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Resumo

Atualmente existem cerca de 200 milhdes de pessoas infectadas em 74 paises com
uma das cinco espécies de Schistosoma sp. A compatibilidade entre o parasito e o hospedeiro
intermediario tem como componente fundamental o sistema de defesa interno do caramujo,
fato este que determina a susceptibilidade ou a resisténcia a infec¢do. Este estudo avaliou a
resposta do processo de infec¢do de B. glabrata “primados” (infectados por S. mansoni e
curados por quimioterapia) e reinfectados. Avaliou-se se a hemolinfa de caramujos primados
atuam em caramujos normais apés infecgdo, através da transferéncia da hemolinfa. Também
analisou-se como linhagens de células epiteliais humanas do figado e da ureta reagem a ovos
de S. mansoni e S. haematobium. A resposta dos hemocitos e fatores soluveis de B. glabrata
primados contra os esporocistos teve uma predominancia de esporocistos em comparac¢ao
com os exemplares controle (infectados uma vez). Quando a hemolinfa de B. glabrata
primados foi transferida para caramujos normais, a quantidade de cercarias liberadas foi
menor apds 5 semanas comparando com o controle. J4 na 6 semanas apds a infecc¢do, os
caramujos que receberam a hemolinfa de B. glabrata tiveram o nimero de cercarias reduzido.
Porém, o grupo de B. glabrata que recebeu hemolinfa primado continuou liberando menos
cercarias. A resposta contra S. mansoni ocorreu de forma mais radpida quando se transferiu
hemolinfa de B. glabrata primados, apo6s re-infeccdo por S. mansoni. Nossos resultados
mostram pela primeira vez uma imunidade parcial em B. glabrata completamente curados de
uma infec¢do primaria e infectados novamente. A outra parte do estudo mostra a indugao de
crescimento de ovos de S. mansoni e S. haematobium com linhagens de células humanas e a
analise de expressdo génica apos contato inicial (2h) e contato prolongado (24h) das células
com os ovos. Observamos que ambas as espécies estimulam crescimento celular em linhagens
de células epiteliais da ureta causando morte celular em linhagens de células de colangidcitos.
Os ovos de S. mansoni induziram a via de sinalizacdo do céancer coloretal no tempo de 2 h
apos interacdo com as células urotelias. No tempo de 24 h ambas as espécies causaram a
inibicdo da via de supressor de tumor P53. Porém, os genes responsaveis por essa inibi¢ao
variaram dependendo da espécie de Schistosoma. Nos colangidcitos foi observado a morte das
células apos a interagdo com os ovos. Os resultados mostram que a resposta proliferativa ou o
declinio de crescimento ¢ influenciado ndo somente pela espécie de Schistosoma mas também

pela origem de células epiteliais.

Palavras chaves: Schistosoma, Biomphalaria, imunidade inata, oncogénese, vertebrado.



Abstract

There are currently about 200 million people infected in 74 countries with one of five species
of Schistosoma sp. The compatibility between the parasite and the intermediate host has as its
fundamental component the internal defense system of the snail, a fact that determines the
susceptibility or resistance to infection. This study evaluated the response of the infection
process of "primed" B. glabrata (infected with S. mansoni and cured by chemotherapy) and
reinfected. It was evaluated whether the hemolymph of primate snails act on normal snails
after infection, by transferring hemolymph. We also analyzed how human epithelial cell lines
from the liver and urethra react to S. mansoni and S. haematobium eggs. The response of
hemocytes and soluble factors of B. glabrata against sporocysts had a predominance of
sporocysts compared to control (infected only once). When the hemolymph of primed B.
glabrata was transferred to normal snails, the amount of cercariae released was lower after 5
weeks compared to the control. As early as 6 weeks after infection, the snails that received the
hemolymph of B. glabrata had a reduced number of cercariae. However, the group of B.
glabrata that received hemolymph primate continued to release less cercariae. The response
to S. mansoni occurred more rapidly when transferring hemolymph from primed B. glabrata
after re-infection by S. mansoni. Our results show for the first time a partial immunity in B.
glabrata completely cured from a primary infection and infected again. The other part of the
study shows the induction of growth of S. mansoni and S. haematobium eggs with human cell
lines and the analysis of gene expression after initial contact (2h) and prolonged contact (24h)
of the cells with the eggs. We observed that both species stimulate cell growth in urethra
epithelial cell lines causing cell death in the cell lines. S. mansoni eggs induced the colorectal
cancer signaling pathway at 2 h after interaction with urothelial cells. At the time of 24 h both
species caused inhibition of the P53 tumor suppressor pathway. However, the genes
responsible for this inhibition varied depending on the species of Schistosoma.
Cholangiocytes were observed to kill the cells after interaction with the eggs. The results
show that the proliferative response or the growth decline is influenced not only by the

Schistosoma species but also by the origin of epithelial cells.

Key words: Schistosoma, Biomphalaria, innate immunity, oncogenesis, vertebrate.
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1 Introducao

Atualmente existem cerca de 200 milhdes de pessoas infectadas em 74 paises com
uma das cinco espécies de Schistosoma sp. (WHO, 2016; King, 2010; King et al., 2005).
Conforme a Organizagdo Mundial de Saude, a esquistossomose ¢ considerada uma das
doengas mais negligenciadas em paises em desenvolvimento perdendo somente para a malaria
em termos de morbidade e impacto socioecondomico (Sarvel et al., 2016).

Apesar de ser uma doenga que causa baixa mortalidade, a alta morbidade da
esquistossomose causa diversos problemas, tanto fisicos como socioecondmicos nos
individuos infectados (Mbabazi et. Al., 2011). O nimero de anos de vida perdidos (DALY’S,
Disability Ajusted Light Years), devido a esquistossomose pode ser estimado em 1,53
milhdes/ DALY s anualmente (Steinmann et al., 2006) e de acordo com algumas estimativas
recentes pode chegar até a 70 milhdes/ DALY s milhdes (Botelho et al., 2015).

Além disso, ndo existem vacinas contra esquistossomose ¢ o tratamento atualmente
conta somente com uma unica droga, o praziquantel (Doenhoff et al., 2009; Cioli et al., 2014).
O tratamento com essa droga ndo previne a re-infec¢do (Tebeje et al., 2016; Ridi & Talima,
2014) e parasitos resistentes podem ser facilmente obtidos em laboratério (Fallon &
Doenhotf, 1994). Melman e colaboradores (2009) ja demonstraram que existe um aumento de
parasitos que eram inicialmente susceptiveis tornando-se resistentes ao praziquantel, no
Kénia.

Em &reas endémicas a maioria dos individuos se infectam na infincia e mesmo
tratados se re-infectam ao longo da vida, devido a constante exposicdo de cercarias presentes
em aguas contaminadas (Rosin et. al., 1994). Os problemas que essa doenga causa podem
durar décadas. As criangas podem vir a sofrer de anemia atrapalhando o desenvolvimento
intelectual e nos adultos diminuem a capacidade de trabalho, o que resulta em perdas
socioecondmicas substanciais (van der Werf et al, 2003; Hotez et al 2009).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saade, em 2013, pelo menos 261 milhdes
de pessoas foram submetidas a tratamentos preventivos contra esquistossomose ¢ mais de 40
milhdes de pessoas foram tratadas contra as sequelas da doenga (WHO, 2015). Acredita-se
que atualmente menos de 10% da populacdo parasitada recebe algum tipo de tratamento
contra infegdes para esquistossomose como de helmintos de infec¢des intestinais (Hotez &

Fenwick, 2009).
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A esquistossomose ¢ causada por vermes trematddeos digenéicos, do género
Schistosoma. Dentro desse género, existem trés principais espécies que sdo capazes de
infectar o homem: o Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), encontrado principalmente na
América do Sul, Africa e Caribe (Paraense, 1981) (Figura 1); o S. haematobium (Bilharz,
1852) com ampla distribui¢io na Africa e Oriente Médio (Figura 1) e o S. japonicum
(Karsurada, 1904) encontrado na Indonésia, China e Sudeste Asiatico (Figura 1). Existem
outras duas espécies encontradas na Africa, as quais sdo consideradas de menor importancia
em saude publica. O S. mekongi (Voge, Buckner & Bruce 1978) encontrado no Camboja e no
Laos (Attwood et al 2008) ¢ o S. intercalatum (Fisher, 1934) com distribui¢do no oeste e
centro da Africa. Das cinco espécies que podem infectar frequentemente o homem, o S.
haematobium ¢ o unico que desenvolve a forma urogenital da doenca, sendo as demais
espécies responsaveis pela forma intestinal (Kuper, 2000). E possivel ainda encontrar outras
espécies de Schistosoma que infectam aves e outros mamiferos € que em humanos podem vir

a causar alguns tipos de dermatites (CDC, 2015).

o . L. i 0 2,500 5,000 10,000 15,000 N
Distribuicao geografica da doenca por espécie de parasito [ 1Kilometers A

S. haematobium o S intercalatum + S. haematobium Paises endémicos

S. mansoni © S japonicum ‘:l Paises ndo endémicos

S. mansoni + S. haematobium o S.mekongi

o e e e

S. intercalatum

Figura 1: Distribuicio do  esquistossomose no mundo. (adaptado. Disponivel em
www.thiswormyworld.org/maps/distribution-of-soil-transmitted-helminth-survey-data-in-brazil).

A patogenicidade da esquistossomose decorre da reacdo imunologica aos ovos que se
encontram alojados principalmente no figado e outros 6rgdos causando granulomas. Os
antigenos liberados pelos ovos estimulam uma reacdo granulamentosa das células T,

macrofagos e eosindfilos (Abd El-Aal et al., 2015). Dependendo da espécie de Schistosoma e
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consequentemente da localizagdo final desses ovos, uma pessoa infectada pode ter
esquistossomose intestinal ou urogenital. No caso da esquistossomose intestinal os sintomas
podem ser, dor abdominal, diarréia e sangue nas fezes. Em casos avangados pode ocorrer o
aumento do figado associado com acumulo de liquido na cavidade peritoneal e hipertensdo
dos vasos sanguineos, onde também pode ocorrer aumento do bago e varizes esofagianas e
intestinais. J4 na esquistossomose urogenital, causada pela infec¢do por S. haematobium,
observa-se sintomas como hematuria (sangue na urina), fibrose da bexiga e do ureter ¢ em
casos avangados, pode ocorrer dano no figado e também cancer de bexiga (Brindley & Hoetz,
2013; Botelho et al., 2009). A longo prazo, pode ocorrer infertilidade em homens e mulheres
infectados com S. haematobium (Kjetland et al., 2005; WHO, 2015).

A interag@o co-evoluciondria entre caramujos e Schistosoma sp. existe ha mais de 200
milhdes de anos (Blair et al., 2001). Entender os mecanismos de interacdo entre o hospedeiro
invertebrado e o parasito pode trazer novos mecanismos para interromper a transmissdo dessa

doenga.

1.1 Hospedeiro invertebrado

A ampla distribui¢do da esquitossomose estd diretamente relacionada com a
distribuicdo do seu hospedeiro invertebrado, que no caso da esquistossomose intestinal, sdo
caramujos pulmonados de dgua doce do género Biomphalaria. A regido neotropical do globo
concentra cerca de 70% das espécies de Biomphalaria sp. existentes no mundo. Os outros
30% restantes sdo encontrados principalmente na Africa (Tuan et al., 2012) (Figura 2). Em
relagdo a esquistossomose urogenital, o principal hospedeiro invertebrado ¢ o caramujo
Bulinus truncatus com distribui¢io na Africa e partes do Oriente Médio (Watson, 1958)

(Figura 3).
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Figura 2: Distribui¢io do hospedeiro intermediario Biomphalaria no mundo. (Fonte: Palasio,R.G.S., 2011).

Figura 3: Distribuicdo de Bulinus truncatus no mundo. (Fonte: IUCN List Of Threatened Species).

Existem muitas diferencas entre as duas principais espécies de hospedeiros
invertebrados, B. glabrata (hospedeiro intermediario de S. mansoni) e B. truncatus
(hospedeiro intermediario de S. haematobium). A distingdo mais 6bvia é que o primeiro
somente ¢ encontrado no Brasil e o outro esté restrito principalmente ao continente africano
(Palasio, 2011). Outras diferengas existem, tal como o numero de embrides por desovas que €

diferente entre as duas espécies, sendo menor em B. truncatus (£20) quando comparado com
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B. glabrata (£30). Além disso, o tempo necessario para B. fruncatus atingir o tamanho adulto
¢ menor quando comparado com B. glabrata (Liang et al., 1987) e finalmente, a quantidade
de cercarias liberadas por B. truncatus (300-500) também ¢ menor quando comparada com B.

glabrata (2000-4000) (Tucker et al., 2013).

1.1.1 Schistosoma mansoni x hospedeiro intermediarios (no Brasil)

Das 26 espécies de Biomphalaria encontradas na América do Sul, 11 estdo no Brasil e
3 destas espécies sdo de importancia epidemioldgica sendo elas B. glabrata, B. tenagophila ¢
B. straminea (figura 4). Em ecossistemas naturais € possivel encontrar esses hospedeiros com
porcentagens de infec¢@o natural diferentes, em B. straminea com até 4% e atingir até 52%
em B. glabrata (Callisto et al 2005). Entretanto ¢ interessante ressaltar que B. straminea ja foi
encontrada infectada com S. mansoni com uma taxa de infec¢do de 28% no municipio de
Jaboticatubas em Minas Gerais (Massara et al., 2002). Independentemente do modelo
estudado, existe uma forte correlacdo entre a abundancia do hospedeiro invertebrado de uma

determinada area com a taxa global de infec¢do (Favre et al., 2002).

Adaptado de Lopes et al., 2017

i Dist. da esquistossomose [:] B. straminea

B B. glabrata B 5. tenagopnila

Figura 4: Mapa da distribuicio do género Biomphalaria e sua associacdo com a esquistossomose.
(Adaptado de Lopes et al., 2017)

No Brasil, o B. glabrata ¢ o hospedeiro invertebrado de maior importancia devido a
sua ampla distribui¢do e altos indices de infec¢do. Esse hospedeiro pode ser encontrado em
muitas bacias de agua doce do pais. Neste hospedeiro, o desenvolvimento do S. mansoni
ocorre de uma forma mais eficiente do que nas outras espécies hospedeiras (Lutz, 1999;

Paraense e Correa, 1963).
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Na regido sudeste e sul do Brasil, a B. tenagophila ¢ o principal hospedeiro do S.
mansoni (Simdes et al., 2013). Esses caramujos sdo considerados um complexo de espécies
que incluem a subespécie B. ftenagophila guaibensis (Paraense,1984) e a espécie B.
occidentalis (Paraense, 1981; Tuan et al 2012). Em alguns locais existe alta prevaléncia de B.
tenagophila, mas semrpe com menores indices de infeccdo quando comparados com B.
glabrata (Carvalho, 1992).

Com relagdo a Biomphalaria straminea, ¢ encontrada na natureza com menores taxas
de infeccdo quando comparado com B. glabrata e B. tenagophila (Carvalho, 1992).
Caramujos da espécie B. straminea sido considerados hospedeiros intermediario com a melhor
capacidade de adaptacdo ao meio ambiente (fatores climaticos) e podem ser encontrados em
quase todas as bacias de agua doce do Brasil (Paraense, 1986); porém, ¢ no Nordeste que esse
hospedeiro é considerado um transmissor importante de S. mansoni, sendo que no Ceara é a

Unica espécie transmissora do parasito (Paraense & Correa 1987).

1.1.2 Schistosoma haematobium x hospedeiros intermediarios

Das 207 milhdes de pessoas estimadas de estarem infectadas com algum tipo de
esquistossomose no mundo, 85% estdo localizadas na Africa sendo mais da metade destas,
infectadas por S. haematobium (WHO, 2017). A distribuicdo dessa espécie ¢ limitada pela
distribuicdo dos seus hospedeiros intermediarios (Agatsuma, 2003) que sdo caramujos do
género Bulinus (Muller, 1781). No total existem 37 espécies pertencentes a esse género,
(Brown, 1994) porém somente algumas espécies (Bulinus africanus, Bulinus forskalii, B.
globosus, Bulinus reticulatus, B. nasutus, B. senegalensis e Bulinus truncatus) estdo
envolvidos na transmissao do S. haematobium (Salawu & Odiabo, 2012).

Como citado anteriormente, Bulinus truncatus (Audouin, 1827) € o principal
hospedeiro intermediério de S. haematobium. Esse caramujo ocorre principalmente na Africa,
onde esta concentrado no Sul do Egito, Sudao, Mauritania, Africa do Norte e todas as regides
do Oeste até o Leste da Africa (Rollinson et at., 2001). O pais mais ao norte onde é possivel
encontrar esse caramujos ¢ Portugal, Italia (Sardenha) e Franca (Cdrsega) A transmisséo ja foi
descrita na regido mediterranea e no sudoeste asiatico, onde foi encontrado na Arabia Saudita
e [émen (Van Damme et al., 2012).

Existem outras espécies do género Bulinus que ja foram descritas infectadas com S.
haematobium, e portanto, possuem importancia como hospedeiros intermedidrios (Vercruysse
et al., 1994; Rollinson et al., 1997). Existe uma adaptagao entre as cepas de S. haematobium e

os seus hospedeiros intermediarios locais, pois nos focos onde se encontra uma cepa de S.
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haematobium infectando Bulinus globosus, essa mesma cepa ndo ¢ compativel com B.
senegalensis (Southgate ef al., 2000).

De uma forma geral, é dificil determinar “a priori” qual a espécie de hospedeiro
intermediario ou linhagem geografica que melhor se adapta ao seu parasito. O papel de cada
espécie varia de acordo com os paises em que se encontram. Por exemplo, em Camardes, o B.
truncatus é mais importante na transmissao de S. haematobium do que B. globosus (Njiokou
et al 2004) enquanto no Senegal, os principais vetores de S. haematobium sdo: B. globosus, B.

senegalensis and B. umbilicatus (Séne, Southgate & Vercruysse, 2003).

1.2 Ciclo de vida da esquistossomose

O ciclo de vida do parasito (figura 5) ocorre quando os ovos do parasita sdo
eliminados pelas fezes ou pela urina, dependendo se o hospedeiro vertebrado se encontra
infectado com S. mansoni ou S. haematobium, respectivamente. Os miracidios presentes
dentro dos ovos, eclodem quando s3o estimulados por alguns fatores, tais como a presenca de
iluminacdo, temperatura e contato com a agua. Esses parasitos sdo ciliados e com
movimentagdo ativa. Nessa fase, o miracidio tem um periodo de tempo curto para encontrar e
penetrar nos seus hospedeiros intermedidrios. Uma vez dentro do tecido dos caramujos, os
miracidios perdem seus cilios e ocorre degeneracdo gradativa do terebratorium, a parte
anterior do miracidio. Com estas mudangas morfologicas, o parasito torna-se imével e passa a
ser chamado de esporocisto primario. Duas semanas apds a infec¢do, o esporocisto primario
migra para o hepatopancreas (glandula digestiva) e para os ovotestis (glandula reprodutiva)
passando a ser chamado de esporocisto secundario. Esses esporocistos secundarios contém as
células germinativas, que darfo inicio a formagdo das cercarias dentro do caramujo. A
eliminagdo de cercarias em S. mansoni, ocorre mais ou menos 30 dias apods a penetragdo do
miracidio. Uma vez na agua, as cercarias sdo capazes de penetrar na pele e mucosa de

algumas ordens de mamiferos. (Carvalho et al., 1992)
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adaptado Fila et al., 2017

miracidio
Hospedeiro Verme adultos

invertebrado

schistossomulos

Cercéria \E

esporocisto secundario = 7
Produgdo de cercérias dentro

do esporocisto secundario Hospedeire vertebrado

Figura 5: Ciclo de vida do Schistosoma sp. (Adaptado de Pila et al., 2017).

Nesta etapa, apds a penetracdo no hospedeiro vertebrado, as cercarias perdem a cauda,
o revestimento externo (glicocalice) e o conteudo glandular, e entdo, passam a serem
chamadas de esquistossomulos. No caso do S. mansoni, apds chegarem aos pulmdes os
esquistossomulos migram para o figado, no qual atingem a maturidade sexual. Nessa etapa
ocorre uma clara distingdo entre o verme macho ¢ o verme fémea, ¢ entdo, ocorrera o
acasalamento. Os casais de vermes agora sdo encontrados juntos, onde a fémea esta localizada
dentro do canal ginecéforo do macho e ambos no figado migram preferencialmente para as
vénulas do plexo hemorroidario, onde depositam seus ovos nos tecidos, os quais irdo se
desenvolver até o estddio de maturacdo (formagao dos miracidios). Ao atravessarem a mucosa
intestinal, alguns ovos sdo eliminados pelas fezes dando continuidade ao ciclo, e outros
podem ficar depositados no figado e outros 6rgdos, causando manifestagdes clinicas e levando
a uma resposta imuno-inflamatéria, os granulomas, que sdo elementos fundamentais para a
patologia da esquistossomose.

No ciclo do S. haematobium, os vermes adultos sdo encontrados nos principais 6rgaos
localizados no plexo vesical, pélvis, bexiga, utero e cérvix. A fémea libera os ovos que
penetram nesses tecidos, os quais passam a serem excretados preferencialmente na urina, para
que o ciclo possa continuar. Assim como 0s ovos do S. mansoni, os ovos do S. haematobium
podem ndo sairem pela urina e ficarem presos nos tecidos dos 6rgdos pélvicos, bexiga, utero e
0s Orgdos genitais masculinos e femininos. Os ovos presos induzem a formacdo de

granulomas e eventualmente, pequenos nodulos fibroticos conhecidos como “sandy patches™
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(Botelho et al., 2011; Brindley & Hotez, 2013). A presenca de diversos granulomas e “sandy
patches™ causam inflamac¢do da bexiga e da uretra, os quais sdo associados a sintomas como
hematuria em mais de 50% dos casos (Van der Werf et al., 2003). Os demais sintomas que
podem ocorrer sdo a obstru¢do da uretra causando deformidade do 6rgdo, infec¢do secundaria
renal e do canal urinério, hidrofenosis (inchaco do rim) e por fim faléncia, a total desse 6rgao.
A associa¢do do parasitismo e a sua relevancia com o desenvolvimenrto de cancer é um dos

aspectos mais preocupantes da doenca. (Botelho et al., 2009).
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Capitulo 1: “Avalicio da resisténcia adquirida em Biomphalaria glabrata
previamente infectada por Schistosoma mansoni, e curadas por associacio
de praziquantel (PZQ) e oxamniquina (OXA).”

1. Introduciao:

A compatibilidade entre o parasito e o hospedeiro intermediario tem como
componente fundamental o sistema de defesa interno (SID) do caramujo, fato este que
determina a susceptibilidade ou a resisténcia a infec¢do. (Basch, 1976; Negrao-Corréa et al.,
2007; Mitta et al., 2017). Uma hipotese que explica essa complexa interacdo que conduz a
susceptibilidade ou resisténcia de um hospedeiro invertebrado, é o fato do individuo possuir
0s mecanismos para combater a infec¢do, sendo que uma infeccdo estabelecida revela o
“status” de susceptibilidade do hospedeiro (Webster & Davies, 2001). Nesse caso, a interagao
do sistema efetor e anti-efetor do hospedeiro e parasito tenderia ao processo de resisténcia
(Mitta et al., 2017)

Por outro lado, existe uma segunda hipdtese que defende a idéia de que todos os
hospedeiros invertebrados seriam capazes de apresentar um status de resisténcia ou de
susceptibilidade dependendo do fenotipo conjunto do parasita e hospedeiro (Theron &
Coustau, 2005). Nessa hipotese, todos os caramujos seriam potencialmente susceptiveis se
expostos ao parasito de fenotipo correspondente (Theron et al., 2008). Nessa situagdo, a
diversificagdo e polimorfismos dos antigenos e receptores imunologicos vao caminhar para
uma combinacdo que levaria ao parasitismo efetivo ou ndo do par Biomphalaria/Schistosoma
(Mitta et al., 2017).

Diferentemente do sistema imune dos vertebrados, os caramujos ndo possuem
linfécitos e sistema de complemento, porém existe uma capacidade de reconhecimento do
proprio e do ndo-proprio (Bayne, 1983). O sistema de defesa interno (SID) € composto por
hemocitos que possuem semelhancas com macrofagos de mamiferos e por fatores solaveis da
hemolinfa geralmente produzidos pelos hemocitos. (Pereira et al., 2008)

Os fatores soluveis estdo envolvidos diretamente na destrui¢do de esporocisto e
também na preparagdo de hemocitos para montarem uma resposta celular (Pila et al., 2017).
Entre as proteinas encontradas nos fatores soliveis envolvidas na resposta imune, pode-se
citar: os receptores de reconhecimento de padrdo (RRP) como o “B. glabrata thioester-

containin rotein” (BgTEP), citotoxinas, como as espécies reativas de oxigénio e
b
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biomphalysina (moléculas capazes de lisar células alvo) e lectinas, como proteinas chamadas
FREPs (“fibrinogen related proteins™)(Wu et al., 2017).

Os hemocitos podem ser circulantes ou estarem fixos nos tecidos do caramujo e sdo os
principais responsaveis pela destrui¢do dos esporocistos (Pila et al., 2017). Estas células sao
produzidas pelo tecido hematopoético encontrado em diversas partes do caramujo, incluindo o
denominado “amebocyte producing organ” (APO), o6rgdo produtor de amebocitos localizado
na parede pericardial anterior (Lie et al., 1975; Souza e Andrade, 2005; Jeong et al., 1983).
Este 6rgdo é composto por tecidos de células estratificadas na regido reno-epicardial, o qual,
quando estimulado sofre sucessivas mitoses formando os hemécitos (Souza & Andrade 2005).
Deve-se notar que a producdo de hemocitos ja foi documentada ndo somente no APO mas
também em tecidos da glandula digestiva e na regido cefalopodal do molosco (Pila et al,
2016).

No que se diz respeito a resposta protetora, os hemocitos realizam fagocitose,
encapsulamento e exercem a citotoxidade em patogenos (Ataev et al., 2016; Humphries &
Yoshino, 2008). De acordo com a nomenclatura atual, os hemocitos sdo divididos em
granulocitos e hialinocitos, dependendo da granulidade e do tamanho da célula (Ataev et al.,
2016; Adema et al., 1992; Cheng, 1975). A quantidade e a propor¢do dessas células no
molusco variam de acordo com infecgdes por patdgenos, assim como as de espécie de
caramujo (Ataev et al., 2016; Pila et al., 2016; Noda & Loker, 1989).

Apos a infec¢do com o S. mansoni, os hemocitos sofrem proliferagdo e diferenciagéo
em subconjuntos funcionais distintos (Pila et al., 2017). A subdivisdo de hemdcitos t€m sido
recentemente investigada, principalmente através da presenga ou auséncia de fatores
associado aos hemocitos, Bgkrep3 e BgTLR, importantes na defesa contra S. mansoni
(Haninton et al., 2010; Pila et al., 2016).

Ambo, granulécitos e hialindcitos, podem realizar fagocitose, e se tratando de
particulas maiores (como a fase intralarval do Schistosoma ssp.), a fagocitose se resumiria em
descamar as microvilosidades do tegumento do esporocisto em pequenos fragmentos (Ataev
et al., 2016; Loker et al., 1982). Contudo, a principal fun¢do da fagocitose ¢ a eliminacio de
“debris” elulares provenientes de parasitos mortos (Loker et al., 1982). O encapsulamento € o
principal mecanismo de eliminagdo de parasitos. Os granuldcitos sdo atores essenciais na
resposta protetora contra o Schistosoma, realizando o encapsulamento dos esporocistos em até
uma hora apds a penetracdo do miracidio, em cepas de caramujos resistentes (Bayne et al.,
1980; Nacif-Pimenta et al., 2012). O recrutamento de hemdcitos para o local da invasdo dos

parasitos ocorre através da produgdo de quimiocinas produzidas tanto pelos hemdcitos quanto
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pelo parasito (Pila et al., 2017). A Unica quimiocina caracterizada funcionalmente até o
momento em B. glabrata é o “macrophage migration inhibitory fator” (MIF) (Huang et al.,
2017; Baeza Garcia et al., 2010). Outro fator excretado que potencialmente possui carater de
quimiocina € o “allograft inflammatory fator” (AIF). Outra evidéncia indicativa da funcéo de
uma quimiocina € o aumento de transcritos apds as infec¢des com parasitos e a expressdo
basal mais elevada em cepas de B. glabrata resistentes (Locker et al., 2012; Larson et al.,
2014). No genoma do B. glabrata ja foi identificado multiplos homdlogos de MIF,
interleukina-17 e fator de necrose tumoral (TNF), porém estes ainda ndo foram
funcionalmente caracterizados (Adema et al., 2017)

Nacif-Pimenta e colaboradores (2012) estudaram o processo de interacdo na fase
inicial da infecc¢do entre os esporocistos de S. mansoni e o SID do caramujo B. tenagophila
usando linhagens resistentes e susceptiveis ao parasita. Os resultados obtidos através da
microscopia laser confocal, microscopia optica e ensaios in vitro de interagdo mostraram uma
destruicdo rapida e total dos esporocistos quando em contato com os hemdcitos da linhagem
B. tenagophila resistente (cepa Taim). Porém, quando em contato com hemocitos da linhagem
B. tenagophila susceptivel (cepa Cabo Frio), observou-se uma mortalidade parcial
permanecendo varios esporocistos vivos.

Algumas hipoteses que explicam a capacidade de uma mesma cepa de S. mansoni
induzir resposta diferentes em B. glabrata sdo consideradas. A mais discutida seria a
incapacidade dos hemocitos de B. glabrata susceptiveis de reconhecer o parasito invasor.
(Pila et al., 2017; Mitta et al., 2017). Outra hipotese considerada seria que S. mansoni
produziria fatores conhecidos como “produtos de transformagao larval” (PTL) que inibem a
acdo de hemocitos de caramujos susceptiveis. As interferéncias afetariam a mobilidade, a
proliferagdo celular sintese de proteinas e a produgdo de espécies reativas de oxigénio (Lodes
et al., 1990; Lodes et al., 1991; Zahoor et al., 2009). Independentemente do mecanismo de
acdo, a falta de reconhecimento impediria a cascata de resposta protetora: 1-recrutamento dos
hemocitos ao local de invasdo & 2-produgdo de proteinas possibilitando interagdes células a
celula » 3-ativag@o dos hemdcitos & 4—encapsulamento do parasito » 5-producdo de fatores
citotoxicos & 6-destrui¢do do parasito (Negrdo et al., 2007).

Outro aspecto interessante ¢ o uso de drogas ativas contra o S. mansoni como o
Praziquantel (PZQ) associado com a Oxamniquina (OXA), os quais atuam na fase
intramolusco, destruindo os esporocistos. Mattos e colaboradores (2006, 2007) através de
marcadores fluorescentes especificos avaliaram a agdo dessas drogas sobre o tegumento e

vesiculas acidas presente no interior do parasita. Verificou-se que a associagdo OXA/PZQ no
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periodo patente ndo somente interrompeu a elimina¢do de cercdrias como também levou a
“cura” dos caramujos previamente infectados.

Praziquantel ¢ OXA sdo farmacos amplamente utilizados no tratamento da
esquistossomose em humanos no Brasil. Um dos modos de a¢do do PZQ ¢é a diminui¢do do
fluxo de fons de Ca'" na musculatura do parasito, atuando principalmente nas fémeas,
impedindo a contracdo e o relaxamento muscular controlado, ocasionando mudan¢as no
tegumento. A partir de entdo, o parasito ndo consegue mais se fixar na parede da musculatura
do hospedeiro e ¢ expelido. J& a OXA, outrora utilizada no tratamento de S. Mansoni, inibe a
sintese de acidos nucleicos, porém ndo possui eficacia em S. haematobium e S. japonicum. A
OXA atua principalmente sobre os parasitos machos. (Tebeje et al., 2016)

Até o momento, todos os estudos relacionados a resisténcia adquirida em moluscos
foram realizados baseados em infec¢des consecutivas de trematddeos da mesma espécies ou
em espécies diferentes, irradiados ou nao (Lie & Heyneman, 1972; Van der Knaap & Loker,
1990; Loker, 1994; Lie, Heyneman & Richards 1977 a, b ; Southgate et al. 1989; Sousa,
1992; Sire, 1998; Lie & Heyneman, 1975; Lie, Heyneman & Lim, 1975, Lie & Heyneman,
1979b), ou seja, os miracidios/esporocistos da primeira infec¢do estavam sempre presentes até
o momento da segunda infecgéo.

Considerando o exposto, foi desenvolvida uma metodologia de cura de caramujos
infectados, utilizando-se a associacdo de duas drogas esquistomicidas (Praziquantel® e
Oxaminiquina®) que matam o esporocisto secundario intra-molusco da primeira infec¢éo
(Mattos et al., 2007). Com essa nova abordagem foi possivel estudar, o efeito de resisténcia
adquirida residual dos caramujos sem a presenga dos parasitos da primeira infec¢ao e também
transferéncia de  resisténcia por transfusdo de hemolinfa dos  caramujos

“curados” para controle normais.
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2. Justificativa

O capitulo 1 desse trabalho visa ampliar o conhecimento do processo de interagdo do
parasito S. mansoni com o hospedeiro invertebrado, o caramujo B. glabrata. O uso conjunto e
o dominio de varias técnicas abrem perspectivas interessantes para estudos da resposta do
hospedeiro invertebrado a infeccdo pelo parasita. Conhecendo como os mecanismos de
resposta protetora atuam no parasito pode-se ter ferramentas para controle da doenga em
intervengdes por introducdo de linhagens resistentes de Biomphalaria. Além do mais,
experimentos que ajudam a elucidar os mecanismos por tras da memoria da resposta imune

inata ird contribuir para o conhecimento geral de imunidade dos invertebrados.
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3. Objetivo Geral

Avaliar comparativamente o processo de reinfeccdo do Biomphalaria glabrata primo
infectado e curado (tratado com PZQ e OXA) e desafiado pelo S. mansoni (infeccdo

secundéria) tendo como controle a infec¢@o priméria de caramujos normais.

3.1 Objetivos especificos

a) Analisar a histopatologia geral do processo de re-infec¢do (infec¢do secundaria) de
caramujos primo infectados e curados, comparando-os com caramujos que somente
desenvolveram uma infecgdo primaria.

b) Verificar as principais estruturas anatomo-morfologicas do hospedeiro invertebrado
através da cinética de infecgdo do S. mansoni.

c) Awvaliar o efeito da transferéncia das hemolinfas de caramujos B. glabrata tratados e
curados e estudados a dinamica de infecgdo pelo S. mansoni considerando os 4 grupos

citados.
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4 Material e Métodos

4.1 Caramujos utilizados
Serdo utilizados caramujos da espécie B. glabrata (Barreiro de Cime) mantidos

rotineiramente por mais de 30 anos no Moluscario do Instituto de Pesquisa René Rachou
(FIOCRUZ). Os caramujos foram divididos em 4 grupos experimentais sendo: grupo A -
infectados (infec¢do primaria), grupo B — ndo infectados (controle) grupo C — ndo infectados
e tratados (controle do tramento) e grupo D — infectados, tratados e re-infectados. No grupo
de caramujos tratados foram realizados dois tratamentos sendo cada tratamento com duracgéo
de 5 dias consecutivos € uma semana de intervalo entre eles. A dosagem fornecida foi de
500mg/Kg de OXA (Mansil -Pfizer S.A) e 1000mg/Kg de PZQ (Cestox - MERCK),

misturados na ragdo de consumo diaria (Mattos et al., 2007).

4.2 Obtencdo dos miracidios
Os parasitos utilizados foram S. mansoni da cepa LE, isolada pelo Dr. José Pellegrino

em 1968 e mantida por mais de 35 anos no Moluscario/ Laboratério de Esquistossomose do
Instituto de Pesquisa René Rachou. Os ovos foram obtidos a partir de figado de hamsters
infectados com S. mansoni e expostos a luz artificial para liberagdo do miracidio. Os
miracidios foram separados e a concentragdo de 10 miracidios por ml. Sendo que cada

caramujo recebeu Iml.

4.3 Infecgao de Caramujos
Caramujos de cada grupo foram expostos, individualmente, a 10 miracidios de S.

mansoni (cepa LE), segundo a técnica descrita por Souza (1993). Resumidamente, em torno
de 500 ul de agua desclorada foi colocada em placas de culturas de 24 pocos. Uma
concentracdo final de 10 miracidios foi colocada dentro de cada poco. Em seguida, os
caramujos foram colocados individualmente em cada pogo na presenga de luz em torno de 4
horas para estimular a infeccdo. Apds essa infec¢do os caramujos foram colocados em cubas e
feita a sua manutengdo de rotina, conforme o procedimento do moluscario do Instituto de

Pesquisa René Rachou.

4.4 Verificagdo de caramujos infectados
Apds 30 dias, os caramujos foram colocados novamente em placas de culturas de 24

pogos com 500ul de agua. Na presenga da luz os caramujos foram mantidos por 40-60

minutos e sob uma lupa, cada poco foi examinado para determinar a presenca ou auséncia de
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cercarias. Desse momento em diante, somente os caramujos, nos quais foram encontradas
cercarias, permaneceram no grupo de caramujos infectados. Os caramujos onde ndo foram

encontradas cercarias foram descartados.

4.5 Tratamento dos caramujos infectados
Nos grupos de caramujos tratados, a dosagem fornecida foi de 500 mg/Kg de OXA

(Mansil - Pfiser S.A) e 1000 mg/Kg de PZQ (Cestox - MERCK) por caramujo. O tratamento
dos caramujos foi realizado de acordo com Mattos e colaboradores em 2007. Resumidamente,
cada caramujo foi pesado individualmente ¢ uma média do peso total do grupo foi obtida para
cada grupo. Uma combinacdo de ra¢do de camundongo (Nuvital) triturada e aPZQ/OXA foi
fornecida a cada caramujos com as devidas propor¢des. Baseado no peso médio dos
caramujos foi feita uma pasta com agua, ragdo e as drogas. Cada caramujo recebeu 100 mg
dessa combinagdo por dia. O tratamento durou 2 semanas com um intervalo de uma semana
sem medicamento. A comida normal (alface) dos caramujos foi interrompida € na primeira
semana os caramujos receberam o tratamento durante 5 dias consecutivos, onde 100 mg da
combinagdo de ragdo e drogas foi colocada para cada caramujo diariamente. Cada novo dia de
tratamento a agua do recipiente onde o caramujo se encontrava foi trocada e verificou-se que
os caramujos tinham ingerido toda a racdo de consumo didria com a dosagem de
medicamento. Na segunda semana, os caramujos tiveram uma pausa no tratamento e a alface
voltou a ser fornecida para cada caramujo sendo neste momento interrompido o tratamento.
Na terceira semana, a ra¢do com as drogas voltou a ser fornecida para os caramujos sendo

seguido 0 mesmo esquema descrito anteriormente.

4.6 Verificagdo de caramujos curados
Trinta dias apds o tratamento, os caramujos foram examinados para verificacdo da

eliminacdo cercarias. Os exames ocorreram até¢ 4 semanas apos o término do tratamento. Os
caramujos que permaneceram sem eliminar cercarias foram considerados curados. Desse
momento em diante, somente os caramujos que ndo tivessem liberando cercarias continuaram
no grupo. Os caramujos nos quais o tratamento nio funcionou, sendo verificada a presenga de

cercarias, foram descartados.

4.7 Re-infecc¢do de caramujos curados
Apds a confirmagdo de cura dos caramujos tratados, foi feita a re-infeccdo desses

caramujos. Os caramujos primo infectados foram individualmente expostos novamente a 10
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miracidios cada por 4 horas na presenga de luz. Caramujos da mesma idade e nunca
infectados, foram também expostos aos miracideos e utilizados de grupo controle, bem como
para comparagdo da resposta frente ao parasito. Os caramujos foram examinados em tempos

definidos apds a reinfecg¢ao.

4.8 Analise histopatologica dos caramujos
Para obten¢@o dos cortes histologicos, as partes moles dos caramujos foram fixadas

por no minimo 4 horas em Bouin (solu¢do de acido picrico, formaldeido e acido acético), nos
tempos especificos apds a sua exposicdo aos miracidios. O material foi entdo submetido ao
processo de emblocamento com parafina e cortados em microtomo. Apos a obtengdo das
laminas, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina, e montados para observagdo no

microscopio 6tico.

4.9 Transferéncia de hemolinfa
Para experimentos de transferéncia de hemolinfa, os caramujos foram separados em 4

quatro grupos:

1) Controle: caramujos sem receber hemolinfa

2) Receptores de hemolinfa de curados: caramujos que receberam hemolinfa de
caramujos que foram infectados e curados (descritos acima)

3) Receptores de hemolinfa de infectados: caramujos que receberam hemolinfa de
caramujos infectados

4) Receptores de hemolinfa de sadios: caramujos que receberam hemolinfa de caramujos

sadios (sem infecgdo)

O processo de transferéncia de hemolinfa ocorreu da seguinte forma: caramujos
receptores de hemolinfa foram anestesiados com pentobarbitol soédico diluido em agua
(Martins-Souza et al., 2001) por 8 horas. A anestesia permite o relaxamento muscular da parte
mole do caramujo, impedindo que a regido cefalopodal se retraia no momento da inje¢ao.

Em seguida, os caramujos doadores de hemolinfa foram separados e higienizados
rapidamente com algoddo em solugdo de etanol 70%. Através do uso de uma lupa o coracdo
foi localizado e perfurado com uma agulha de insulina. O liquido extravasado foi recolhido

com auxilio de uma seringa siliconizada e transferido para tubos Ependdorf siliconizados. Um
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“pool” de hemolinfa foi utilizado até completar a capacidade dos tubos de 1,5ml. Os
caramujos doadores de hemolinfa foram descartados apds a extragdo.

Imediatamente apds a extracdo da hemolinfa dos grupos doadores, os caramujos
receptores anestesiados foram brevemente higienizados com algoddao em solucdo de etanol
70% e injetados com a hemolinfa do grupo de interesse. Cada caramujos recebeu 200 ul de
hemolinfa na regido cefalopodal. Apds a transferéncia de hemolinfa, os caramujos foram
transferidos para aquérios de plastico e mantidos rotineiramente no moluscario.

Apds 24 horas, os trés grupos de caramujos receptores e controle foram infectados
com miracidios seguindo protocolo descrito anteriormente. Apds 4 semanas e novamente com
5 semanas, foram realizados exames de contagem individual do numero de possiveis cercarias
liberadas de todos os caramujos. Primeiramente, foi feito o protocolo de liberagdo das
cercarias, como descrito anteriormente em um volume de Sml por poco e em seguida, 1ml de
cada amostra foi recolhida e transferida para um tubo 1,5ml corretamente identificado. A
contagem das cercarias foi feita com auxilio de laminas escavadas, onde a totalidade do
volume recolhido foi fixado e corado com lugol e espalhado na lamina escavada e contado

com auxilio de microscdpio esteroscopio.

4.10 Graficos de transferéncia de hemolinfa

Andlises estatisticas foram feitas usando o software GraphPad Prism (Prism 5.01;

GraphPad Software Inc.). Foi utilizado o Teste T-Student para verificar diferengas estatisticas.
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5 Resultados

5.1 Analises histologicas

5.1.1 Exame histologico de B. glabrata apés interacio com S. mansoni (infeccio
primaria) 1 hora apés infeccio

Usando o modelo de B. glabrata susceptivel infectado com S. mansoni, foi possivel
observar diferentes rea¢des do caramujo a infecg¢@o (figura 6). Uma hora apos a infecgéo,
nota-se que os hemocitos ja sdo capazes de reconhecer a presenca do parasito (figura 6A e

6B). E com 12 horas de penetragdo existem esporocistos com auséncia parcial de hemécitos

ou como esporocistos com presenca mais forte de hemocitos (figura 6C e D).

Figura 6. Histologia de caramujos 1 hora e 12 horas apoés infeccdo primaria. A e B- miracidio recém
penetrado (linha tracejada) no tecido de B. glabrata 1 hora apds interagdo 40x e 20x respectivamente. Nota-se a
presenca de hemdcitos ao redor dos parasitos (setas amarelas). C- esporocisto primario (linha tracejada) apos 12
horas de interacdo 40x. Nota-se a pouca quantidade de hemdcitos ao redor do parasito (seta amarela). D-
esporocisto primario (linha tracejada) apds 12 horas de interagdo 40x. Observa-se uma maior quantidade de

hemocitos ao redor do parasito (seta amarela).

5.1.2 Exame histologico de B. glabrata 12 horas apos a re-infeccao (infeccio secundaria)
com S. mansoni

Caramujos B. glabrata susceptiveis foram infectados, em seguida curados com a
associa¢do de oxaminiquina e prazioquantel e posteriormente reinfectados. Apos 12 horas foi
possivel observar que, ao contrario dos caramujos na infec¢ao primaria (figura 7B), houve a

predominancia de esporocistos com pouca ou nenhuma resposta celular (figura. 7C, 7D e 7E).



28

AN

b ¢4.” BV ou iy o n & Ay & Nl 7h:'"
Figura 7. Histologia de caramujos 12 horas apds infeccio primaria e secundaria. A e B- esporocisto de
infeccdo primaria A- esporocisto (linha tracejada) com auséncia de resposta celular 20x. B- esporocisto (linha
tracejada interna) com intensa resposta celular (linha tracejada externa) 20x.C, D e E — esporocistos em
caramujos de infec¢do secundaria. C- esporocisto deteriorado (linha tracejada) com alguma resposta celular ao
redor do tegumento 40x. D e E - esporocistos sem reagdo celular. 63x.

5.1.3 Exame histologico dos Fenotipos de B. glabrata 24 horas, 15 e 30 dias apos a re-
infeccio (infeccio secundaria) com S. mansoni

No tempo de 24 horas apds a infecg@o secundéria foi possivel observar esporocistos
viaveis no tecido do caramujo (figura 8A) e também esporocistos com aspecto de deterioracao
do seu tegumento, apesar de ndo sido observado hemocitos ao seu redor (figura 8B). Apos 15
dias, foi possivel encontrar esporocistos em diferentes niveis de desenvolvimento (figura 8C e
8D). Na maioria dos esporocistos foi observado pouca ou nenhuma intera¢do dos hemocitos
com o parasito (figura 8C). Foi verificado poucos esporocistos com intensa resposta celular e
de forma interessante, esses esporocistos se encontravam proéximo a um esporocisto

desenvolvido, onde 0 mesmo nao possuia resposta celular (figura 8D).
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Com 30 dias ap6s a infec¢do secunddria observou-se diversos esporocistos

secundarios com grau avangado de desenvolvimento (figura 8E) e também observou-se

cergaria dentro de esporocisto (fig. 8F).

Figura 8. Histologia de caramujos de 24 horas até 30 dias em caramujos de infecciio secundaria. Diferentes
respostas imunes A- esporocistos vidvel sem resposta celular apdés 24 horas. B- Esporocisto sofrendo
deterioracdo apos 48h. Nota-se auséncia de resposta celular. 63x C- Esporocistos ap6s 15 dias. Observa-se 3
esporocistos sem resposta celular ao redor.20x D- Esporocistos ap6s 15 dias. Observa-se dois esporocisto com
diferentes niveis de interag@o, uma resposta celular muito acentuada (asterisco) e outro sem resposta (seta) 40x.
E- Apds 30 dias observa-se esporocistos livres de reposta celular. 20x. F- cercaria localizada dentro de um
esporocisto secundario

5.2 Transferéncia de hemolinfa de B. glabrata em diferentes condi¢des e subsequente
infec¢cdo em caramujos receptores.

Em seguida, foi retirada a hemolinfa de caramujos e separados nos seguintes grupos:
1) infectados e curados, 2) infectados e 3) nunca infectados. Essa hemolinfa obtida de cada
um desses grupos foi injetada em trés grupos de caramujos sadios: Hemolinfa de curados:
sdo os caramujos que receberam hemolinfa de B. glabrata que foram infectados e curados da
infec¢do. Hemolinfa de infectados: caramujos que receberam hemolinfa de B. glabrata que

foram somente infectados. Hemolinfa de sadios: caramujos que receberam somente
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hemolinfa de caramujos sadios. Além desses grupos, um grupo de caramujos sem ter recebido
hemolinfa foi utilizado como controle. Todos os quatro grupos foram infectados e uma
semana apos completar 30 dias de infecgdo, foram realizadas as contagens de cercarias (figura
9A).

Somente o grupo que recebeu a hemolinfa de caramujos infectados e tratados (grupo:
hemolinfa de curados), liberaram significativamente menor numero de cercarias quando
comparado com os outros grupos apos 5 semanas (fig. 9A). E, apds 6 semanas, foi observado
continuou liberando estatisticamente menor numero de cercarias quando comparado com o
controle (Fig. 9B). Além disso, o grupo que recebeu hemolinfa de caramujos infectados
também passou a liberar menor nimero de cercarias quando comparado com o grupo controle

e com o grupo que recebeu hemolinfa de caramujos sadios (figura 9B).
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Figura 9. Transferéncia de hemolinfa B. glabrata em diferentes condicdes de imunidades. Quatro grupos de
B. glabrata foram investigados através da contagem de liberagdo de cercaria. Um grupo controle (1), onde os
exemplares ndo receberam nenhuma transferéncia de hemolinfa. Os préximos trés grupos receberam hemolinfa
em diferentes condi¢gdes de imunidade e foram designados de caramujos receptores. B. glabrata que receberam
hemolinfa dos caramujos que foram infectados e posteriormente tratados(2). B. glabrata que receberam
hemolinfa que caramujos que foram somente infectados (3) e B. glabrata que receberam hemolinfa de caramujos
sadios (4). Apos a transferéncia de hemolinfa todos os grupos foram infectados e apds 30 dias e uma semana foi
realizado a contagem de cercérias. A- Apos uma semana ¢ possivel observar que o grupo de recebeu hemolinfa
de caramujos infectados e tratados liberam estatisticamente menos cercarias quando comparados com os outros
grupos. B- Apos duas semanas é possivel observar que a quantidade de cercarias liberadas pelo grupo que
recebeu hemilinfa de tratados e curados continuou liberando menos cercarias e ndo tem diferenca estatistica do
grupo que recebeu hemolinfa de caramujos infectados. Porém esses dois grupos liberam menos cercaria quando
comparado com o grupo de caramujos controle.
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6 Discussao

Nos vertebrados, a memoria imunologica é a capacidade de células especificas do
sistema imune reconhecer e “lembrar” de patégenos previamente localizados e montar uma
resposta quantitativamente e qualitativamente diferente (ex. mais forte e mais rapida) que a da
primo infec¢do (Sun et al., 2014). O préprio anticorpos e as células que produzem os
anticorpos tém sido o principal foco de estudo e até o presente momento, considerados os
unicos responsaveis pela capacidade dos vertebrados em desencadear uma memoria
imunoldgica que confere prote¢do contra patdogenos a longo prazo. Desde a descoberta da
vacina por Edward Jenner em 1796 contra variola (Riedel, 2005), a implementagdo da vacina
contra raiva de Louis Pasteur e a imunizagdo passiva descoberta por Shibasaburo Kitasato and
Emil von Behring (1890), os primeiros estudos de memoria imunoldgica em vertebrados eram
todos voltados para os anticorpos e as células produtoras de anticorpos (Sun et al., 2014).

Foi a partir dos anos de 1960 que pesquisadores descobriram que os linfécitos,
produzidos no timo, também desempenham um papel no reconhecimento de antigenos (Miller
& Mitchell, 1967; Mitchell & Miller, 1968). Desde entdo, formou-se 0 modelo de memoria
considerando-se que as células T CD8" CD4" sio formadas contra a presenca de patogenos
(Williams & Bevan, 2007; Swain et al, 2012; Mueller et al, 2013).

Atualmente existe um debate questionando a exclusividade da memoria adatptativa
seja de uso exclusivo dos vertebrados (Kurtz, 2005; Sadd & Schmid-Hempel, 2006; Hauton &
Smith, 2007; Vazquez, 2009). Ainda ndo foram consolidadas evidéncias que provem a
existéncia de imunidade adaptativa em invertebrados. Deve-se considerar que no reino animal
essa classe compde mais de 97% das espécies conhecidas. Ja se fizeram tentativas para
justificar a auséncia de anticorpos nos invertebrados. Seria o tempo de vida desses seres muito
curto onde ndo seria, do ponto de vista evolutivo, vantajoso preparar o organismos contra uma
segunda infecc¢do, pois o organismo ndo viveria tempo suficiente para se infectar novamente
(Kurtz, 2005).

Destaca-se, a partir dos anos 2000 um aumento no nimero de publicagdes onde a
memoria imunolégica em invertebrados tem sido alvo de investigagdes e comegou a ser
descrita em diversos invertebrados (Kurtz, 2004; Kurtz & Franz, 2003; Rodrigues et al., 2010;
Sadd & Schmid-Hempel, 2006; Hauton & Smith, 2007; Kurtz, 2005; Vazquez et al., 2009;
Cooper et al., 1992; Little & Kraaijeveld, 2004; Pham et al., 2007).

Ja foi demonstrado que em B. glabrata existe um processo primitivo, porém analogo

aos dos mamiferos em relagdo ao rearranjo genético de receptores de antigeno e de
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hipermutagdo somatica (Zhang et., al 2004). Esse trabalho mostrou pela primeira vez que nas
proteinas da hemolinfa, mais especificamente na regido do dominio da superfamilia de
imunoglobulinas, existe uma diversidade de hipermutagdo somatica formidavel, similar aos
vertebrados.

A resposta imune primaria em B. glabrata é essencialmente dependente da resposta
celular dos hemdcitos, porém, tem sido estudado que, aparentemente, subsequentes infecgdes
por S. mansoni possivelmente desloca a resposta imune celular para uma resposta humoral
(Pinaud et al., 2016). No entanto, para outros invertebrados ja foi demonstrada a atuagdo dos
hemocitos na resposta secundaria (Rodrigues et al., 2010; Roth & Kurtz, 2009; Pope et al.,
2011).

Os resultados do presente trabalho mostram que o B. glabrata ndo se tornam
totalmente imune a uma segunda infec¢do apos a cura da primo infec¢do por S. mansoni.
Contudo, o tratamento de quimioterapia foi capaz de eliminar os esporocistos da primeira
infec¢do e apds uma segunda infecgdo, claramente os caramujos apresentaram uma resposta
celular menor (auséncia de hemdcitos ao redor dos esporocistos) a infec¢do e uma menor
liberagdo de cercarias do grupo curado. Porém, ndo ficou elucidado o mecanismo que os
caramujos curados utilizam para diminuir a libera¢do de cercarias. Resultados semelhantes
com relagdo ao desenvolvimento do S. mansoni ja foram demonstrados, porém utilizando-se
uma abordagem diferente, como a habilidade de B. glabrata conseguir impedir o
desenvolvimento do parasito apos uma infec¢do secundaria (Portela et al., 2013; Pinaud et al.,
2016), entretanto, nesse caso, entende-se por infec¢do secundaria caramujos que possuem o S.
mansoni da primeira ¢ da segunda infec¢gdo ao mesmo tempo (ou seja infecgdes
concomitantes).

Nos estudos em que foram utilizados miracidios irradiados, os caramujos conseguem
eliminar os esporocistos, e ao reinfectarem esses caramujos com miracidios sadios, os
parasitos se desenvolvem apresentando a mesma prevaléncia dos caramujos controle (primo
infectados) (Portela et al., 2013; Azevedo et al., 2006).

Portela e colaboradores (2013) argumenta que é necessario que B. glabrata tenha
esporocistos da primeira infec¢do se desenvolvendo para que os esporocistos da segunda
infec¢do se tornem inaptos a se desenvolverem dentro do caramujo. Esse argumento pode
explicar os nossos resultados onde, existe a falta de capacidade do caramujos de eliminarem
os esporocisto da secunda infeccdo uma vez que esses caramujos foram curados da primeira
infeccdo com o tratamento por quimioterapia. Porém, mesmo com a auséncia dos

esporocistos da primo infecgdo, a transferéncia de hemolinfa de caramujos “primados”,
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conferiu uma diminui¢cdo no nimero de cercdrias liberadas em caramujos que receberam essa
hemolinfa e foram consequentemente infectados. Apds 6 semanas de infec¢do, o grupo que
recebeu hemolinfa dos caramujos infectados também teve o numero de cercarias diminuidas,
e o grupo que recebeu hemolinfa de B. glabrata infectados - tratados - curados, continuaram a
liberar menos cercarias do que o grupo controle. Este fato sugere que a hemolinfa do grupo
tratado e re-infectado acelera a resposta imunologica contra o parasito. Possivelmente,
existem outros fatores que contribuem para essa resposta a infec¢do e ndo somente a agdo
direta dos hemocitos.

Pinaud e colaboradores (2016) recentemente mostraram a importancia dos fatores
soluveis, como por exemplo a biomphalysina, que possui a capacidade de diretamente causar
a destrui¢do dos esporocistos, e que apos infecgdes secundaria, B. glabrata “primados”,
possuem niveis transcricionais mais elevados desse peptideo. Em outros grupos de moluscos
(escalope) também foi visto que lectinas (do tipo-C) sdo moduladas e participam da resposta
de memoria imune inata (Wang et al., 2013). Rodrigues et al. (2010) demonstraram a
habilidade de hemocitos serem ativados apds a transferéncia de plasma de mosquitos
infectados.

O presente trabalho mostrou que apesar de ndo conceder imunidade total, o processo
de infecgdo pelo S. mansoni e a cura dessa infegdo, através de quimioterapia, resulta em
algumas mudancas no sistema de defesa interno do B. glabrata. Contudo, através da
histologia ndo foi possivel determinar se houve uma maior migragdo de hemocitos e/ou
destruicdo de esporocistos mais intensa ou rapida por fatores soliveis, quando esses
exemplares curado foram re-infectados. Os resultados se mostraram inconclusivo pois, tanto
nos cortes histoldgicos dos controles quanto no grupo de interesse, era possivel observar: 1)
reagdes intensas de hemocitos ao redor dos esporocistos 2) esporocistos destruidos sem
resposta de hemocitos (levando a conclusdo da acdo de fatores soluveis) 3) esporocistos se
desenvolvendo naturalmente.

E interessante comparar esses resultados com outros experimentos no qual os
investigadores ndo curaram o B. glabrata antes de realizar a re-infec¢do. Nesses experimentos
os exemplares foram infectados e apos 25 dias foram re-infectado, e a imunidade contra a
segunda infeccdo foi total somente nessas condigdes. Porém fica claro que essa imunidade ¢
dependente da presenca constante de esporocistos da primeira infec¢do. Portela et al., 2013
realizou infe¢des concomitantes e observou que quando se usa miracidio de S. mansoni
irradiados na primeira infec¢do, na segunda infe¢do ndo foi obtida a protecdo quando

comparados com nao irradiados. Ou seja, de acordo com os autores, somente com miracidios
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normais e presentes dentro do tecido do caramujo € possivel obter uma protegdo total contra
uma segunda infecgao.

Porém, os nossos resultados de transferéncia de hemolinfa mostraram que existe
algum tipo de prote¢do quando a hemolinfa de caramujos primados (infectados e curados)
foram transferidos para exemplares controle. Apds a infec¢do dos caramujos que receberam
hemolinfa de caramujos primados, foi visto que a liberacdo de cercarias ¢ estatisticamente
menor quando comparado com os demais grupos.

A partir desses resultados € relevante verificar agora se a resposta contra a infec¢io
secundaria, que leva a uma protecdo parcial, ¢ liderada pelos hemdcitos ou se existe uma
tendéncia dessa resposta ser mais envolvida com os fatores humorais. Diversos autores tém
demostrado que a resposta celular ¢ aumentada apds um desafio secundario em diferentes
grupos de invertebrados (Netea et al., 2011; Rowley & Powell, 2007; Wang et al., 2013;
Rodrigues et al., 2010). Porém, um estudo recente obteve resultado prévio diferente
mostrando uma mudanga de resposta celular (na infec¢do primaria) para um aumento de
resposta humoral na infec¢@o secundaria (Pinaud et al., 2016).

De qualquer forma ¢ fundamental enfatizar as diferengas metodoldgicas entre os
experiementos. De acordo com o conhecimento atual da literatura, os nossos resultados
mostram pela primeira vez uma imunidade parcial, em uma segunda infec¢@o, em B. glabrata

completamente curados da infec¢do primaria.
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7- Conclusiao

1. A histologia mostrou que nao houve diferengas na reagdo ao redor dos esporocistos
que foram infectados tratados e reinfectados comparado com os esporocistos do grupo

controle.

2. Em ambos os grupos ocorreram reagdes forte da acdo dos hemdcitos quando foi

possivel observar esporocistos viaveis.

3. Esporocistos mortos sem a presen¢a de hemocitos foram observados nos dois grupos,

indicando destrui¢do por agdo dos fatores soluveis.

4. A transferéncia de hemolinfa de B. glabrata infectada e curada para um exemplar

normal resultou em uma resisténcia parcial da infecgdo por S. mansoni

5. Hemolinfa de B. glabrata que foram “primados” (através de infec¢do e consequente
cura por quimioterapia) se tornaram parcialmente resistentes quando essa hemolinfa foi

transferida para outro caramujo seguido de uma infecg¢do por S. mansoni.

6. A resisténcia parcial foi observada através do numero de liberagdo de cercarias 5
semanas apds a infeccdo por S. mansoni, numero que foi estatisticamente menor quando

comparado com os outros controles.

7. Apos 6 semanas, o grupo que recebeu hemolinfa de curados e o grupo que recebeu
hemolinfa de infectados tiveram o nuamero de liberagdo de cercaria estatisticamente

diminuido.
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8 Perspectivas para futuros experimentos

Como recentemente tem sido levantada a hipotese de que fatores humorais da B.
glabrata podem estar atuando na resposta a infec¢do secundaria por S. mansoni (Pinaud et al.,
2016), sdo necessarios mais experimentos para se entender a relacdo desses fatores humorais
com o modelo infec¢do — cura — reinfec¢do desenvolvido pelo nosso grupo. Com isso em
mente, pretendemos no futuro:

e Realizar experimentos de transferéncia de hemolinfa, separando células e plasma e
em seguida, avaliar o efeito na infec¢do e consequentemente na liberacdo de
cercarias;

e Caracterizar a expressdo da proteina FREP, biomphalysina e outros componentes
presentes nos fatores soluveis de Biomphalaria glabrata (cepa susceptivel,
Barreiro de Cima) e resistente (Torord) a infec¢do por S. mansoni) e Biomphalaria
tenagophila (cepa susceptivel (Cabo Frio) e resistente (Taim) a infec¢do por S.
mansoni.

e Avaliar como caramujos curados de uma primo-infec¢do modulam a expressdo de

FREP, biomphalysina e outros componentes ap6s uma segunda infecgao.
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Capitulo 2: “Avaliacao da resposta diferenciada de linhagens de células
epiteliais do trato biliar e da bexiga frente a interacio com ovos de
Schistosoma haematobium e Schistosoma mansoni”

1. Introducao

Dos aproximadamente 112 milhdes de casos de infeccdo por S. haematobium na
Africa subsaariana, 70 milhdes estdo associados 4 hematuria, 18 milhdes com maior patologia
da parede da bexiga e 10 milhdes com hidronefrose levando a sérios danos nos rins (Hotez et
al., 2009; King, 2010; Gryseel et al., 2006).

De extrema importanica ¢ o fato de que atualmente existe uma correlagdo
extensivamente documentada entre a infec¢do por S. haematobium ¢ a presenga de cancer de
bexiga em humanos (International Agency for Research on Cancer, 2011; Kuper et al 2000;
Shiff et al 2009; King & Dangerfield-Cha, 2008; Botelho et al, 2010; Chen and Mott, 1989;
Tawtik, 1988; Badawi et al., 1992; Mostafa et al., 1999; Fried & Mayer, 2011). Chegar a essa
correlag@o foi uma tarefa complexa, principalmente quando se considera a interacdo do agente
infeccioso, o parasito com o hospedeiro e certamente, também, aos longos periodos de tempo
no qual a doenga pode se encontrar latente no corpo do hospedeiro (Herrera & Ostrosky-
Wegman, 2001).

Dentre os agentes infeciosos que possuem uma correlacio comprovada com
carcinomas em humanos podemos citar diversos virus (HIV, HPV, Hepatite B e C, HHVS),
bactérias como o Helycobacter pylori, e helmintos tais como Schistosoma haematobium,
Opisthorchis viverrini, Opisthorchis sinensis Taenia solium, e Chlonorchis sinensis
Toxoplasma gondii, Theileria spp., € Tricomonas vaginalis (Khurana et al., 2005; Herrera &
Ostrosky-Wegmana, 2001). Um dado interessante ¢ que pessoas com carcinomas induzidos
por parasitas t€ém geralmente o quadro clinico revertido depois que a infeccdo ¢ debelada
(Kuper, 2000). Estes aspectos ddo suporte aos estudos da interagdo dos parasitas com
manifestagdes oncogénicas.

O primeiro passo na tentativa de conectar um agente infecioso com o desenvolvimento
de carcinomas foi um estudo publicado em 1910 por Francis Peyton Rous no “Journal of
Experimental Medicine”. O pesquisador demonstrou a capacidade de um cancer ter origem
infecciosa, inoculando o sobrenadante de células de um sarcoma de uma ave doente para um
exemplar sadio (Kuper et al., 2000). A importancia deste estudo ajudou o pesquisador a obter
prémio o Nobel de Fisiologia e Medicina em 1966 (Rous, 1910).

Em 1926, outro pesquisador, Johanes Fibiger, também tornou-se ganhador do do
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mesmo prémio Nobel, quando demonstrou a relacdo entre Spiroptera neoplastica (hoje
conhecido como Gongylonema neoplasticum) e carcinoma gastrico publicado em 1919.
Baratas infectadas com Spiroptera neoplastica serviram de alimentos para camundongos que
posteriormente desenvolveram carcinoma gastrico (Herrera & Ostrosky-Wegmana, 2001).
Apesar do trabalho ter recebido diversas criticas de metodologia, sua contribui¢do foi
fundamental para iniciar o desenvolvimento na area. Hoje ndo ha duvidas que existe relagdo
de cancer com agentes infeciosos (Fried et al., 2011).

A partir de entdo, principalmente entre os anos de 1951 e 1972 mais de 25 oncovirus
foram descritos em mamiferos, aumentando o interesse para estudar as possiveis relagdes
entre causa e efeito de uma infecgéo e a formagao de carcinomas (Kuper et al., 2000). Devido
as essas descobertas o governo dos Estados Unidos criou em 1960 o “US Virus Cancer
Program™ solidificando a hipotese da origem de formagdo de carcinomas através de infecgdes
(Kuper et al., 2000). O conhecimento atual do processo de carcinogénese indica que a
formacdo de um carcinoma se inicia com o rompimento da regulagdo da proliferagdo celular,
geralmente causado por fatores genéticos e epigenéticos, os quais culminam na instabilidade
do genoma (Loeb & Loeb, 2000; Trosko & Ruch, 1998).

Os mecanismos em que uma infec¢do podem levar a formacao de um carcinoma pode
ser descritos de diferentes maneiras, como por exemplo, um agente infeccioso que persiste em
um organismo por um tempo prolongado pode induzir uma inflamagao cronica. Com o passar
do tempo, a infiltra¢do constante de fagocitos para o local da infec¢do induz a uma producéo
constante de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NOS) (Oshima & Bartsch,
1994). Esta producédo excessiva e constante de ROS e NOS pode ocasionar danos irreversiveis
no DNA, proteinas, membranas de células modulacdo de atividades enzimaticas e afetando
expressdo gé€nica. Todas essas condi¢cdes podem induzir um quadro de carcinogénese. Ja foi
também demonstrado que a produ¢do de 6xido nitrico ndo somente tem um papel no efeito
citotoxico, mas também pode atuar como um genotdxico, influenciando a formagao de células
cancerigenas (Oshima et al., 1994; Wink et al., 1991). Devido a inflamagao cronica, as células
sdo estimuladas a se dividirem mais, aumentando a probabilidade de erros no DNA e
consequentemente, proporcionando um aumento de células malignas (Cohen et al., 1991).
Outro mecanismo de inducdo de oncogénes causados por agentes infeciosos € através da
modificagdo de genes do hospedeiro os quais estimulam a ocorréncia de mitoses sucessivas
ou entdo inibem os genes supressores de tumor. Esses mecanismos sdo formas de estimular o
crescimento de células cancerosas (Kuper et al., 2000).

Geralmente, o processo de carcinogénese ¢ complexo e a relacdo parasito hospedeiro
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pode estimular o inicio de diversas etapas que desencadeiam a formacdo de tumores (Herrera
& Ostrosky-Wegmana, 2001). O processo de formagdo de cancer por agentes infeciosos, em
pessoas que sofrem de imunossupressdo, principalmente aquelas que sdo submetidas a
inimeras infec¢des por virus, bactérias e fungos geralmente possuem uma forma muito
agressiva de divisdo celular desordenada (Beral & Newton, 1998).

Durante a infec¢do dos humanos pelo Schistosoma, em relagdo a localizagdao dos ovos
do parasita e o desenvolvimento de patologias ocorre uma distingdo importante entre os
orgdos alvos. O orgdo alvo principal para os ovos de S. mansoni que ndo foram liberados na
fezes ¢ o figado, levando a esquistossomose hepatointestinal e hepatoesplénica. Ja o érgdo
alvo para os ovos de S. haematobium que nao conseguem ser expelidos na urina é a parede da
bexiga, causando a esquistossomose urogenital, que eventualmente pode levar ao
desenvolvimento de cancer, entre outras patologias (Amorim et al., 2014).

A ocorréncia do carcinoma de bexiga e a presenca de esquistossomose urogenital
estdo intimamente conectadas (Khurana et al., 2005). A infeccdo prolongada com o S.
haematobium tem um impacto significativo e especifico no sistema uro-genital e possui uma
forte associagdo com o carcinoma de bexiga (Botelho et al., 2011; Abd El-Aal et al., 2015).
Atualmente cerca de 20% de todos os pacientes com carcinoma de bexiga podem ter o seu
cancer correlacionado a uma infec¢do cronica e/ou inflamagao (Nesi et al., 2015). Existem
diversas estatisticas que mostram que nos paises desenvolvidos o carcinoma de bexiga ¢
apenas a quinta causa de cancer (dentre os sete tipos de carcinomas mais comuns), enquanto
em viérios paises da Africa endémicos para a esquistossomose vesical, o carcinoma de bexiga
¢ o principal tipo de cancer (Botelho et al., 2011; Ferlay et al., 2012; Mostafa et al., 1999).
Em algumas regides onde S. haematobium é endémico, o cancer de alta prevaléncia nessas
regides ¢ o cancer de bexiga, em primeiro lugar para os homens e em segundo lugar para as
mulheres, atras somente de cancer de mama (Mostafa et al., 1999).

A deposigdo de ovos de parasita de S. haematobium eventualmente leva ao carcinoma
de células escamosas da bexiga (CCE) (Hodder et al., 200; Parkin, 2006). Geralmente, os
ovos que ndo sdo liberados ficam presos nos tecidos, causando resposta inflamatoria
granulomatosa. Apos um periodo prolongado de infecgdo, existe a possibilidade de que uma
pessoa continuamente infectada desenvolva um tipo de cancer especifico e relativamente raro
de cancer denominado carcinoma de CCE (Hansel et al., 2013).

O S. haematobium foi classificado como um carcinégeno do Grupo 1 (onde ha
evidéncia suficiente para correlacionar o parasito com a formagdo de cancer) pela Agéncia

Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) (I.W.G.o.t.E.0.C.R.t. Humans, Biological
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agents, 2012), embora os mecanismos celulares / moleculares que ligam a infec¢do por S.
haematobium com a carcinogénese da bexiga necessitam ser esclarecidos (Botelho et al.,
2009). Além disso, cerca de 75% das mulheres infectadas com S. haematobium sofrem de
esquistossomose genital feminina (EGF) do trato genital inferior (Hoetz, 2009). A EGF
resulta da deposicdo de ovos de esquistossomose no utero, colo do utero, vagina e / ou vulva e
com as respostas inflamatorias que se seguem, também aumenta a suscetibilidade ao HIV
(Santos et al., 2014; Feldmeier et al., 1994; Jourdan et. al., 2011; Kjetland et al., 2006).

A esquistossomose urogenital estd associada com hematuria, hidronefrose levando a
danos nos rins, formagao de tubérculos, pélipos, ulceras, cistite cistica, e/ou leucoplasia que
sdo visiveis por exame endoscopico (Mostafa, 1999). A deposicdo cronica de ovos de S.
haematobium frequentemente leva a carcinoma de células escamosas da bexiga. Os ovos
desses parasitas precisam sobreviver em um ambiente hostil onde sofrem constante agressoes
do hospedeiro vertebrado. Para tanto, os parasitos secretam fatores soluveis que interagem
com as células do hospedeiro (Herrera & Ostrosky-Wegman, 2001) inclusive modulando o
seu sistema imune, podendo levar a transformag¢fo maligna destas células. Apesar do
mecanismo dessa transformacdo ainda ser desconhecido, fica evidente que esse sistema induz
instabilidade genética nestas células do hospedeiro (Herrera et al., 1994). Antigenos solaveis
de ovos de Schistosoma ja foram implicados na progressdo de tumores (Ishii et al., 1989). Os
canceres de bexiga mais comuns e que estdo relacionados com esquistossomose urogenital
sdo os carcinomas de células escamosas (Botelho et al, 2011; Felix et al, 2008) podendo
chegar a uma proporcdo de até 60-90% em paises endémicos para S. haematobium (Fried et
al, 2011). Digno de nota que a esquistossomose urogenital € classificada como carcinogénica
de categoria 1 pela Agéncia Internacional de Investigacdo ao Cancer (Pisani, 1990). Outras
enfermidades, como infecgdes por Opisthorchis viverrini e Clonorchis sinensis também
possuem a mesma classificagdo (Bouvard et al 2009; Fried et al., 2011). Em relagdo a
esquistossomose urogenital, chega-se até a postular que a infeccdo com S. haematobium
aumenta em até 5 vezes a probabilidade de cancer de células escamosas (Chugh at al., 1986).
De fato, em regides onde S. haematobium ¢ endémico, ¢ possivel correlacionar maior taxa de
carcinoma de células escamosas na populagdo (Eble et al., 2004).

Em relagdo as diferentes manifestagdes de carcinomas epiteliais, esses tumores podem
ser divididos em carcinomas convencionais € ndo convencionais. Noventa por cento dos
carcinomas epiteliais sdo do tipo convencional e resultam de lesdes papilares ou planas in
situ, enquanto que os carcinomas ndo convencionais incluem; carcinoma de células

escamosas, adenocarcinoma e carcinoma de células pequenas (Hansel et al., 2012). A
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manifestagdo do carcinoma de células escamosas ¢ caracterizada por células invasivas
contendo desmossomas com formagdo de queratina (Hansel et al., 2013) na bexiga e, como
mencionado acima, estd intimamente relacionado com a infec¢do pelo Schistosoma, mais
especificamente, com S. haematobium. As células escamosas sdo células epiteliais localizadas
na camada externa da epiderme, passam por uma multiplicacdo rapida conforme a demanda
por novas células. As células uroteliais (células escamosas especializadas na uretra) se
estendem da pelve renal para a uretra e, sob certas condigdes, podem formar carcinoma de
células escamosas (Ewis et al., 2007). Individuos que desenvolveram céancer a partir de uma
infec¢do por S. haematobium possuem patologia e histologia de suas células malignas
distintas das células malignas de cancer de outras origem (Botelho et al, 2011). Analisando a
formagdo de cancer a partir da infec¢do por S. haematobium foi possivel observar que o
carcinoma de células escamosas ¢ o mais frequente sendo o carcinoma de células
transicionais, o mais comum em outro tipo de cancer ndo relacionado a infec¢do por S.
haematobium. Em paises como Egito, no Oriente Médio e alguns paises africanos, a principal
causa de CCE ¢ devido a infecgdo cronica de S. haematobium (Shokeir et al., 2004). Existem
outras causas de CCE que nio estdo relacionadas com a infecgdo por S. haematobium, como
infec¢do cronica de calculos urindrios, cateteres e outras infec¢des que representam 20% de
todos os SCC em paises como o Egito (Bahnson, 1997).

Por outro lado, comparando vermes adultos de S. haematobium, com vermes, adultos
de S. mansoni, verifica-se que vivem na regido mesentérica e depositam ovos que podem ficar
presos e causar fibrose do figado. Porém, apos exposicdo prolongada dos ovos, ndo ha casos
concretos de formagdo de tumores malignos hepaticos devido a esta presenga demorada de
ovos. Porém, levantamentos epidemioldgicos recentes tém mostrado uma correlagdo
estatisticamente significantes entre cancer coloretal em populagdes humana onde S. mansoni e
S. japonicum estdo presentes (Madbouly et al., 2007; Qiu et al., 2005; Nakatami et al., 2016).

Entre as diferentes espécies de Schistosoma, o S. haematobium também é considerada
uma espécie negligenciada (Rinaldi et al., 2011; Abd El-Aal et al., 2015). O seu genoma foi
sequenciado em 2012 por Young e colaboradores, mas ainda falta um maior nimero de
estudos, ao contrario do S. mansoni que tem sido extensivamente estudado. A falta de
esclarecimentos dos mecanismos moleculares e genéticos que levam ao desenvolvimento do
cancer ainda ndo foram completamente compreendidos (Sripa et al., 2012; Herrera &
Ostrosky-Wegmana, 2001) e isso faz com que esse parasito se torne um modelo interessante
de se estudar. Mesmo considerando que no Brasil ndo existe o hospedeiro invertebrado do

género Bulinus na natureza mas apesar de ndo existir a transmissao desta espécie (WHO
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2012), existem imigrantes que podem estar infectados portanto € um parasito importante nos
estudos comparativos entre a espécie S. mansoni e uma espécie africana de S. haematobium.
Os resultados poderdo ser relevantes pois comparando a patogenia entre essas duas espécies
sera possivel entender quais os mecanismos determinantes da diferenga no processo
patolégico entre elas.

No presente trabalho, foi examinado como as linhagens de células humanas
estabelecidas do urotélio da bexiga humana (HCV29) e dos colangiécitos humanos (H69)
respondem, in vitro, a presenca de ovos de S. haematobium ou S. mansoni. As células foram
co-cultivadas com ovos de ambas as espécie e a proliferacdo celular avaliada em tempo real
através do “xCELLigence” um sistema para o monitoramento em tempo real da viabilidade
celular (Ke et al., 2011). O aumento da proliferagdo de células uroteliais foi evidente quando
exposto a ovos de Schistosoma sp. Por outro lado, os ovos de ambas espécies de
esquistossomose induziram morte celular de colangidcitos. Estes efeitos fenotipicos foram
associados a perturbacdo da expressdo de genes envolvidos na oncogénese, transi¢ao epitelial-
mesenquimatosa e via apoptose.

Mais especificamente, este nosso estudo pretende conhecer e identificar as estruturas e
os mecanismos celulares e/ou moleculares que conectam a esquistossomose urogenital e
intestinal ao desenvolvimento do cancer de bexiga e como estes possiveis mecanismos que
poderiam ser implicados no cancer coloretal. Um conhecimento aprofundado destes
mecanismos podera auxiliar em futuras intervengdes para essa grave doenca negligenciada, a

esquistossomose.
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2. Materiais e métodos

2.1 Declarac@o de ética animal e infec¢do dos camundongos
Hamsters machos da linhagem LVG foram inicialmente comprados de Charles River

(Wilmington, MA, USA) e mantidos nas instalagdes de animais do Instituto de Pesquisa
Biomédica (BRI) localizado na cidade de Rockville nos Estados Unidos, a qual é credenciada
pela Associagdo Americana de Acreditagdo de Cuidados com Animais de Laboratorio
(AAALAC; # 000779) sendo registrado pela USDA em instalagdes para animais (51-R-0050).
A BRI possui uma Garantia de Bem-estar Animal em arquivo com os Institutos Nacionais de

Saude (NIH) e com o Escritério de Bem-estar Animal de Laboratorio (OLAW A3080-01).

A exposicdo dos hamsters as cercarias de S. haematobium e posterior colheita dos
tecidos foram aprovadas pelo Comité de Uso e Cuidados de Animais Institucionais do BRI.
Todos os procedimentos empregados foram consistentes com o Guia para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério (nimero de aprovagdo do protocolo 09-03).

Os camundongos infectados com a linhagem NMRI de S. mansoni (Porto Rico) foram
fornecidos pela BRI, de Rockville, MD, USA e mantidos conforme os protocolos seguidos e
aprovados pelo Comité Institucional de Caso Animal e Uso da Universidade George

Washington, localizada em Washington DC, Estados Unidos.

2.2 Obtengdo dos ovos de S. haematobium e S. mansoni de figados de hamsters e
camundongos.

A obtencdo dos ovos a partir dos figados de animais infectados ocorreu de acordo com
a técnica descrita anteriormente por Mann. et al em 2009 e Rinaldi em 2011. Schistosoma
haematobium ¢ mantido em hamsters ¢ o S. mansoni em camundongos. A extra¢do dos
figados de camundongos e de hamsters sio realizados da mesma forma e em capela de
exaustdo. Inicialmente, 3-5 figados de camundongos (linhagem Balb/C) infectados com S.
mansoni e 2-3 figados de hamsters (linhagem Golden syrian) infectados com S. haematobium
foram dissecados. Apos uma breve lavagem em agua seguida de uma solugdo de etanol a
70%, os orgdos foram picados finamente com uma ldmina de bisturi estéril em pequenos
pedacos e transferidos para um tubo conico de 50 ml contendo 45 ml de solugdo estéril de
salina tamponada com fosfato (PBS), 2% de solugdo antibidtica antimicotica (Life

Technologies) e 0,5% de colagenase (Sigma). Os pequenos pedacos de figados foram
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incubados com agita¢do suave ao longo da noite a 37°C. Apds esse periodo a solugdo foi
centrifugada a 400 g durante 5 minutos e lavados 3 vezes com PBS. Apo6s a tltima lavagem, o
sedimento foi ressuspenso em 25 ml de PBS e foi filtrado por véarias vezes em filtros estéreis
de 250 um e 150 u m para a retirada de material bioldgico. O filtrado final foi centrifugado a
400 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 3 ml de
PBS, colocado em uma coluna de Percoll, constituida por uma mistura de 8 ml de Percoll (GE
Healthcare Bio-Science AB) e 32 ml de sacarose 0,25 M. A solugao filtrada foi centrifugado
a 800 g durante 10 min. As células de figado e os debri celulares que permaneceram no topo
da coluna de Percoll foram removidos com uma pipeta Pasteur. Os ovos de Schistosoma se
sedimentaram no fundo do tubo. O pellet contendo os ovos foram lavados 3 vezes com PBS
para remog¢do dos residuos teciduais.. A purificagdo adicional dos ovos foi obtida por
ressuspensdo em 0,5 ml de PBS e aplicacdo em uma segunda coluna Percoll, preparada
misturando 2,5 ml de Percoll com 7,5 ml de sacarose 0,25 M. Finalmente, os ovos isolados
foram sedimentados, lavados como antes, contados € mantidos em cultura em DMEM (Meio
Dulbecco Modificado de Eagle), 10% de SFB (soro fetal bovino) e 2% de antibidtico-
antimicotico a 37°C, 5% em camara de cultivo contendo CO,. A viabilidade dos ovos foi
avaliada através da incubagdo de uma aliquota contendo algumas centenas de ovos colocados
na agua e sob a luz, os quais liberaram miracidios. Para os experimentos controles os ovos
isolados para serem mortos foram transferidos para tubos Eppendorf e incubados em um

bloco de calor a 80°C durante 10 minutos.

2.3 Manutencgdo e plaqueamentos das linhagem de células H69 e HCV29

A linhagem celular H69 de colangidcitos humanos ¢ uma linha de células epiteliais
derivadas do ducto biliar humano de um figado normal [23, 24]. As células H69 foram
utilizadas entre as passagens 10 e 30 e foram crescidas em meio de cultivo especifico
(DMEM 43,82%, 43,82% de DMEM / Ham F12, 10% SFB, suplementado com 1% de
adenina, 0,1% de insulina, 0,1% de epinefrina, 0,1% de T3-T, 0,03% de EGF (factor de
crescimento epidérmico), 0,03% de hidrocortisona diluida em 4% em DMEM e 1% de PS
(penicilina / estreptomicina).

A linhagem celular HCV29 humana ¢ uma linhagem celular derivada de uma célula
epitelial de transi¢do ndo maligna do ureter [25]. As células HCV29 foram utilizadas nas
passagens de 10 a 30 e foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e

1% de PS.
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As passagens de ambas linhagens celulares foram realizadas quando a confluéncia das
células atingia 90% em uma garrafa de cultura de 75 cm?. Uma dilui¢do de 1/10 de solugdo de
tripsina foram utilizadas para desprender as células a cada nova passagem. Ambas as
linhagens celulares foram rotineiramente testadas para a auséncia de micoplasma (dado ndo

mostrado).

2.4 Experimentos de co-cultura de H69 e HCV29 com ovos de S. haematobium e S. mansoni

Antes da co-cultura com os ovos de Schistosoma, as células H69 e HCV29 foram
semeadas em placas de 6 pocos a uma concentragdo de 3x10* células por poco contendo 2 ml
de meio de cultura até atingir 80% -90% de confluéncia, geralmente num periodo de 12-24
horas. As foram células foram mantidas em meio de cultura diluido a 1/20 com 1% de PBS
por 4 h antes da adi¢do dos ovos
Posteriormente, os pogos de células foram equipados com inser¢des Transwell de Corning 6
Well, Membrana de PET de 0,4 u m, tratada por TC. A seguir 500 ovos de S. mansoni ou S.
haematobium foram adicionados aos pogos das placas inseridas no Transwell. O Transwell
assegurou-se de expor as células ao produto excretor do ovo compartilhado num mesmo meio
de cultivo porém sem contatos fisicos diretos. Os Transwells foram removidos apos dois
tempos determinados: tempo inicial (2 horas) ou tempo tardio (24 horas). As células foram
entdo recolhidas para isolamento de RNA e analise de expressao de genes conforme descrito
abaixo. Células nao expostas aos ovos, porém cultivadas nas mesmas condi¢des, foram

incluidas como controle.

2.5 Avaliagdo em tempo real da proliferagdo celular pelo sistema xCELLigence

A proliferagdo das células H69 e HCV29 foi avaliada usando o sistema xCELLigence
DP (ACEA Biosciences, San Diego, CA, EUA) projetado para monitorar eventos em tempo
real. O equipamento mede a impedancia elétrica com os microeletrodos interdigitados
integrados no fundo da placa de cultura denominados E-placas (detalhes em
http://www.aceabio.com/main.aspx) [20, 26].

As células H69 foram semeadas com cerca de 5 000 células por poco em E-placas em
meio de culturas para H69, cultivadas durante um dia, lavadas com PBS e cultivadas em meio
H69 diluido 1/20 em 50% de DMEM e 50% de DMEM /Ham F12 contendo 1% de PS com

0,5% de concentragdo final de SFB [27] para posterior co-cultura com os ovos.
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Uma titulacdo inicial das células HCV29 determinou o ideal de 20.000 células por
poco, para os experimentos subsequentes com a co-cultura dos ovos. As células HCV29
foram semeadas nas E-placas com meio DMEM completo, cultivadas durante um dia, lavadas
com PBS e cultivadas em meio DMEM diluido 1/20 para posterior co-cultura com os ovos.

Ambas as linhagens celulares ficaram em meio de cultura incompleto ou seja, meio
diluido 1/20 durante 4-6 h. Apds esse tempo, as células foram co-cultivadas com os ovos de
S. mansoni ou S. haematobium vivos ou "mortos por calor". Os ovos foram colocados em um
dispositivo de inser¢do com 16 pocos selados no fundo com uma membrana de tereftalato de
polietileno microporoso (PET) com um tamanho médio de poros de 0.4 u m (ACEA
Biosciences, San Diego, CA, EUA), ou seja, as células no fundo de cada pogo foram expostos
aos produtos secretores/excretores (ES) dos ovos colocados em cima da membrana inserida.
Os ovos ndo entraram em contato direto com as células em cultivo.

O crescimento celular foi monitorado em tempo real durante 60 horas. O indice de
células normalizadas (IC), foi obtido dividindo o valor IC em cada ponto do tempo de
experimentacdo pelo IC obitdo no momento da adi¢do dos ovos. Os dados obtidos foram
verificados com a ajuda do software RTCA 1.2 (ACEA). Os valores cruciais de IC
normalizados foram importados para analise no Microsoft Excel. O crescimento das células
expostas aos ovos foi expresso como a porcentagem do IC normalizado das células cultivadas
com ovos em comparagdo (dividido) com o IC normalizado das células controles incubadas
com meios diluidos 1:20. A taxa de crescimento das células de controle foi considerada como
sendo 100%. O significado estatistico entre os grupos foi avaliado usando Andlise de
Variancia (ANOVA) e teste t de Student. Os valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.

2.6. Analise dos “arrays” dos genes

2.6.1 Extracio de RNA de células de H69 e HCV?29.

O RNA foi purificado das células através do miRNeasy Mini kit (Qiagen) de acordo
com o protocolo do fabricante. De uma forma resumida, 700 ul do reagente de lise QIAzol foi
adicionado ao “pellet” de células frescas ou congeladas e a solugdo homogeneizada. A seguir,
140ul de cloroférmio foi adicionado nessa mistura que foi centrifugada a 12.000g por 15

minutos a 4°C. A fase aquosa superior foi transferida para um novo tubo contendo 100% de
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etanol. . Depois de lavagens utilizando uma coluna, foi realizada o tratamento de DNase

sendo obtido um volume final de 30 — 35 ul de RNA, os quais foram armazenados a -80°C.

2.6.2 Sintese de cDNA de células H69 e HCV?29.

A concentracdo e pureza do RNA foram determinados pelo Nanodrop® e também
pelo sistema Agilent 2100 Bioanalyzer®, de acordo com os protocolos dos fabricantes. Todas
as amostras foram normalizadas para uma concentracdo final de lug. O ¢cDNA foi feito
usando iISCRIPT Advanced cDNA Synthesis Kit para RT-qPCR. As amostras correram em

uma maquina de PCR de tempo real em programagao determinanda pelo fabricante.

O gPCR das amostras foi realizado utilizando-se um Bio-Rad iCycler iQ5 com uma
ativag@o inicial de 95 °C durante 10 min seguido de 40 ciclos de 95°C durante 10 segundos a
60°C durante 1 min. Uma analise de curva de fusio de 55°C a 95°C e 0,5°C de incremento de
temperatura a cada 30 segundos foi incluida no final da corrida. O perfil de expressdo génica
foi investigado usando-se RNA total (300-500ng) com o uso de PrimePCR™,

Os ensaios de qPCR foram realizados com o objetivo de investigar genes das
seguintes vias:

1) Oncogenes e genes supressores de tumores. (“SAB Target List” em http://www.bio-
rad.com/en-uk/prime-pcr-assays/predesigned-plate/sybr-green-oncogenes-tumor-suppressor-
genes -sab-target-list-h96);

2) Transi¢ao epitelial para mesenquimatosa (EMT) (SAB Target List em
http://www.bio-rad.com/en-uk/prime-pcr-assays/predesigned-plate/sybr-green-epithelial-
mesenchymal-transition -emt-sab-target-list-h96)

3) Apoptose (SAB Target List em http://www.bio-rad.com/en-uk/prime-pcr-
assays/predesigned-plate/sybr-green-apoptosis-sab-target-list-h96).

Esses arrays pré-designados permitem a detec¢do de até 84 genes, os quais incluem
genes relacionados ao controle de contaminagdo do DNA, controle de qPCR positivo,
controle de qualidade de RNA e o controle da transcri¢do reversa.

Os valores de Ct foram exportados e analisados usando o software Prime PCR
Analysis (http://www.bio-rad.com/en-us/sku/genestudy-1-0-030-1023-primepcr-analysis-
software). A quantificacdo relativa foi realizada usando-se o método 2-AACt empregando um
painel de 3 genes de manutengdo: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, hipoxantina
fosforibosiltransferase 1 e a proteina “TATA-box binding”. Os grupos controles constituidos

de células que foram somente cultivadas na auséncias dos ovos foram utilizados como
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amostras de calibracdo. Pelo menos trés repeti¢des biologicas foram realizadas em todos os

experimentos desenvolvidos.

2.7 Andlise dos genes das vias de génicas

A via funcional e a andlise regulatoria “upstream” (URA) dos genes das vias de
investigacdo expressos diferencialmente (DEGs) foram realizadas com a ajuda do software
Ingenuity Pathway Analysis (IPA QIAGEN Redwood City, www.qiagen.com/ingenuity). O
conjunto de dados obtidos das analises de PCR em tempo real foi importado para o IPA com a
finalidade de definir os genes que foram significativamente desregulados para positivamente
“up regulated” ou negativamente “down regulated”. Os valores de P foram configurados para
serem significativos com valores igual ou menor que 0,05. O IPA usou o Teste Exato de
Fisher de Right-Tailed para determinar quais fun¢des biologicas e caminhos candnicos
estavam significativamente associados aos genes de interesse em comparacdo com toda a base

de conhecimento do IPA (http://www.ingenuity.com/science/knowledge-base).

Com a finalidade de determinar as previsdes sobre o processo de fluxo ascendente, o
IPA forneceu um escore z (z-score >2 ou <-2) foi considerado significativo. Este calculo
levou em conta o efeito direcional de uma molécula ou um processo em outra, ¢ a dire¢do da
mudanga de moléculas no conjunto de dados, isto ¢, a medida estatistica da correlagdo entre a
dire¢do de relacionamento e a expressdo génica. (https://chhe.research.ncsu.edu/wordpress/wp
content/uploads/2015/
10/TPA-Data-Analysis-training-slides-2016_04.pdf).

As redes criadas foram classificadas, dependendo do numero de genes
significativamente expressos, 0s quais estdo também presentes nas listas de doengas
significativas e relevantes. Portanto, uma rede ¢ considerada uma representagdo grafica das
relagcdes moleculares entre moléculas. As moléculas sdo representadas como nds, e a relagio
bioldgica entre dois nds € representada como uma borda (linha). Todas as arestas sdo
suportadas por pelo menos uma referéncia da literatura, ou informagdes candnicas
armazenadas na Base de conhecimento do IPA. A intensidade da cor dos nos indica o grau de
upregulation (vermelho) ou downregulation (verde). A versdo de avaliacdo do software IPA

foi utilizada.
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2.8 Analise estatistica

Para os estudos da expressdo génica, os valores de “fold change™ para os genes
diferencialmente expressos (P < 0,05) dos trés arrays dos genes analisadas (descritos acima)
através da andlise do PCR em tempo real foram exportados para GraphPad Prism 6.02,
agrupados e plotados em um “vulcano” plot. Os genes com valor de P < 0,05 e fold change
significante > 1,5 ou <-1,5 para genes desregulados positivamente e negativamente,

respectivamente, foram incluidos nas analises subsequentes.
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3. Resultados:

3.1 Os ovos de Schistosoma promoveram o crescimento das células urotéliais, mas inibiram
crescimento de colangiocitos

O ensaio de proliferacdo de celular em tempo real foi utilizado para medir o efeito da
co-cultura de ovos de Schistosoma com duas linhagem de células epiteliais humanas
informativas. Ao contrario das células de colangidcitos humanas H69 (Matchimakul et al.,
2015), esse estudo mostra pela primeira vez as respostas proliferativas da linhagem de células
uroteliais humanas HCV29 pela abordagem de ensaio de células em tempo real
xCELLigence. Foi realizada uma titulagdo para estabelecer parametros de ensaio, que inclui a
densidade celular de semeadura (figura 10). E digno de nota que, independentemente do
numero inicial de células semeadas, todas as condi¢gdes testadas mostraram um atraso de pelo
menos 24 horas antes do indice de células (IC) ter aumentado, sendo 20 000 células por pogo
a condicdo que atingiu um IC de 3,0 dentro de aproximadamente 20 horas. Foi utilizada uma

densidade celular de semeadura de 20 000 células por pogo em analises subsequentes.
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Figura 10. Ensaio de titulacdo celular para células urotéliales humanas HCV29. Para analisar a cinética de
proliferacdo de células em tempo real para células HCV29, um ensaio de titulagéo celular semeando 2500, 5000,
10000 e 20000 células por pogo foi realizado. Os dados ndo processados que mostram o indice de células ao
longo do tempo para cada nimero de célula testado por pogo, conforme indicado, sdo apresentados conforme
exibido pelo software RTCA 1.2 (ACEA). Todas as curvas representam as médias de trés replicatas
experimentais e os desvios padréo sdo mostrados como barras de erro em cada ponto de dados.

As células HCV29 foram semeadas em placas de (ExCELLigence, ACEA
Biosciences) e cultivadas até o CI (indice celular) atingir 1,0. Posteriormente, as células
passaram por duas a quatro horas em meio incompleto, antes da co-cultura com ovos de

Schistosoma, como descrito acima. Dentro de aproximadamente 10 horas apds a adi¢ao dos
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ovos, a proliferagdo das células acelerou, de forma dependente da concentracdo de ovos
adicionado, em comparacdo com cé€lulas cultivadas sem ovos. Os ovos de S. mansoni e S.
haematobium ambos induziram a proliferagdo celular em células uroteliais (HCV29), embora
os ovos de S. haematobium induziram prolifera¢do marginalmente maior, (~30%) quando
comparado com S. mansoni (~22%), (figura 11A). Por outro lado, ovos controle (mortos por
calor) mostraram efeito semelhante aos ovos vivos na proliferacdo celular das células
uroteliais (Figura 11A). Paralelamente, as células H69 foram co-cultivadas na presenga de
ovos de Schistosoma e, em contraste com o HCV29, os ovos de Schistosoma (vivos ou
mortos) inibiram a proliferagcdo celular de colangiocitos (Figuras 11B). Ambos os ovos das
espécies reduziram > 30% de crescimento celular (Figura 11B).

Para resumir, o efeito dos ovos sobre a proliferacdo celular depende principalmente do
tipo de célula, isto é, células uroteliais (HCV29) ou colangiocitos (H69) e, aparentemente, ndo

nas espécies de Schistosoma. Surpreendentemente, esse efeito proliferativo foi independente

da viabilidade dos ovos.
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Figura 11. Proliferacdo de células uroteliais e colangiocitos em resposta a ovos de Schistossoma
monitorados em tempo real utilizando o sistema XCELLigence. Co-cultura sem contato de ovos de Schistosoma
mansoni ¢ S. haematobium com células HCV29 (A) ou células H69 (B) ao longo do tempo apds a adi¢do dos
ovos. O crescimento celular é expresso como percentagem de Indice de Células Normalizadas de células co-
cultivadas com ovos em comparagdo com as células controle (taxa de crescimento da célula de controle =
100%). Todas as curvas representam as médias de pelo menos trés replicatas experimentais e os desvios padrédo
sd0 mostrados como barras de erro em cada ponto de dados. Os asteriscos azuis ¢ vermelhos indicam niveis de
significancia (P < 0,01) das proporgdes de crescimento de células cultivadas com S. mansoni ¢ ovos de S.
haematobium, em comparagdo com células de controle cultivadas na auséncia de ovos, respectivamente. Sm
vivo: ovos vivos de S. mansoni; Sm calor morto: ovos de S. mansoni mortos por calor; Sh vivo: ovos vivos de S.
haematobium; Sh calor morto: ovos de S. haematobium mortos por calor.
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3.2. A desregulagdo génica foi dependente da espécie de Schistosoma e do tempo de contato
dos ovos

Considerando que nas células uroteliais co-cultivadas com ovos de S. mansoni ocorreu
uma rapida a desregulagdo de diversos genes (2h apds a interagdo), na cultura com ovos de S.
haematobium ocorreu apenas a desregulacdo de um gene (FOXD3 - repressor transcricional)
(figura 12A). No grupo com ovos de S. mansoni co-cultivados com células uroteliais houve
“up regulation” de 28 genes e “down regulation” de 1 gene (B2M - um componente de
moléculas de MHC de classe 1.) 2h apds a interagdo. O TNF e o SNAI3 foram os genes mais
desregulados em células HCV29 co-cultivadas com ovos de S. mansoni com “fold change” de
9.72 e 11.01, respectivamente. E digno de nota que o gene do receptor 1 de estrogénio (ESR1)

foi desregulado 2,68 vezes em células HCV29 co-cultivadas com ovos de S. mansoni no

tempo de 2h.
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Figura 12 Ovos de Schistosoma induziram a desregulacdo de oncogenes, supressores de tumores e genes
relacionados com EMT em células HCV29. Gréficos do tipo “Volcano plot” mostram a resposta de genes da
célula HCV29 a co-cultura sem contato com S. mansoni ou ovos de S. haematobium como indicado, para 2 horas
(A) ou 24 horas (B). A expressdo do gene foi medida usando matrizes de genes de qPCR projetadas para avaliar
transcritos associados a oncogénese e EMT. Sdo mostrados genes significativamente desregulados (P <0,05)
com> = 1,5 “fold change” . (C). O Diagrama Venn compilado apenas com as condi¢des de cultura de células
HCV29 que compartilham genes expressos diferencialmente (GDE) - somente os genes desregulados foram
compartilhados entre as 3 condi¢des indicadas.

As células uroteliais (HCV29) expostas aos ovos de S. mansoni durante 24h exibiram
29 genes desregulados (figura 12B). Curiosamente, neste "tempo tardio”, os ovos de S.

mansoni induziram a regulagdo negativa do gene supressor de tumor TP53 em 1,92 vezes
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(figura 12B). A expressdo de 7 genes desregulados no periodo de 2h continuou alterada no
tempo de 24 (ACTB, AKT1, B2M, RGS2, RUNX1, SH3PXD2A, SNAI2) fig. 12C. No tempo
de 24h os ovos de S. haematobium modificaram a expressdo de varios genes quando
comparados com o tempo de 2h; 33 genes foram desregulados no total (figura 12B) ¢ a
expressdo de 7 genes foi modificada por S. mansoni e ovos de S. haematobium no ponto de
tempo de 24h (ACTB, AKT1, SMAD2, SNAI2, VIM, WNT5B, ZEB2). Vale ressaltar que os
ovos de S. mansoni desregularam positivamente 3,39 vezes a expressdo do Receptor do Fator
de Crescimento 2 da Insulina (IGF2R) nas células uroteliais no tempo de 2h e no ponto do
tempo tardio. O mesmo gene foi 2,57 vezes reduzido por S. haematobium. No total, 64 genes
foram desregulados por ovos S. mansoni e S. haematobium quando co-cultivados com células
uroteliais.

Dado que os ovos de Schistosoma inibiram o crescimento celular da linha celular de
colangiocitos humanos H69, foi utilizado um arranjo de genes de apoptose para avaliar a
desregulagdo da expressdo génica em células expostas a ovos. Doze genes foram desregulados
quando as células foram co-cultivadas com S. mansoni e ovos de S. haematobium por 24 h
(figura 13). Enquanto os genes TNFSF10 e TP73 foram desregulados por ambas as espécies
de Schistosoma, os ovos de S. mansoni induziram a regula¢do positiva de trés genes, BID,
CYCS e GADDA45A, e os ovos de S. haematobium induziram a regulacdo negativa de
TNFRSF9, TNFSF10 e TP73 (figura 13).
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Figura 13 Ovos de Schistosoma induziram a desregulacio de genes relacionados a apoptose em células
H69. Graficos do tipo “Vulcano Plot” mostram resposta do gene da célula H69 em co-cultura sem contato com
S. mansoni ou ovos de S. haematobium como indicado em 24 horas. A expressdo de genes foi medida usando
matrizes de genes qPCR projetadas para avaliar transcritos associados a apoptose. Sdo mostrados genes
significativamente desregulados (P <0,05) com> =+ 1,5 “fold change”. Painel B. Diagrama de Venn compilado
apenas com as condi¢des de cultura de células H69 que compartilham genes expressos diferencialmente (GED) -
somente os genes desregulados negativamente foram compartilhados entre as 2 condi¢des indicadas.

3.3 Os genes envolvidos no Via de Sinalizacdo da Metéstase do Cancer Coloretal foram
afetados por ovos de S. mansoni em células uroteliais humanas.

Para detectar vias significativamente alterados em células expostas a ovos de
Schistosoma spp, uma analise de vias funcionais de genes diferencialmente expressos foi
realizada. No tempo de 2h apds a incubagdo de células na presenca de ovos do parasito, os
genes associados a via de sinalizacdo da metastese do Cancer Coloretal foram “upregulated”
(figura 14) (Colussi et al., 2013). Esta via foi significativamente aumentada (com um escore
z-positivo de 7,5 e um valor p de 2,58 x 10*) mostrando uma cascata de genes positivamente
desregulados com valores de p significativos estatisticamente. O TNF foi altamente
desregulado 9.72x, o MYC foi desregulado 4.59x, JUN foi desregulado 4.48x, NFkB foi
desregulado 2.82x, SRC foi desregulado 2.72x e BCL2 foi desregulado 2.69x (Tabela 1).
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Figura 14. Desregulacio significativa de genes envolvidos na Via de Sinalizacio de Cancer Coloretal em
células urotéliais. A via foi significativamente desregulada no tempo de 2h apos interagdo com células de
HCV29 co-cultivadas por S. mansoni. Todos os genes desregulados positivamente (genes em vermelho).

Tabela 1. Genes diferencialmente expressos associados a Via de Sinalizagdo do Cancer Coloretal identificados
em células HCV29 expostas a ovos de Schistosoma haematobium ou S. mansoni. *Fold change and P value,

regulagdo positiva (AN

, regulagdo negativa (W), NS: nio significante.

HCV29 linhagem celular*

Nome do Gene

Ovos Sh | Ovos Sm Discrigao do Gene

Referéncia

Citocina pro-inflamatéria que foi

TNF implicada em cancer coloretal e a | Popivanova et al,
(FTa‘gt';?; Necrosis | \ g A 9.72 (p=0.031) ;‘Zi‘é';gz‘; p;’Si”"a tem sido | &R o 4l
promogdo  do | 2013; wang et
crescimento, proliferacao e | al, 2009
metastase do tumor
Fator de transcricdo com funcdes de
RUNX1 supressao de tumor associadas a
(Runt Related | NS A 459 (p=0.042) promocao do crescimento de células | Wang etal., 2009
Transcription Factor 1) tumorais de pele, oral, mama e
ovario.

MYC
(Proto-Oncogene)

Fator de transcricdo envolvido na
proliferacdo celular, inibicdo da
diferenciacdo celular e apoptose.
NS A 4.01 (P =0.044) Sobre expressado em mais de 50%
de todos 0s canceres, é
considerado um marcador de
metastase.

Rennoll et al.,
2015; Morton et
al., 2013;
Wahlstrom et al.,
2015; Dang et al.,
2012

JUN
(Proto-Oncogene, AP-
1 Transcription Factor
Subunit)

O fator de transcricdo envolve a
progressdo do ciclo celular,
sobrevivéncia celular, transformagéo
e proliferagdo. A  expressdo
excessiva de JUN foi relacionada a
repressao p53.

NS A 3.34 (P =0.029)

Eferl et al., 2003;
Schreiber et al.,
1999; Brenner et
al., 1989
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Fator de transcricido responsavel

NFKB1 pela r.egulagéo de ~ 300. genes

(Nuclear Factor Kappa | \ o A~ 282 gnvolwdos'com processpsﬂ imunes, | coomer et al,

B subunit 1) (P =0.039) e crescimento e inflamagdo. | 2017, .
Expresso em muitos tipos de | Serasanambati et
cancer, incluindo coloretal, mama, al, 2016
figado, prostata e rim.

SRC Proto-oncogene  expresso  em | Liuetal, 2015;

(Proto-Oncogene, cancer coloretal, pancreas e | Chang et al,

Non-Receptor NS A 272 (P =0.008) prostata, implicado na progressao ﬁfgﬁzgiimh‘halh

Tyrosine Kinase) tumoral, migracéo celular, | Talomonti et al,
angiogénese e metastase. 1993

BCL2 Regulador anti-apoptético envolvido

(regulador de em varios linfomas. Quando sobre | , et al. 2013:

apoptose) NS A 2.69 (P =0.035) expressa, tem sido associada a | Kim et al, 2016;
baixa sobrevivéncia do linfoma | Hwang et al,
difuso de células B 2017

3.4 A via associada ao supressor tumoral P53 foi desregulado negativamente tanto por ovos S.
mansoni quanto por de S. haematobium

Apds a ativacdo, a via de sinalizagdo p53 ¢ responsavel por centenas de alvos de
transcricdo que levam a inibi¢do do crescimento celular, indugdo de apoptose e regulacdo do
metabolismo em resposta a varios sinais de estresse, incluindo a ativagdo oncogénica
(Vousden & Lane, 2007; Lane & Levine, 2010). A via associada ao supressor de tumor P53
foi significativamente reduzida nas células uroteliais (HCV29) (figura 15) quando expostas
aos ovos de S. mansoni e S. haematobium. Nota-se, diferentes conjuntos de genes dentro da
via foram alterados pelas duas espécies de parasito. Por exemplo, S. mansoni reduziu a
expressdo de TP53 (“fold change” de -1,92x, p-valor = 0,0033) E2F1 (“fold change” de 2,75,
p -valor = 0,0268) ¢ SERPINBS (“fold change” -3,09 e p-valor de 0,0032) genes, enquanto S.
haematobium induziu a regulacdo do ATM (“fold change” de -2,69 e p-valor de 0,0433),
MDM?2 (fold change -2,64 e p-valor de 0,0187), PML (“fold change™ 0 de -2,50 e p-valor de
0,0231) e BAX (“fold change™ de -2,22 e p-valor de 0,0178) (Tabela 2).
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Figura 15. Desregulacio significativa da via PS3 em células uroteliais expostas aos ovos S. haematobium ou
S. mansoni no tempo de 24 horas. Via P53 destacando genes desregulados positivamente ou negativamente em
vermelho ou verde, respectivamente. Os genes afetados por S. mansoni ou S. haematobium sdo indicados por
quadrado azul ou vermelho, respectivamente.

Tabela 2. Genes expressos diferencialmente associados a Via de Sinalizagdo P53 identificado em células
HCV29 expostas aos ovos de Schistosoma haematobium ou S. mansoni. *Fold change and P-value, regulacdo
positiva (AN), regulagdo negativa (W), NS: nio significante.

HCV29 linhagem celular*

Nome do Gene (ID) Ovos Sh Ovos Sm Descrigao Gene Referéncia
SERPINBS Inibidor da invasdo de  células ||30den5ﬁn6201§?
] ) cancerigenas, metastase e angiogénese. ﬁl" ka et al.
(Serpin ~ Family B, WV -3.09 Expressdo negativa associada a tumores 01e Tome ot
NS P =0.003 ’
member 5) (P=0.003) | de mama, prostata, tiredide e pele. al., 2011; Goulet
etal., 2011
Mediador em cascata de quinase que
ATM controla a resposta ao dano do DNA, a ggg;‘_”a Zth”sL-'
(Ataxia Telangiectasia v 2.69 progres_séo do ciclo celular, a | 2003 Abraham.
Mutated, Serine/ =0.043 ’ NS recombinacdo do DNA e a apoptose. | 2004; Petersen
Threonine kinase) (p=0.043) Regulagéo negativa inibe a p53 e a parada | & al, 2017
do ciclo celular. Kostan et al,
A ubiquitina E3 ligase que degrada P53 | Momand et al,
MDM2 esta sob o controle de p53 em um loop de ;?921’983“.”?;;
¥ -2.64 feedback regulatorio (Fig. 4) et al.  2003:
(MDM2 Proto- P =0.018 NS Mendoza et al.,
(P =0.018)
Oncogene) 2014; Wu et al,
1993; Leng et
al., 1993
Proteina nuclear envolvida na progressédo | Sahin &
do ciclo celular, resposta ao dano do DNA Efgﬁzni’;th
PML e apoptose, isto &, regulador chave na via | 2014. Bemaldi
(Promyelocytic \ -2.50 | o p53. Camundongos deficientes em PML gt alld 2008&;
. i At ernaiail
Leukemia) (p=0.023) apresentam defeitos apoptoticos. Pandolfi 2007,
Liu et al.,, 2017;
Hofmann & Will
2003; Liu et al.,
2017
BAX ¥-2.22 Principal promotor da apoptose € regulado | Rrefseq, Jul
(BCL2 Associated X, — NS pela p53, tem envolvido a tumorgénese ao | 2008; LeBlanc et
(P=0.017) al 2002

Apoptosis Regulator)

interferir na morte celular.
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TP53

Supressor de tumor, fator de transcricio
chave que inibe o desenvolvimento do
cancer, sendo inativado na maioria dos

Freed-Pastor &
Prives, 2012;

. @ -1.92 Lane & Levin e,
(Tumor Protein P53) NS _ tumores. Responde ao estresse celular | 2010; Berkers et
(P=0.003) i Lo al, 2013; Golo
ativando genes responsaveis pelo reparo A 2014
do DNA, interrompimento do ciclo celular, | [gyine 1997
anti-angiogénese, apoptose e autofagia
Fator de transcricio que regula a
progressao do ciclo celular, envolvido na '
n ~ Bertoli et al.,
E2F1 oncogénese ou  supressédo  tumoral | 5545,
(E2F Transcription NS N2.75 dependendo de sinais celulares. | Engelmann &
Factor 1) (P=0.026) | Expressdo positivamente desregulada é | Putzer 201 Xu

associada a transformagao oncogénica em
fibroblastos embrionarios de roedores e
tumorgénese.

etal., 2017

3.5 Receptor de estrogeno e beta-estradiol € desregulado por ovos de Schistosoma
O papel do estrogénio como fator de risco para o desenvolvimento da carcinogénese e

do cancer tem sido associado ao aumento do risco com cancer (Santos et al., 2014). O

receptor de estrogénio (ESR1) foi desregulado 2,68 vezes (p-value 0.001) em células

uroteliais co-cultivadas com ovos de S. mansoni no ponto de 2h (figura 12A), mas ndo em

células co-cultivadas com ovos de S. haematobium. No entanto, quando a analise regulatoria a

montante (URA) de genes expressos diferencialmente (DEGs) foi realizada tanto no receptor

de estrogénio quanto no de beta estradiol, foram preditos para ser inibidos na co-cultura de

células uroteliais durante 24 h. Apenas na cultura com ovos de S. haematobium houve a

inibigdo prevista em células co-cultivadas com esta espécie (figura 16).
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Figura 16. Os receptores de estrogeno e beta-estradiol sdo previstos a serem inibidos em células uroteliais de
HCV29 co-cultivadas com ovos de S. haematobium por 24 horas. A “Upstream regulatory analysis” (URA) de
genes expressos diferencialmente (GEDs) previu que o receptor de estrogenio e beta-estradiol (P <0,05) a serem
inibidos na co-cultura de células HCV29 durante 24 h com ovos de S. haematobium. (A). Os genes
significativamente desregulados sdo mostrados em vermelho. Esses genes, alterados negativamente (simbolo T)
pelo receptor de estrogénio, foram regulados em células HCV29 co-cultivadas com ovos de S. haematobium por
24 horas (linhas tracejadas vermelhas indicam que esses genes foram ativados no conjunto de dados). Portanto, a
analise URA previu significativamente o receptor de estrogénio como um regulador “upstream” inibido desse
conjunto de genes. (B). Os genes desregulados negativamente s3o mostrados em verde. Estes genes,
positivamente desregulados (seta) pelo beta-estradiol, foram alterados negativamente em células HCV29 co-
cultivadas com ovos de S. haematobium por 24 horas (linhas tracejadas azuis indicam que esses genes foram
inibidos em nosso conjunto de dados). Portanto, a analise URA previu significativamente o beta-estradiol como
um regulador “upstream” inibido desse conjunto de genes no conjunto de dados.
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4. Discussao

Doengas infecciosas s@o causadores de mais de 20% dos canceres no terceiro mundo
(LW.G.o.t.E.o.C.Rt. 2012; , Martel et al., 2012, Zhu et al.,2016). Cerca de 12 agentes
patogénicos, incluindo os mais estudados como virus do papiloma humano, virus de Epstein-
Barr e virus da hepatite B que sdo agentes bem conhecidos de infec¢des associadas ao cancer.
Infecgdes com varios parasitas eucariotas também estdo associadas a carcinogénese
(LW.G.0.t.E.o.C.R.t. 2012, Martel et al., 2012). A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer (IARC) classifica a infeccdo com os trematddeos transmitidos por ingestdo de peixe
mal cozido Opisthorchis viverrini ¢ Clonorchis sinensis, ambos parasitos bem estabelecidos
do figado e o S haematobium como agentes cancerigenos biologicos do Grupo 1
(LW.G.o.t.E.o.C.R.t. 2012).

Além de prejudicar diretamente o desenvolvimento, a satide e a prosperidade das
populagdes infectadas, a infec¢do desses parasitos leva ao colangiocarcinoma (CCA) (cancer
de duto biliar) (O. viverrini e C. sinensis) ¢ carcinoma de células escamosas (CCE) da bexiga
urinaria, (S. haematobium) (L.W.G.o.t.E.0.C.R.t. 2012). Por outro lado, infec¢do por outros
parentes filogeneticamente proximos, também trematddeos do filo Platelmintos, ndo foram
comprovados na inducdo do cancer. Essas diferengas sugerem que existem metabolitos
especificos dos helmintos contribuem diretamente para a tumorigénese e/ou que somente
certos tecidos ou orgaos, direta ou indiretamente expostos ao parasita ou aos metabolitos
derivados destes, sdo suscetiveis a malignidade induzida por infec¢do (Martel et al., 2012).

A esquistossomose urogenital (EUG), causada por essas infec¢des prolongadas de S.
haematobium, estd associada a uropatia, hematuria, patologia da parede da bexiga,
hidronefrose e doenga renal. Os mecanismos fisiolégicos que ligam a UGS ao cancer de
bexiga ainda ndo foram bem esclarecidos. Este estudo investigou os efeitos do
estabelecimento de cultura celulares de células epiteliais derivadas de dois tecidos: 1) HCV29
estabelecida a partir do urotelio humano e 2) H69, estabelecida a partir de colangidcitos, na
presenca de ovos de S. haematobium ou S. mansoni. As células epiteliais do trato urindrio e
biliar mostraram respostas diferenciadas aos ovos de S. haematobium e S. mansoni. A
resposta proliferativa e as mudangas associadas nas respostas das vias de sinalizacdo dessas
células foram aparentemente influenciadas tanto pela origem tecidual das células epiteliais

como pelas espécies de Schistosoma no co-cultivo.
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Nossos resultados mostram a intera¢do de ovos de S. mansoni e S. haematobium em
co-culturas com células wuroteliais (mostraram crescimento celular) e colangidcitos
(mostraram morte celular).

Através dos experimentos com xCELLigence foi visto que ambos os ovos de S.
mansoni and S. haemabotium induziram crescimento celular em células uroteliais quando
comparados com o células controle sem a presenga de ovos.

Nesse contexto, a indu¢do de crescimento celular, in vitro, por trematddeos ja foi
descrito na literatura. Por exemplo, produtos excretores de ovos de O. viverrini e C. sinensis,
causadores de colangiocarcinoma em humanos, ja foram descritos induzindo crescimento
celular em fibroblasto de camundongo e de células epiteliais humanas (Thuwajit et al. 2004;
Sirpa et al., 2007; Kim et al., 2008; Smout et al., 2009).

Botelho et al., 2009(a). demonstraram que ovos de S. haematobium induzem, em
culturas de células, proliferacdo celular, resisténcia a morte celular (apoptose) e capacidade
migratérias irregulares. E importante ressaltar que, células previamente tratadas com produtos
excretados por ovos de S. haematobium, quando injetados em camundongos com sistema
imune deprimido, causam desenvolvimento de cancer nesses camundongos (Botelho et al.,
2009b). Crescimento celular, através de produtos excretados por ovos de S. haematobium,
também foi visto em células uroteliais humanas e células endoteliais bovinas (El-Awady et
al., 2001).

Em relacdo ao S. mansoni, foi visto que também excretam fatores que causam
crescimento celular em cultura de células, ja que os granulomas sio regides ricas em citocinas
e fatores de crescimentos que estimulam proliferacdo tecidual e fibroplasia em tecidos
humanos (Boloukhere et al., 1993). Além do mais, antigeno total do ovo (todas as proteinas
presentes no ovo) de S. mansoni estimula proliferagdo de fibroblasto in vitro (Wyler and
Tracy, 1982). Em contraste, os resultados com as células colangidcitos mostraram que ambas
as espécies de ovos causaram diminui¢do no proliferacdo celular. Assim como a indugdo de
proliferagdo celular pode ser o mecanismo de agdo de preferéncia de alguns parasitos, a
inducdo de apoptose igualmente ¢ uma via utilizada por distintos patdégenos para garantir a
sobrevivéncia (Carneiro-Santos, 2000; Rutitzky et al., 2003). Mesmo quando os ovos foram
inativados através de aquecimento o efeito continuou. Pereira et al,. 2015 mostram resultados
contraditorios usando antigeno total do ovo de S. mansoni em linhagem de colangiocitos
murinos, com crescimento celular na presenga de antigeno solivel do ovo. Alguns fatores que
podem ter influenciados esses resultados conflitantes sdo a espécie de mamifero doadores de

célula e a concentracdo de antigeno utilizado. Rumbley e colaboradores (2001) mostram
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como a proliferagdo ou morte celular de splendcitos depende da concentragdo de antigeno
soluvel do ovo (SEA). Concentragdes mais baixas do antigeno induziram crescimento celular
e concentragdes mais altas causarem morte celular. Células hepaticas estreladas, também
sofrem morte celular na presenca de SEA de S. japonicum (Duan et al., 2013; Wang et al.,
2014; Liu et al., 2013)

Algumas das disparidades entre os resultados de diferentes autores pode ser devidas ao
uso de antigeno total do ovo ao invés de usar o SEA nos experimentos. Aston and
colaboradores, 2000, demostraram que ovos secretam proteinas de tamanhos diferentes e
proteases distintas quando se compara com o produto total com o produto excretado do ovo.

O programa “Ingenuity Pathaway Analysis” possibilitou analisar provaveis vias
canonicas expressas por células urotéliais e colangidcitos nos tempos de 2h e 24h. A via de
sinalizacdo de metastases colorretal foi identificada a partir de genes diferencialmente
expressos em células urotéliais quando em co-cultura com ovos de S. mansoni no tempo de
2h. Apesar dos nossos resultados terem sidos obtidos através de experimentos in vitro existem
dados epidemiologicos em trabalhos de campo que corroboram nossos achados. Da mesma
forma em que ja estd aceito por grande parte da comunidade cientifica a associagdo entre S.
haematobium e cancer de bexiga, existem evidéncias crescentes proposta por alguns autores
em fases iniciais de investigagdo, que indicam a mesma associagdo entre infec¢do prolongada
por S. mansoni e cancer coloretal (Al-Mashat et al., 2001; Abdelkareem et al., 2014). Vale
lembrar que S. haematobium é considerado um carcinogénico do grupo 1 (carcinogénico aos
humanos) (IARC, 2012) enquanto S. mansoni pertence atualmente ao grupo 3, onde
atualmente ndo existem evidéncia suficientes para determinar efeito cancerigeno. Nao
obstante parece existir uma possivel correlacdo, pois onde existe incidéncia maior de cancer
coloretal em 4areas altamente endémicas de S. mansoni. Ainda, a populacdo afetada
desencadeia a doeng¢a em idade mais cedo quando comparado com regides onde ndo ha
presenca de S. mansoni (Madbouly et al., 2006). Além disso, esta associagdo ocorre também
com S. japonicum, relacionado ao cancer de colon na Republica da China (Xu & Su, 1984;
Qui et al, 2005), reforcando ainda mais evidéncia entre a correlacdo entre as
esquistossomoses e o desenvolvimento de cancer.

Deve-se destacar que, nenhuma via foi identificada nas células urotéliais cultivadas
por S. haematobium. Somente um gene foi expresso diferencialmente, o FOXD3 foi
positivamente desregulado 3.36 vezes. Esse gene ¢ um fator de transcricdo que atua
essencialmente como células progenitoras de pluripoténcia e de diferenciacdo, regulando a

transi¢do celular da pluripoténcia “naive” para um estado pluripotente (Plank-Bazinet &
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Mundell, 2016; Respuela et al., 2016) Em relagdo ao desenvolviemento de cancer o FOXD3
tem sido relacionado como desregulado positivamente em cancer renal e endometrial e
negativamente desregulado em cancer do cervix (Li et al., 2013).

O nimero de genes diferencialemente expressos nas células urotélias no tempo de 2h,
apos interagdo, variam imensamente entre S. mansoni e S. haematobium. Possivelmente o
mecanismo de agdo entre as duas espécies sdo distintas, onde apesar de ambas causarem
proliferagdo celular, no tempo inicial, o S. haematobium nio causa modificagdes genéticas
nas células uroteliais, contrapondo com S. mansoni, que causa a modifica¢do na regulagdo de
diversos genes.

Os metabolitos semelhantes a estradiol ja foram caracterizados em S. haematobium e
na urina durante a esquistossomose urogenital (Gouveia et al 2015). Recentemetne foi
previsto vias e enzimas que estdo envolvidas na producdo desses metabdlitos e enfatizaram
seus efeitos potenciais sobre a desregulagao da expressdo do gene p53 do gene supressor do
tumor durante a esquistossomose urogenital (Vale et al 2017). As mutacdes de p53, no
contexto de cancer de bexiga induzida por esquistossomose urogenital na Angola, juntamente
com glicanos sialilados, foram sugeridas como biomarcadores substitutos da carcinogénese da
bexiga associada a infeccdo por S. haematobium, evidenciando vinculos entre infecg¢do e
desenvolvimento de cancer (Santos et al 2014). Os ovos de S. haematobium expressam o0s
antigenos sialyl-Lewis e sLex em mimetismo de glicosilagdo de leucocitos humanos, que
podem desempenhar um papel na colonizagdo e na dissemina¢do da doenga. Os supressores
de tumores, incluindo P53 e os genes envolvidos na via P53 e os inibidores de
metaloprotease, foram regulados de forma negativa quando expostos a ovos de schistosoma.
Nos canceres da bexiga, mutagdes recorrentes ocorrem em >30 outros genes envolvidos na
proliferagdo celular, diferenciacdo, estabilidade genética e, especificamente, regula¢do do
ciclo celular, regulagdo da cromatina e via de sinalizacdo da quinase (N. Cancer Genome
Atlas Research, 2014). A regulagdo neagativa do P53 ¢ caracteristica de cancer em geral e
SCC da bexiga em particular. A via de sinalizagdo P53 ¢ responsavel por centenas de metas
transcricionais a jusante envolvidas na inibi¢cdo do crescimento celular, indug¢do de apoptose e
regulacdo do metabolismo em resposta a ativagdo do oncogene e outros sinais [Vousden et al
2007; Lane et al, 2010). Em um modelo de camundongo e cancer de bexiga relacionado a
infec¢do, as anormalidades uroteliais da bexiga induzidas por ovos de S. haematobium
dependem do p53 e varia de acordo com o sexo [Honeycutt et al., 2014 & 2015].

A andlise de regulacdo a montante (URA) de genes expressos diferencialmente

(DEGs) previu que a exposi¢do de células uroteliais a ovos de S. haematobium, mas ndo a S.
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mansoni, modulou a expressdo negativa do receptor de estrogénio. Ja foi descrito anteriorente
esse fenomeno em outros modelos experimentais mostrando que um antagonista da molécula
tipo estradiol ao estradiol reprime a atividade transcricional do receptor de estrogénio (ER)
(Gouveia et al 2015). Os extratos de d6vulos de S. haematobium induziram fenotipos
semelhantes a tumores em células cultivadas. Para concluir, as células H69 ¢ HCV29
apresentaram respostas diferenciais aos ovos de S. haematobium e S. mansoni, apoiando a
hipotese de que a natureza cancerigena da infec¢do com S. haematobium esta relacionada a
sua interacdo com o epitélio especializado da bexiga humana. As respostas proliferativas
dessas células foram influenciadas tanto pela origem tecidual das células epiteliais como pelas
espécies esquistossométicas. Estudos focalizados dos mecanismos moleculares subjacentes a
associacdo entre UGS e SSC da bexiga podem ser esperados para melhorar as perspectivas

para gerenciar esse cancer de doenga tropical negligenciado.
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5 Conclusao

1. Ambas as espécies de Schistosoma estudadas causam proliferacdo celular quando os
ovos de ambas as espécies sdo co-cultivadas com linhagem de células de colangiocitos

(H69).

2. Ovos de ambas as espécies de Schistosoma estudadas causam morte celular quando

co-cultivadas com linhagem de células colangiocitos (H69).

3. Aparentemente a espécie do ovo nao € o Unico fator determinante para a progressdo da
doenca, sendo que o local de deposicdo do ovo também parece execer papel no

desenvolvimento do tumor.

4. Nos tempos iniciais de co-cultura ¢ evidente que S. mansoni € responsavel pela
maioria dos genes expressos nas células HCV29, sendo que aparentemente o S.
mansoni é capaz de causar modulagdo génica nessas células de forma mais rapida do

que o S. haematobium.

5. Schistosoma mansoni também foi o unico que apresentou a via de cancer coloretal

desregulada no tempo inical de interagcdo com células HCV29.

6. Apods 24 horas, células HCV29 co-cultivadas com S. haematobium apresentaram um
grande numero de genes desregulados, enquanto que as células co-cultivadas com S.

mansoni praticamente ficou estabilizada quando comparadas no tempo de 2 horas.

7. No tempo de 24 horas, também foi possivel observar que as células co-cultivas com
ambas as espécies de Schistosoma desregulou negativamente a via relacionado ao P53.
Os genes responsaveis por essa desregulagdo foram diferentes dependo da espécie de

Schistosoma.

8. O receptor de estrogeno e beta-estradiol s@o previsto a serem inibidos em células

uroteliais de HCV29 co-cultivadas com ovos de S. haematobium no tempo de 24 horas
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