al., 1999).

Antigenos sollveis do ovo (SEA) do S. mansoni sdo fortes ativadores da
resposta Tipo 2, estando associados a aumentos dos niveis séricos de IgE bem como
eosinofilia no sangue periférico e nos tecidos em modelos animais e humanos (Grzych
et al., 1991; Lukacs et al., 1999). SEA contém oligossacarideos que direcionam a
ativagdo de células, induzindo linfocitos B a produzir 1L-10, o que contribuiria para a
imunomodulacio de células T CD4" (Ko et al., 1990; Velupillai., 1997). No presente
estudo, verificou-se a capacidade do SEA de induzir uma resposta imune modulada,
principalmente por meio do aumento da sintese de IL-10 em linfocitos T CD4" e TGF-
B em mondcitos dos grupos INF e >100 em relacdo ao grupo CA. Estudos realizados
por Alves-Oliveira et al. (2006), avaliando grupos de pacientes com diferentes graus de
fibrose hepatica, mostraram que altos niveis de TGF-3 parecem estar relacionados a

protecdo contra fibrose, principalmente quando associada com aumento da sintese de
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IL-10 por células T CD4" (Kitani et al., 2003; Hesse et al.,2004). Os individuos
infectados, independentemente da carga parasitaria, no presente estudo, tiveram uma
menor sintese de IL-1a, por mondcitos, apds estimulacdo especifica por SEA. A IL-1a
€ uma citocina pro-inflamatéria do Tipo 1 responsével pela sindrome de Katayama em
humanos durante a fase aguda da esquistossomose (de Jesus et al., 2002). Além disso,
altos niveis de IL-1a estdo relacionados a fibrose hepéatica severa e mau prognostico
para a doenga (Coutinho et al., 2005). A reducdo na sintese de IL-la anteriormente
descrita € um indicador de que uma resposta imunomoduladora estaria ocorrendo nestes
individuos durante a infeccdo. Por outro lado, foram encontrados niveis elevados de
IFN-y em linfcitos T CD4" de individuos do grupo >100 estimulados com SEA em
relacdo ao meio. Estudos realizados por Teixeira-Carvalho et al. (2008), mostraram que
pacientes com a forma clinica intestinal apresentavam maior quantidade de células
sintetizando IFN-y. Estes dados estdo de acordo com resultados recentes que mostram
que a supressao da hipersensibilidade do tipo tardia requer aumento na sintese de IFN-y
para um efetivo funcionamento das células reguladoras (Cone et al., 2007), além de
contribuir para uma resposta imune protetora durante a infecgéo cronica. De acordo com
estudos realizados por Caldas & Campi-Azevedo (2008), pacientes com a forma
hepatoesplénica possuem niveis de IFN-y menores do que os pacientes com a forma
clinica intestinal. Estudos sugerem que o IFN-y possui um papel importante na
regulacdo da atividade de fibroblastos e na sintese de colageno (Kovacs, 1991); os
baixos indices desta citocina nas formas mais severas da doenca explicam o aumento da
fibrose e cicatrizes teciduais nestes individuos (Czaja et al., 1989). No presente estudo
foi observado aumento na producdo de IL-12 e TNF-o em linfdcitos T CD8" do grupo
INF estimulado com SEA em relagdo ao grupo CA. De acordo com Hesse et al. (2008),
estas citocinas do Tipo 1 juntamente com o IFN-y sdo responsaveis por inibir a acdo da
IL-13, citocina do Tipo 2 principal responsavel pela fibrose hepéatica. Os resultados
dessa analise mostraram que SEA provoca uma resposta do tipo mista Tipo 1/Tipo 2 em
individuos infectados, contribuindo para imunomodulacdo e diminuicdo da fibrose.
Esses dados corroboram com aqueles anteriormente publicados pelo grupo (Teixeira-
Carvalho et al., 2008).

O presente estudo também avaliou o perfil de citocinas produzidas a partir da
estimulagdo com antigenos solGveis do verme adulto (SWAP). Em linfocitos T CD4"

houve reducdo na produgdo de IL-12 no grupo <100 em relagdo aos individuos
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estimulados com SEA no mesmo grupo. Além disso, houve aumento na producéo de IL-
1o por mondcitos estimulados com SWAP em relacdo ao SEA e Sm22.6 no grupo INF.
Estes dados sugerem que o SWAP exerce menor efeito deletério na formacdo do
granuloma, uma vez que o IL-12 é um importante modulador da resposta imune
(Hoffmann et al., 2000) e IL-1oc uma citocina pré-inflamatoria associada a fibrose
severa (Coutinho et al., 2005). Por outro lado, houve menor produgdo de IL-5 por
linfocitos T CD8" em individuos do grupo INF estimulados com SWAP em relagio ao
grupo CA. A IL-5 é necessaria para o recrutamento de eosinofilos na resposta
granulomatosa. Eosinéfilos sdo uma importante fonte de citocinas do Tipo 2,
principalmente IL-13. Portanto, IL-5 contribuiria indiretamente para a polarizacdo da
resposta imune através do recrutamento destas células (Rumbley et al., 1999; Reiman et
al., 2006). A migracao de eosindfilos para o sitio granulomatoso sugere, em modelos
murinos e humanos, que estas células sdo importantes no contexto da doenca. Embora o
papel preciso desse tipo celular esteja ainda pouco determinado (Swartz et al., 2006;
Lins et al., 2008), estudos realizados por Silveira-Lemos et al. (2008) demonstraram que
os eosinofilos podem existir em diferentes estagios de ativacdo e serem fonte para uma
variedade de citocinas e fatores de crescimento durante a infeccdo esquistossomotica e,
portanto, exerceriam efeitos tanto pré-inflamatdrios quanto anti-inflamatérios, além de
efeitos imunorreguladores.

No presente estudo foi avaliado o perfil de citocinas produzidas por PBMC,
através da estimulacdo pela proteina Sm22.6 baseado no efeito imunomodulador que
esta proteina exerce em modelos experimentais (Cardoso et al., 2010). A Sm22.6 foi
capaz de reduzir os niveis de IL-la em mondcitos de pacientes dos grupos CA, INF,
<100 e >100 em relagdo ao meio sem estimulo. A Sm22.6 aumentou a sintese de IL-12
em mondcitos de pacientes do grupo CA em relacdo ao meio. Porém, ao avaliar os
individuos com cargas parasitarias distintas, verificou-se um aumento da producdo de
TNF-a por linfécitos T CD4" de individuos do grupo >100 em relagdo ao grupo <100,
fato semelhante foi observado com a producdo de IL-5 nos mesmos grupos sob
estimulacdo por Sm22.6. No entanto, a producao de IL-5 foi menor no grupo <100 em
relagdo ao grupo CA sob mesma estimulagdo com Sm22.6. Outro achado interessante
foi a reducéo das citocinas IL-12 e IL-10 em mondcitos de individuos do grupo INF em
relacdo ao grupo CT, sob estimulacdo pela Sm22.6. Cabe ressaltar que, a Sm22.6 foi

capaz de aumentar os niveis de TGF-B do grupo >100 em relagdo ao meio. A
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estimulacdo com Sm22.6 parece promover a regulacdo da resposta inflamatoria inata
independente do status de infeccdo do paciente, sendo mais evidente seu efeito
regulador nos individuos com maior carga parasitaria, onde ndo sé diminui o percentual
de mondcitos produtores de citocinas inflamatérias, como a IL-la, mas também
aumenta o percentual de produtores de citocinas reguladoras como TGF-B. Aléem disso,
essa imunomodulagdo estd associada & inducdo de uma resposta do Tipo 2,
independentemente do status de infec¢do do paciente, fundamental na protecdo contra
helmintos (Pearce et al., 2004).

Curiosamente, no presente estudo, observou-se que as proteinas de SEA, de
SWAP e a Sm22.6 induziram uma menor sintese de IL-8 por linfocitos T CD8" nos
pacientes do grupo >100 em relacdo ao grupo <100. De acordo com Skov et al. (2008),
a expressdo de IL-8 esta presente em inUmeras doencas inflamatorias, caracterizadas
pelo acumulo de neutrdfilos ativados em areas lesionadas. Em diversas doencas
inflamatorias envolvendo modelos animais, a neutralizacdo de IL-8 inibiu a funcdo dos
neutrofilos, diminuindo a resposta inflamatéria (Sekido et al., 1993; Broaddus et al.,
1994). Dessa forma, a manutencdo da atividade da IL-8, seria um fator importante
associado a mecanismos de resisténcia a infeccdo deve ser cosiderada durante uma
possivel imunizacgao contra esquistossomose.

A proteina Sm29, outra candidata promissora para o desenvolvimento de uma
vacina, em estudos realizados por Cardoso et al. (2006) induziu elevada expressdo de
anticorpos 1gG1 e IgG3 em soro de individuos resistentes a infecgdo e reinfecgdo, uma
vez que estas subclasses de anticorpos estdo relacionadas com a morte do parasito. A
partir destes estudos, foi avaliada a expressdo de citocinas em leucocitos do sangue
periférico estimulados in vitro com Sm29. No presente estudo foi verificada reducdo na
producdo de IL-la por mondcitos no grupo INF e >100 em relacdo ao meio. Além
disso, houve uma reducdo da producdo de TGF-$ no grupo >100 estimulado com Sm29
em relacdo a estimulacdo com Sm22.6 no mesmo grupo. Ao avaliar a producdo de
citocinas por linfocitos T CD4" foi verificada reducdo na producéo de IFN-y no grupo
INF estimulado com Sm29 em relagdo a estimulagdo com SEA; a produgdo de IL-5
tambem foi menor no grupo >100 estimulado com Sm29 em relagéo a estimulagdo com
SEA no mesmo grupo. Estes resultados sugerem que a Sm29 induz uma menor sintese
de citocinas responsaveis pelos processos fibroticos em individuos infectados. A

reducdo do IFN-y esta de acordo com observacgdes realizadas por Zwingenberger et al.
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(1989) que associou uma reducdo generalizada desta citocina em pacientes portadores
da infeccdo esquistossomética, que apds cura quimioterapica retornava aos niveis

normais.
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7 CONCLUSAO
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Ap0s a realizacdo desse trabalho, pode-se concluir que individuos portadores da
fase crbnica e residentes em area endémica para a doenca apresentam forte expressao de
moléculas co-estimuladoras, de adesdo e de ativacdo celular em mondcitos, linfocitos B,
linfocitos T CD4" e T CD8" do sangue periférico, sugerindo que estes individuos
possuam intensa atividade das células envolvidas na resposta imune contra a infeccao
pelo S. mansoni.

De uma maneira geral, os individuos infectados apresentaram, apos estimulacdo
antigénica com antigenos recombinantes, reducdo na sintese de citocinas pro-
inflamatdrias e aumento da sintese de citocinas reguladoras tanto para mondcitos quanto
para linfécitos, mostrando a capacidade que esses antigenos possuem em induzir
modulacdo da resposta imune relacionada a resisténcia a infecgdo e menor gravidade da
doenca. Além disso, a Sm22.6 mostrou-se promissora quanto ao desenvolvimento de
uma vacina por induzir um perfil de resposta relacionado a resisténcia a infeccéo,
principalmente contra os etagios iniciais de vida do parasito. A categorizacdo da
populagéo estudada, segundo intensidades de infeccdo distintas, definiu a contribuicao
dessa variavel para os mecanismos de resisténcia e susceptibilidade durante a infec¢édo

esquistossomotica.
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8 ANEXOS
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8.1 Questionario demografico e socioeconémico

1. Data da entrevista: ! !

2. Entrevistador:

3. Nomere de cadastro da casa:

4. Namero de identificagdo da pessoa entrevistada:

5. Preencher os dados relacionados a:-

° = E H:IE
E = @ o
28 E El-2|3 e | 22 EZE
2 gl ges £z|%z| B E 22 S28§
== gu-u'” E.E m E = a ncg
H’}WEU UUUE = E = -nw_._.
= fa|B8e|8e| 8 i = = Ewm
E ] ] o Ll 8 5s
EE = e | 4 = Em:r
o
g%s E £

6. Nomero de pessoas que residem na casa:

7. Renda mensal:

8. Auxilio financeiro do governo federal, estadual ou municipal:

%) Bolsa Famila (|} 4) PETI 0]
2} Fome Zero { 5) Wale gas {0
3) Escola . #) M3o recebe {3
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9. Vocé possui:

S e e e

10
1}
Ell

4}
)

1.

1}
2}
3}

5}

)} Radio [ ) Geladeira

) Som [ ) Batedeira

1T () Liguidificadar
([

) Video (WCR) } Magquina de lavar roupa

. Tip de parede da casa:
Madeira | ¥
Adobe ()
Tiole ()
Taipa ([ )
Chutros 1
Tipo de telhado da casa:
palha [
amianto | )
telha i )
lage i )
outros { )

. Tipo de piso da casa:
cimento [ }
ceramica [}
terra batida 1
outros 1

. Energia elétrica:

1 Sim { D

13.1 Se n3o, como & feita a iluminagio da casa:

1}

3}
4}
5}

Lamparina a dleo diesel [

Lamparina a querosens [

Lampidc a gas de cozinha ou aladim ()

Vela [
. Origem da agua que vocés utilizam na casa:

Rio (]

Céomego (1

Cisterna ( 1

Poco artesianc [

Cutros [ )

) Carmmo

) Motocicleta

) Bicicleta

¥ Outros (especificar)
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15. Destino das eliminagbes:

1} Mato i )

2} Fossa seca (casinha) [ )
)

3) Waso com descarga para fossa [
4} Vaso com descarga canalizada para o rio ou comege | i

16. Nomero de comodos na casa:

17. Tipo de fogio:

1} Fogio a gas [ 3
2} Fogdo a lenha [ )
3) Ambos {3

18. Vende produtos agricolas:

18.1 Valor em R$ que recebe com a venda de produtos agricolas por ano:

0O ENTREVISTADOR DEVE AVALIAR A CASA QUANTD A:

19. Qualidade:

(1) ruim __ (2} média __ (3 boa _ (4) muito boa __ (5) excelente
20. Limpeza interna:

(1) Muito suja (2) Suja (2} Media (4) Limpa ___ (5) Muito limpa ____
21. Limpeza externa:

(1) Muito suja (2) Suja (2} Media (4) Limpa ___ (5) Muito limpa ____
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8.2 Questionario de contato com a agua

LOCAL - P-

PERGUNTE PARA CADA PESSOA SEPARADAMENTE
TABELA 1: Listar para cada membro da familia a freqiiéncia do contato com agua com diferentes tipos de agua por semana -
Ci: Cisterna; Co: Cérrego; L: Lago; Mi: Mina Numero do contato: 1=1x 2=2x 3=3x

Listar todas as fontes de agua usadas para todas as atividades.

2 o 3 o 2 % a
2 3 8 o .g oL g 5 o EE ,%
o '] o 0T L) ec Co ] [*] = . = =
: ef |3 | |E2 |BE3 5§ (83 (88 ggs 2L | 2 Eg N

a2 |3 SE S8c| 4¢& € 5E 5|53 o ] . & g

2 € 2 £es L] £ 2 | =] o s
E 32 % 3% Eg Egu gg EE_ g'g &ng 32 E, &._, 31 3.‘.3
$ o ' 8§ |z |5 |8 & | 8

Lavar: veiculos

Observagbes: * Especificar a localizagdo do local, ou tempo de caminhada para chegar no local se néo for possivel especificar. Tentar informagées bem
precisa.
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