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RESUMO

A esquistossomose esta presente em 76 paisese @égdro Brasil, atingindo 19 estados,
estando Pernambuco entre os estados com maior malmeasos. Em zonas endémicas para
0 Schistosoma mansgnobserva-se, freqientemente, uma sobreposicaailmeutsicio e
infeccdo parasitaria. Em estudos imunolégicos eimaia infectados pel§. mansoniocorre

um predominio inicial da resposta Thl que contriimmria a formacdo do granuloma agudo,
com a oviposicao e sua deposicdo nos tecidos dmetleso. Essa resposta Thl sofre uma
substituicdo progressiva por uma resposta Th2.t®idisso, este trabalho teve como objetivo
estudar a resposta imune celular em camundongasedéfs em INOS, desnutridos e com
infeccdo esquistossomotica aguda. Foram utiliz&®@sanimais subdivididos em C57BL/6
KO iNOS e C57BL/6 controles submetidos as dieta@grotéica ou controle e infectados
com 30 cercéarias d8. mansonobu nao infectados. A metodologia consistiu de is@ala
carga parasitaria, da histopatologia e morfometidigado, cultura de células esplénicas para
se obter os sobrenadantes e dosar as citocinasy(IRN4 e IL-10). Os resultados néao
revelaram diferencas quanto a recuperacdo dos senog diferentes grupos. A analise
histopatoldgica sugere que relacionado a varidgiti@ncia em INOS, esta atua inibindo a
resposta inflamatéria dos granulomas no inicio rdactdo. Ainda em relagdo a variavel
deficiéncia de iINOS, no grupo KO El, o Unico pagfim morfométrico hepatico mais
elevado foi o volume dos granulomas em relacaceaccentrole C57 El, salientando que a
auséncia de oOxido nitrico sugere um aumento da&oeeglular em torno dos ovos. O fator
dieta ndo interfere na resposta inflamatoria evdranimais deficientes em iNOS, em todos os
tempos analisados. Em relacdo as citocinas de udo meral, o fator deficiéncia em iINOS
ndo aumentou a resposta Th2 (IL-4 e IL-10), e pso ia resposta Thl (IFN-g) permaneceu
maior nos grupos com deficiéncia em INOS. No eotagquando a dieta hipoprotéica é
associada a essa deficiéncia ocorre uma diminugdesposta Th2, no inicio da infeccao.
Portanto, o fator dieta e a deficiéncia em INOS pacecem atuar sinergicamente e em
algumas etapas sugere efeitos conflitantes.

Palavras-chavegsquistossomose aguda, deficiéncia em iINOS, desigdin, citocinas.



ABSTRACT

The schistosomiasis is endemic in 76 developinghtms. Among 19 affected states of
Brasil, Pernambuco has the highest number of casesdemic areas, where tSehistosoma
mansoniis present, a superposition of undernourishmedtarasite infection is frequently
noticed. In immunological studies it is known tldter infection, mice display a predominant
Thl immune response which leads to an acute grarauformation due to egg depositions in
the host tissue. Afterwards, the Thl immune respgnsgressively changes to a Th2 immune
response. The aim of this work was to study thieileelimmune response in INOS deficient
mice (KO) which were undernourished and acutelgdtéd withS. mansoniExperiments
were performed using 200 mice separated into thewimg groups: INOS deficient and non-
deficient (controls) mice. In addition, mice wengbgected to a poor diet of protein or to a
control balanced diet, and to infection with SOmansoncercariae, or some of them kept as
controls (without infection). Our methodology ars$yconsisted of worm burden recovery,
liver morphology, spleen cell cultures and detecid cytokines (IFNy, IL-4 and IL-10) in
the supernatant. The results showed that the wonaebh recovery was not different in all the
groups (p > 0.05). The histopathology studies ssiggieat INOS deficiency inhibit the
inflammatory response around tBe mansonieggs, at early infection time. Morphometric
studies iINOS deficient, well nourished infected enipresented a higher granuloma volume
as compared with their controls, suggesting that d&ficiency led to an increase in the
cellular reaction around the eggs. Concomitant aotetion and iINOS deficiency seem not to
interfere on the inflammatory response, at all ¢titen time points studied. Production of
cytokines was not influenced by the INOS deficieaag Th2 response (IL-4 and IL-10) was
not increased, suggesting that Thl response Y)Fblincreased in the well nourished INOS
deficiency mice. However, when the low protein diets associated with iINOS deficiency
the Th2 response decreased in the early infectime. t Therefore, it seems that these
situations (INOS deficiency and malnutrition) do mot synergistically and ever suggest
opposite responses in specific steps of the imnugncal reaction.

Key-words:acute schistosomiasis, INOS deficiency, malnutrd@n, cytokines.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

LISTA DE FIGURAS

Pag.
Ciclo Biolégico d&chistosoma mansoni 17

Producéo de IFNnos sobrenadantes de culturas aos 45 32
dias de infeccdo estimulados com SEA, submetidos a
cultura por 48 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO

Produgéo de IFiNnos sobrenadantes de culturas aos 60 33
dias de infeccdo estimulados com SEA, submetidos a
cultura por 48 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO

Produgéo de IFiNnos sobrenadantes de culturas aos 90 33
dias de infeccdo estimulados com SEA, submetidos a
cultura por 48 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO

Andlise comparativa entre os trés tempmsnteccado 34
quanto a producdo de IFNt nos sobrenadantes de
culturas nos trés tempos de infeccdo estimulados co
SEA, submetidos a cultura por 48 h a 37° C em
atmosfera de 5% de GO

Producéo de IL-4 nos sobrenadantes derasltos 45 35
dias de infeccdo estimulados com SEA, submetidos a
cultura por 24 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO

Producéo de IL-4 nos sobrenadantes derasltos 60 36
dias de infeccdo estimulados com SEA, submetidos a
cultura por 24 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO

Producéo de IL-4 nos sobrenadantes derasltos 45 37
dias de infeccdo estimulados com SEA, submetidos a
cultura por 24 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO

Andlise comparativa entre os trés temposnteccao 38
guanto a producdo de IL-4 nos sobrenadantes de
culturas nos trés tempos de infeccdo estimulados co
SEA, submetidos a cultura por 24 h a 37° C em
atmosfera de 5% de GO

Producéo de IL-10 nos sobrenadantes|teasiaos 45 39
dias de infeccdo estimuladas com SEA, submetidos a
cultura por 48 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO

Producgéo de IL-10 nos sobrenadantesltdeasiaos 60 40
dias de infeccdo estimuladas com SEA, submetidos a
cultura por 48 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Producéo de IL-10 nos sobrenadantes|tegasiaos 90 40
dias de infeccdo estimuladas com SEA, submetidos a
cultura por 48 h a 37° C em atmosfera de 5% dg CO

Andlise comparativa entre os trés tengmsnfeccao 41
guanto a producdo de IL-10 nos sobrenadantes de
culturas nos trés tempos de infeccdo estimulados co
SEA, submetidos a cultura por 24 h a 37° C em
atmosfera de 5% de GO

Figado de camundongo C57 DI (normal ededdo) 43
com 60 dias de infeccdo pelo S. mansoni. Os
granulomas periovulares exibem acentuada reacao
exsudativa, com presenca de discreta quantidade de
matriz extracelular. H.E 200x

Figado de camundongo C57 EIl (normal eOfci) 43
com 60 dias de infeccao pefo mansonobservando-se
aspecto histolégico semelhante ao da Figura 3. H.E.
200x

Figado de camundongo KO DI (deficienteil@S e 43
desnutrido) aos 60 dias de infeccao p8lomansoni
exibindo focos de metamorfose gordurosa no
parénquima e granulomas periovulares de dimensdes
reduzidas, com intensa reagéo exsudativa. H.E. 100x

Figado de camundongo KO EI (deficienteid@S e 43
eutréfico) aos 60 dias de infeccdo pelo S. mansoni.
Granulomas periovulares ainda de aspecto exsudativo
na periferia, observando-se, porém, deposi¢caoaigote
colageno. H.E. 100x

Figado de camundongo KO DI (deficienteil@S e 44
desnutrido) aos 90 dias de infeccao pelo S. man&ani
granulomas ainda se acham em fase exsudativa antens
com discreta quantidade de matriz extracelular.. H.E
200x

Figado de camundongo KO EI (deficienteid@S e 44
eutréfico), aos 90 dias de infec¢cdo pelo S. mansoni
Observa-se a presenca de varios granulomas
periovulares intensamente colagenizados. H.E. 100x

Contagem de vermes adultos apés perfis&istema 51
porta mesentérico, nos quatro grupos infectados (KO
DI, KO El, C57 DI e C57 EI).



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE TABELAS

Composicéo Percentual das Dietas Utilzada

Andlise morfométrica dos animais KO suiuos a
dieta controle e sacrificados nos dias 45, 60 ais
infeccao.

Andlise morfométrica dos animais C57 suicloe a
dieta controle e sacrificados nos dias 45, 60 ais
infeccao.

Andlise morfométrica dos animais C57 suicloe a
dieta hipoprotéica e sacrificados nos dias 45, @D e
apos infeccao.

Andlise morfométrica comparativa entrammais KO
aos 60 dias de infeccédo submetidos as diferergéssdi

Analise morfométrica comparativa entraromais C57
aos 60 dias de infeccdo submetidos as diferenéssdi

Andlise morfométrica comparativa entrammmais KO

e C57 submetidos a dieta controle aos 60 dias de

infeccao.

Analise morfométrica comparativa entrammmais KO

Péag.
26

45

46

a7

48

49

50

50

e C57 aos 90 dias de infeccdo, submetidos a dieta

controle.



2A5
ABTS
AN18
ANOVA
BH

BSA
BvD1D11
BVD624G2
CECAL
C57BL/6
C57 DI
C57 DNI
C57 El
C57 ENI
CO;
ConA
DBR

DP
ELISA
EPM
FIOCRUZ
H>0,
IFN-y
IL-2

IL-4

IL-5

IL-6
IL-10
IL-13

Kg

KO

LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

Anticorpo de captura anti-IL-10
[(2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6Hamic acid)]
Anticorpo biotinilado anti- IFN-
Analise de Variancia

Belo Horizonte / MG

Soro Albumina Bovina

Anticorpo de captura anti-1L4
Anticorpo biotinilado anti-IL-4
Centro de Criacdo de Animais de Laboratoério
Linhagem de camundongo estudada
Controle desnutrido e infectado
Controle desnutrido n&o infectado
Controle eutréfico e infectado
Controle eutrofico ndo infectado
Gas carbonico

Concanavalina A

Dieta Basica Regional

Desvio padréao

“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”
Erro Padréo da Média

Fundacao Oswaldo Cruz

Peréxido de hidrogénio

Interferony

Interleucina 2

Interleucina 4

Interleucina 5

Interleucina 6

Interleucina 10

Interleucina 13

quilograma

Deficiente em iINOS



KO DI
KO DNI
KO El
KO ENI

L-glutamina

Nn
NaNG,
NO
NOS-1
NOS-2 ou iINOS
NOS-3
NUV

Y

PBS
PBST
riL-4
rIFN-y
riL-10
SEA
SBF
SXC1
Thl
Th2
TNF-a
TNF-B

Deficiente em iINOS desnutrido e infectado

Deficiente em iINOS desnutrido n&o infectado
Deficiente em iNOS eutrofico e infectado
Deficiente em iINOS eutrofico ndo infectado
aminoécido

Molar

micras cubicas

microlitro

micro Molar

miligrama

mililitro

Numero da amostra

nanograma

Densidade numérica dos granulomas

Nitrito de Sédio

Oxido Nitrico

Oxido nitrico sintetase 1 ou neuronal
Oxido nitrico sintetase 2 ou indukive
Oxido nitrico sintetase 3 ou endotelial

Nuvilab ou eutréfico

Coeficiente de Probabilidade

Tampéao Salina Fosfato pH 7,2

Tampao Salina Fosfato com 0,05% de Tween 20

IL-4 Recombinante

Interferony Recombinante

IL-10 Recombinante

Antigeno Soluvel de Ovo &histosoma mansoni
Soro Bovino Fetal

Anticorpo biotinilado anti-IL-10

Linfocito T auxiliar tipo 1

Linfocito T auxiliar tipo 2

Fator de Necrose Tumomal

Fator de Necrose Tumoifal



\Y, Volume dos granulomas
Vv Densidade de volume dos granulomas
Xg gravidade

XMG 1.2 Anticorpo de captura anti-1FN-



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos EpidemiolOgiCOS........uuuuiiiiiiiiieeeeceeeeeeee s
1.2 O Agente Etiologico e seu Ciclo BiolOgICO..........cooviiiiiieiiiiiiiiiiieeenn,
1.3 EsquiStoSSOMOSE € DESNULIGAD..........cccuuviiiiiiiiiieieeeee e
1.4 Imunopatologia da Esquistossomose Mansonica............c.cceeeeeeennn..
1.5 OXI00 NITICO. ...cuveveeveevecieceeeeee et ete ettt ee et e et re e te et neeneeee s
2 JUSTIFICATIVA et e e e e eea

3 OBJETIVOS

3.2 ESPECITICOS....iiiiiiieieiieie ittt

4 MATERIAIS E METODOS

R 1 = LTRSS
4.2 ANIMAUS....ciiiiiiieee et e e e e e st e e e e e e e aaaeeeeeeaas
G B 1] (=T o o= Lo TP PPR
4.4 Estudo dos Bagos e Figados dos Animais Infectado...............c.......
4.4.1 Cultura de Células ESPIENICAS........ommeeeeeeiiiiiieieee e e
4.4.2 Analise Histopatologica e Morfométrica dodelg................cccvvveeeeee.
4.5 Dosagem de CitOCINAS...........ceeeeeeuriuuiiiiiiiieee e e e e eeeeseaeeeeeeeeeeereeeeaennnnn
4.6 Avaliacdo da Carga Parasitaria..........cccoeeeeeeeeeeeeiieieeeiiiiiieeennens

4.7 ANALISE EStatiStiCa. .. cen e e,

5 RESULTADOS

5.1 Dosagem de CitOCINAS...........ccoeviiieiiiiiiiiieeee e e e eeeaa e e e e e e e e e e eeeaans o
L0t 00 {1 (= (=] ] 2 EEPUPPPRPPPRR
5.1.2 INtErlQUCINA ... e
5.1.3 INterleUcCing 10.......uuuuuiiiiiiee e
5.2 Analise Histopatoldgica e Morfométrica do Figada..............cc.cc...
5.2.1 EStudo HistopatOolOQiCO. .........cceeeiieeeeeee e
5.2.2 Estudo Morfométrico do Figado.........mmmeeeniiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeenn

5.2.2.1 Anélise morfométrica dos animais KO e Qmsetidos a dieta

controle e sacrificados nos dias 45, 60 e 90 apdieecao.............. ...

5.2.2.2 Analise morfométrica dos animais KO e Qfhsetidos a dieta

hipoprotéica e sacrificados nos dias 45, 60 e 88 apnfeccéo...........

Péag.

46



5.2.2.3 Anélise morfométrica dos animais KO subdustias diferentes

dietas aos 45, 60 e 90 dias apis INfECCAOD.......cccuvvrrereeriiiiiiiiee e
5.2.2.4 Anélise morfométrica dos animais C57 sulutostas diferentes

dietas aos 45, 60 e 90 dias apds INfECCAOD......cceevvreeeeeiiiiiiieeiii,
5.2.2.5 Andlise morfométrica comparativa entreromais KO e C57 aos

45, 60 e 90 dias apds infeccdo, submetidos a chetzole......................
5.2.2.6 Anélise morfométrica comparativa entreromais KO e C57 aos

45, 60 e 90 dias apos infeccao, submetidos a liigdgrotéica...............
5.3 Avaliacdo da Carga Parasitaria.........ccccceeeuviieeieiiiiiiiiieee e
B DISCUSSAQL. ...cociiiiieeieieieiet ettt es s sennes

6.4 Avaliacdo da Carga Parasitaria.........ccccccoeeuviieeieiiiiiiiieee e
7 CONCLUSOES......coo ottt eaanens
REFERENCIAS........oooiieee ettt eese s ste st s e te e saeaeneanen eearens
ANEXO — COMISSEO 08 ELICA. . ecvveeeveeeeeeeeeeeee e eeeeeeee e eeeeeeeeeeeae eeenens
APENDICE — Artigo PUBIICAAO. ..........cceeveeierieeieeceeeeeeee e e

47

48

49

51
51
52
53
56
56
58
60
62
70
72



Ramos, R. INTRODUCAO 15

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Epidemiolégicos

A esquistossomose esta presente em 76 paisedsdmhttinentes: América, Africa e
Asia onde milhdes de individuos estio expostossao de infeccdo. Existem cinco espécies
do géneroSchistosomgmansoni haematobiumintercalatum japonicume mekongi que
causam doenca humana (REY, 2001). Além disso, &idemada a segunda doenca
parasitaria de importancia para a Saude Publicdepdo apenas para a malaria (PARISE
FILHO; SILVEIRA, 2001). A relevancia da esquistossse como problema de Saude
Publica diz respeito a sua cronicidade, amplaibisgdo geogréafica e impacto na economia,
0 que repercute na atividade produtiva da populatg@etada (RESENDES et al., 2005).
Estima-se que haja cerca de 200 a 300 milhdesss@g® infectadas por todas as espécies de
Schistosomaestando cerca de 652 milhGes sob risco de comtrdoenca e, anualmente,
500.000 pacientes evoluam para o 6bito (GIBBONS21®DRGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2000).

No Brasil, a esquistossomose foi introduzida ndoge colonial com o trafico de
escravos africanos trazidos para trabalhar novoulta cana-de-acucar, no Nordeste. Dentre
as espécies que aqui chegaram, a Unica que seeles@ab em nosso continente foi a
Schistosoma mansodevido, provavelmente, a presenca de espéciesotisco do género
Biomphalaria(glabrata, stramineae tenagophild, que atua como hospedeiro intermediario
dessa espécie e as condi¢Oes climaticas e ambiesgtaielhantes as da regido de origem
(NEVES, 2005).

Atualmente, atinge cerca de 19 estados, expondasao de contrair a doenca
aproximadamente 26 milhdes de brasileiros, e a@rdetcerca de 6,3 milhdes de pessoas
em 1997 (KATZ; PEIXOTO, 2000). No Nordeste, ondeah@aioria dos casos, essa doenca
constitui um dos principais problemas de Salde i€ajblpelas variadas e graves
manifestacdes clinicas que desencadeia (RESENDBSZS; BARBOSA, 2005).

Pernambuco é considerado o principal estado afetadte a doenca é considerada
historicamente endémica na zona rural (COUTINH@Igt1997), com uma area endémica
correspondente a 17,5% da é&rea total do Estadmagsto-se que 62% da populacdo esteja
sob risco de infeccdo (FAVRE et al., 2001) e, sdgumnDATASUS, foram confirmados, no
estado, 32.043 casos da doenca somente no anOGI¢BRASIL, 2007).
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Contudo, a migracdo de trabalhadores rurais, aliadacupacdo gradual e
modificacdo dos espac¢os urbanos, tem determinadotmua expansdo da esquistossomose,
0 estabelecimento de novos focos urbanos e dessumeselatos de casos agudos da doenca
(BARBOSA et al., 2001).

Segundo o censo demogréfico de 2000, 60% da pEmule Pernambuco residia em
area endémica estando sob risco de infec¢cdo cars fagnerosos em Itamaracd, Paulista e
Porto de Galinhas (MELO, 2006)

1.2 O Agente Etiolégico e seu Ciclo Biologico

A transmissdo da esquistossomose ocorre quandadimiduo infectado defeca as
margens de um rio ou colecdo aquatica (Figura danQo chove, as fezes contaminadas séo
arrastadas e, em condi¢cdes adequadas de luminedidatte 10 e 16 h), temperatura em
torno de 28 °C e oxigenacdo da agua, os ovos pesseas fezes eclodem liberando uma
larva ciliada denominada miracidio. Essa larva nati@amente sendo atraida por
substancias liberadas pelo molusco do gér@mmphalaria que se constitui 0 seu
hospedeiro intermediério (NEVES, 2005).

Ao encontrar seu hospedeiro, o miracidio movimsetintensamente, fazendo com
gue suas glandulas de penetracdo liberem enziroteojiticas, favorecendo sua penetracédo
pela digestdo dos tecidos principalmente na basamtanas e no pé do caramujo vetor. Em
seguida, a larva perde o epitélio ciliado transtordo-se em uma estrutura denominada
esporocisto (REY, 2001).

Durante 72 horas, as células germinativas contidassporocisto primario sofrem
intensa multiplicacdo e dobram de tamanho e, 14 d@s a infeccdo, dao origem ao
esporocisto secundario. Esta geracdo de espomceistga ativamente através dos tecidos
do molusco atingindo a glandula digestiva, ondestexriqueza de nutrientes e passam a
sofrer modificacbes anatdmicas passando a contecar@s desenvolvidas ou em
desenvolvimento (REY, 2001).

A espécieBiomphalaria glabratapode eliminar, em média, 4.500 cercarias / dia e a
Biomphalaria straminesem média 400 / dia favorecidas por estimulos eggrcomo
luminosidade e temperatura. Apos eliminadas, asadas podem sobreviver por até 48
horas, contudo sua maior atividade e capacida@etinh ocorre nas primeiras 8 horas. No
ambiente aquatico, as cercarias nadam ativameidiengdo penetrar em varias espécies de

animais, porém s6 se desenvolvem no hospedeir@rigmio. As cercarias penetram pela
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pele e mucosas e, na pele do homem (hospedeinotatefl, se fixam preferencialmente
entre os foliculos pilosos através de sua vent@sa.acdo litica e mecénica, promovem a
penetracdo do corpo cercariano e a perda da caeddpo denominada, a partir desse
momento, esquistossdmulos (NEVES, 2005).

Os esquistossébmulos se adaptam as condicdes disasddo meio, migram pelo
tecido subcutédneo até chegar a um vaso e entdle\sftos passivamente até os pulmdoes,
via coracao direito. A partir dos pulmdes, os estggsdmulos se dirigem ao sistema porta
intra-hepético, onde passam a se alimentar e tnanam-se em vermes adultos machos e
fémeas cerca de 30 dias apés a penetracdo (REY).2B88tes se acasalam e seguem juntos
para o territorio da veia mesentérica inferior, ®fatdo a oviposicdo. Contudo, apenas cerca
de 30% dos ovos chegardo ao ambiente externo daordmuidade ao ciclo. O restante
ficara retido na mucosa intestinal ou sera arrastpdla circulacéo, para o figado, dando
origem ao quadro mais caracteristico da esquistuzser a reacdo inflamatéria
granulomatosa hepética (REY, 2001).
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Fonte: Centro de Controle de Doencas e PrevenE&guistossomose

Figura 1. Ciclo Biologico d&chistosoma mansoni
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Para que a doenca ndo se desenvolva, é necessérise@ mantido um o6timo
equilibrio da reatividade imune, que sera adquiddm uma maxima resisténcia e minima
morbidade. O equilibrio entre a patologia e a tés@a é determinado por varios fatores:
carga parasitaria, idade, estado imunoldgico dpduaero e estado nutricional (ABATH et
al., 2006).

1.3 Esquistossomose e Desnutricdo

A importancia de um adequado estado nutricionah @asaldde do hospedeiro é
conhecida, uma vez que o Projeto de Controle dengme Prioritarias nos Paises em
Desenvolvimento estima que 32% do numero globat@encas em geral poderiam ser
evitadas pelo controle da méa nutricio (MASON; MUSIME; HABICHT, 2003). Em
zonas endémicas para & mansoni observa-se, frequentemente, uma sobreposi¢do de
subnutricdo e infec¢do parasitaria. A subnutriggaedevar a uma reducéo da capacidade de
defesa e resposta imunoldgica do hospedeiro, podesed necessario, primeiramente,
combater a subnutricdo e depois a doenca propriand@a uma vez que a esquistossomose
pode agravar o estado de ma-nutricao ja exist@@&JTINHO et al., 2003, 2004).

Entretanto, resultados incompletos e algumas vezeafitantes, tém sido mostrados
na literatura, sobre o papel do estado nutricidoahospedeiro como um provavel co-fator
na patogénese das formas clinicas avancadas datesgomose (COUTINHO, 2004).

Sabe-se, com base em dados parasitologicos, distogicos, bioquimicos e
morfométricos, que somente 30 a 50 % dos camundmwdmutridos desenvolvem a fibrose
periportal (ANDRADE; CHEEVER, 1993; COUTINHO et al997).

Como a deficiéncia protéica € considerada umaicaéadmunossupressora (MEIRA,
1995), a desnutricdo pode estar relacionada canbigdo do desenvolvimento da fibrose de
Symmers, provavelmente pela depressao da respagtepatologica, refletida no tamanho
e na composic¢ao do granuloma periovular hepético.

Estudos desenvolvidos por Coutinho et al. (199924) e outros autores, resultaram
em uma Dieta Basica Regional (DBR) baseada no comsalimentar das populacdes
atingidas em diferentes areas endémicas de Pergambuqual, quando administrada a
camundongos, era capaz de induzir uma desnutripdéign-energética (COUTINHO et al.,
1992b; OLIVEIRA et al., 2004).
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Apesar da fibrose de Symmers humana nao se reprogkatamente, o modelo
experimental do camundongo é considerado adequado g8 investigar aspectos ainda

obscuros relacionados a patogénese hepatica (COUI ¥ al., 1992b) humana.

1.4 Imunopatologia da Esquistossomose Mansonica

A utilizacdo de animais na infeccdo peBrhistosoma mansorpossibilitou a
realizacdo de estudos buscando o entendimento e@csnmmos envolvidos na patogenia da
fibrose hepéatica humana (OLIVEIRA et al., 2004)mDdelo experimental adequado para o
desenvolvimento da esquistossomose deve ser de &asko, facil criacdo e manutencdo em
laboratorio, ser suscetivel a infeccdo e desenvalue quadro patolégico caracteristico e
similar ao humano. Dentre varios modelos, o muénconsiderado o mais adequado por
apresentar caracteristicas anatomopatologicas dacdp como: presenca de granulomas
isolados, distribuidos no parénquima hepatico esuwtezes acumulo e fusdo de granulomas
ao longo das éareas periportais, com formacéo desgbsemelhante aquela observada por
Symmers em humanos (ANDRADE; CHEEVER, 1993).

A desintegracao dos ovos, a excrecdo de seus peoduts antigenos liberados pelos
vermes adultos, estimulam o sistema imune do hegpedefinitivo (PESSOA; MARTINS,
1988) e essa interacdo entre os produtos estratdigsarasita e o0 sistema imune do
hospedeiro pode resultar em imunopatologia ou estegéio imune (ABBAS; MURPHY;
SHER, 1996) dependendo do tipo e intensidade gas&simune.

Apesar dos granulomas serem por si s6 patogénales, também protegem o
hospedeiro, sequestrando moléculas hepatotoxisasatlas pelo ovo e prevenindo o dano
hepatico, assunto que vem sendo estudado em meaimsindongos imunodeficientes
(PATTON et al., 2001).

A diferenca entre as respostas Thl e Th2, foi qron demonstrada em
camundongos. A resposta Thl produz um perfil decicias (IL-2, IFNy, TNF$) que
induzem um processo inflamatério e ativam princigaite macréfagos, enquanto a resposta
Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) ativa principalmentas células B e as respostas imunes que
dependem de anticorpos (MOSMANN; COFFMAN, 1989). or P sua vez, estas
respostas se regulam de maneira reciproca, poditasnas Th2, como IL-4, inibem a
producdo de citocinas do tipo Thl da mesma formeagpudo tipo Thl (IFN} inibem a

producao de citocinas Th2. O aparecimento desspssts imunes Thl e Th2, favoreceu a
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classificacdo de vérios tipos de doencas infectasitarias, de acordo com a liberacao de
citocinas predominantes (ABBAS; MURPHY; SHER, 1996)

ApdOs o primeiro contato do hospedeiro definitivanc@ Schistosoma mansoni
desenvolve-se uma resposta imunologica ineficieotgra o parasita e, desta forma, o
mesmo pode persistir por muitos anos (STADECKER99)19 O tipo de imunidade
encontrada em camundongos infectados Saimstosoma mansoapresenta variagcbes nos
perfis Th1/Th2, com a evolucdo da doenca (HOFFMAMN:NN; DUNNE, 2002).

As respostas imunes Th2 sdo induzidas para conaglatogenicidade das infec¢des
por helmintos e dependem de mecanismos regulatépogpriados do hospedeiro, para
limitar sua potencial natureza destrutiva (HOFFMANMXYNN; DUNNE, 2002).

Em 2000, Hoffmann et al. ao estudarem animais ideties em IL-10 apés vinte
semanas de infeccdo, observaram que a morbidadenertalidade na esquistossomose
murina cronica estavam associadas diretamente cal@senvolvimento de uma resposta
Th2 por induzir a formagéo de lesdes fibréticas teatdos do hospedeiro. Por outro lado,
Stadecker (1999) e Fallon (2000) analisaram a s&xpsiomose murina, e diferentemente
concluiram que as respostas Th2 sao protetorasj@gomo mediadores anti-inflamatorios
e as Thl estariam relacionadas com a formacao aluligma. Parte dessa divergéncia se
deve ao fato de que, embora a formacdo do granulenaa fibrose periportal sejam
caracteristicas da patologia esquistossomoticacarosdo fendmenos regidos por diferentes
mecanismos. Além disso, Hoffmann, Cheever e WyfA{Rdestacaram que a resposta Thl
pode estar elevada nas fases finais da doenca hymoasivelmente para corrigir os danos
causados durante anos da exposicdo a citocinasn@ibfbras de colageno. Por sua vez, a
polarizacdo Thl na fase aguda da esquistossomosgeaminduz a imunopatologia letal
devido a auséncia de granulomas bem formados esig&poa hepatotoxinas derivadas do
ovo do parasita.

A patologia observada na infeccdo pedchistosoma mansoresta, portanto,
intimamente relacionada a resposta imune a antigpamsitarios. As formas clinicas séo
subdivididas em aguda e cronica sendo bastantentdsstdo ponto de vista clinico e
imunopatologico (CARVALHO; ANDRADE, 2005).

A imunopatogénese da esquistossomose estad primeptd relacionada com a
passagem de esquistossdmulos no pulmdo, liberagdantigenos de vermes adultos,
oviposicado, passagem de ovos pelo intestino, apasiento dos mesmos no figado e
liberacdo de antigenos de ovos. Os sintomas daafpasta surgem de duas a oito semanas

apés a primeira exposicdo ao parasita . A faseaagudle ser assintomatica nas areas
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endémicas da doenca, mas tem se constituido numrtemge e freqlente problema em
individuos ndo imunes, residentes em regides ushapuege sao expostos pela primeira vez a
infeccdo em areas endémicas (CARVALHO; ANDRADE, 200

O achado imunolégico mais marcante nas fases imidaforma aguda é uma forte
resposta inflamatéria relacionada com a respostmeémnata e caracterizada por uma
producao elevada de citocinas pré-inflamatériasacdl, IL-6 e TNFa (COURA, 2005).
Niveis elevados destas citocinas indicam que magodfde pacientes com a forma aguda da
esquistossomose se encontram ativados e sdo, emdegparte, 0s responsaveis pela
producdo aumentada dessas citocinas. O dMkevado resulta em perda de peso (RIBEIRO
DE JESUS et al., 2002).

A resposta imune adaptativa se caracteriza paimgnte por uma producéo
aumentada de citocinas com o padrdo Thl, comoylENE-2 e menor producao de IL-4 e
IL-5 (RIBEIRO DE JESUS et al., 2002). Diferenteneera perfil observado na fase crénica
da esquistossomose € caracterizado por uma baigag#o de IFNre producdo aumentada
de citocinas com padrédo Th2, como IL-4 IL-5, IL-40L-13 (RIBEIRO DE JESUS et al.,
2000).

Em camundongos, nas fases iniciais ha um predordéniesposta Thl que contribui
para a formacédo do granuloma agudo. Com a ovipm®c8ua deposicdo nos tecidos do
hospedeiro (ANDRADE; AZEVEDO,; 1987; PEARCE et al991), a resposta Thl
normalmente sofre uma substituicdo progressivaupaa resposta Th2 (GRZYCH et al.,
1991) com producéo de citocinas que sdo mediadotesnflamatoérios: IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13 (PEARCE et al., 1991; RAMASWAMY et al.,, 1997pesta forma, parece que a
formacdo do granuloma inicia-se durante o peridab & continua durante a emergéncia de
citocinas Th2 (STADECKER, 1999). Os granulomas@eitiares que se formam, a medida
gque a doenca evolui da fase aguda para a fasecaybéieécrescem em tamanho e em
celularidade, devido a imunomodulacédo, apesar derharogressdo da fibrose hepatica
(WYNN et al., 1998

O granuloma periovular, principal caracteristieapétologia da esquistossomose, é
constituido por eosindfilos, linfocitos T, mastésit linfocitos B, macrofagos, células
gigantes e alguns neutrofilos em torno do ovo nadepositado nos tecidos do hospedeiro,
sendo sua estrutura influenciada por anticorposmiquinas, moléculas de adeséo e
apoptose. Contudo, devido a constante modificaggopdpulacdes celulares, o granuloma
sofre mudancas em seu tamanho e composicao daranteccdo (HOFFMANN; WYNN;
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DUNNE, 2002). Seu crescimento atinge um tamanhoimm@em torno da oitava semana
pés-infeccdo e o volume passa a ser controladodlngicamente (imunomodulagdo) em
torno da décima segunda a décima sexta semanasf@dsao (JANKOVIC et al., 1998).

O componente que atua como corpo estranho € a gasiinosa do ovo, mas 0s
elementos mais complexos surgem da interacdo astsecrecdes do miracidio, que sao
eliminadas através dos microporos da casca e estadoologico do hospedeiro. As
secrecdes ovulares sédo potentes estimuladorasodacgao de IL-10 tanto pelos linfocitos
Thl como Th2 (SORNASSE et al., 1996) juntamente torhe IL-5. Mas, na fase cronica,
guando os granulomas aparecem bem modulados, @aovpara uma reacao tipo Thl nao
se delineia nitidamente, pois a producdo de yF&-sempre muito baixa. A modulacao
imunolégica do granuloma periovular € bastanteosariuma vez que € bem evidente nos
granulomas hepaticos, menos evidente nos granulamestinais e ndo é observada nos
granulomas pulmonares (SILVA et al., 2000), sugkriuma compartimentalizacdo da
resposta imunoldgica.

A formacao dos granulomas em torno do ovo e sugosi¢cdo com alta densidade
de células tem mostrado que a sua presenca prategespedeiro contra os efeitos
hepatotoxicos dos antigenos. Se o hospedeiro éathaesenvolver, durante a infeccao, o
granuloma maduro circunscrito, tal como ocorre atmagdes de polarizacdo Thl, os
antigenos hepaticos de ovo podem ser arrastadaogaarénquima e induzir extenso dano
hepatico (HOFFMANN; WYNN; DUNNE, 2002).

Sendo assim, torna-se de grande importancia o estadmudanca de padrdo de
resposta na evolugcdo da esquistossomose murinam add melhor compreender a

iminupatologia da esquistossomose humana.

1.5 Oxido Nitrico

O oOxido nitrico (NO) foi descoberto inicialmentento um fator liberado pelas
células endoteliais, causando vasodilatacdo agareta musculo liso vascular (ROBBINS,
2000) e foi caracterizado como um radical livreofijico secretado endogenamente como
um bioproduto da converséo da arginina e oxigémairulina, em uma reacao enzimatica
mediada pela 6xido nitrico sintetase (NOS) (HIBB&le 1987; MICHEL; FERON, 1997).
Existem trés isoformas de NOS envolvidas na praadgdNO (NNOS ou NOS-1, iNOS ou
NOS-2 e eNOS ou NOS-3), contudo a forma que memamier destaque é a NOS-2 ou

INOS, que é a forma induzivel produtora de altogeisi de Oxido nitrico quando os



Ramos, R. INTRODUCAO 23

macrofagos sédo ativados por citocinas (TiNfe- IFNy) ou outros agentes (ROBBINS,
2000).

Na esquistossomose, a inibicdo da INOS esta agsocem dano hepatocelular
exacerbado e aumento da fibrose, com apoptosepdédedos (BRUNET et al., 1999).

O NO desempenha importante papel na funcdo vasclleante as respostas
inflamatodrias, reduzindo a agregacédo e aderénaquptarias, inibindo caracteristicas da
inflamac&@o induzidas por mastocitos e servindo camgulador do recrutamento de
leucdcitos. Também atua na resposta do individuofeccdes apresentando atividade
antimicrobiana e aumentando sua producédo duradiefesa do hospedeiro e a inativacédo
genética da INOS aumenta a replicacdo microbianaremais de laboratorio. Niveis altos
de producdo de NO parecem limitar a replicacaoetiaihtos, bactérias, protozoarios e virus
(bem como células tumorais), sob risco de lesdanv#toria intensa das células e tecidos do
hospedeiro (ROBBINS, 2000). Na esquistossomoseQoéNmportante para o hospedeiro
ndo somente devido as suas caracteristicas argbraoas, mas também servindo como um
potente mediador inflamatério e antifibrético (HES& al., 2001).

Durante a infeccdo peBchistosoma mansom,producdo de NO aumenta no figado
apos a oviposicdo. Com a inducao da resposta Tlb2 peos do parasita, a resposta Thl é
inibida e ocorre regulacdo da producdo excessiviN@ee, conseglentemente, de seus
efeitos como mediador inflamatério (BRUNET et d1999). Além disso, Patton e cols.
(2002) observaram que camundongos C57BL/6 infesta@senvolveram uma resposta de
perfil Th2 e uma doenca hepatica crénica, enquastcamundongos deficientes em IL-4
desenvolveram uma resposta de perfil Thl com altesis de NO e de IFN-e uma
sindrome aguda letal, decorrentes da auséncia sfsta Th2 e de granulomas bem
estruturados. Isto mostra a importancia da IL-4owtrole da producao de NO, formacéo de
granuloma e sobrevida do camundongo na fase aguadetcdo. Contudo, o papel preciso
do NO nado estd completamente esclarecido na irdeegsguistossomotica, demandando

investigacoes adicionais.
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2 JUSTIFICATIVA

Frequentemente as areas de desnutricdo humaneteoexom regides endémicas
para esquistossomose. Portanto, é relevante estudarteracdo entre desnutricdo e
esquistossomose, juntamente com 0s mecanismos fpatah@dgicos subjacentes.

Além disso, uma das estratégias para investigafurgdo de determinados
componentes biolégicos é utilizar camundongos iefies nesses elementos. Assim, a
presente proposta avalia os camundongos desnugidesicientes em iINOS (6xido nitrico
sintetase induzivel) para analisar essa assoceg® papel na formacdo dos granulomas

esquistossomoéticos, na fase aguda da infeccao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a resposta imune celular em camundongaseeés em iINOS, desnutridos e

com infeccdo esquistossomatica aguda.

3.2 Especificos

- Analisar a producgéao de citocinas (IL-4, IL-10R&l}y);

- Avaliar os granulomas através da histopatologfalkica;

- Estudar aspectos morfométricos do granuloma toepat

- Determinar a carga parasitaria através da comtadge vermes no sistema portal

mesentérico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Dietas

A desnutricdo foi induzida nos grupos indicados aba4.2.1 e 4.2.2) pela

administracdo da dieta basica regional (DBR), qgeecaracteriza por ser uma dieta

multideficiente, essencialmente hipoprotéica cabeaproximadamente 7,87% de proteina

(Tabela 1), baseada no padrdo dietético de popmsabiimanas de areas endémicas de
esquistossomose do nordeste do Brasil (COUTINH&EIFRS; ABATH, 1992).

A dieta controle utilizada para alimentacdo dosmais eutréficos, foi fornecida a

dieta comercial NUVILAB (Nuvital Nutrients LTDA., @ombo, Parana, Brasil), contendo

22% de proteina (Tabela 1). Foram oferecidas diéigua “ad libitum”.

O estado nutricional foi devidamente avaliado a&satlas curvas ponderais (registro

semanal do peso corporal) além da observacao eéctasgos pélos, postura e motilidade.

Tabela 1. Composicao Percentual das Dietas Utdzt).

COMPONENTE g% PROTEINAS % CARBOHIDRATOS % GORDURA %MINERAIS % FIBRAS %
DBR:

Feijao Mulatinho 18,44 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09
(Phaseolus vulgari¥
Farinha de Mandioca 65,05 0,84 48,59 0,12 0,43 0,64
(Manihot esculenta
Charque 3,75 2,74 0,43 0,06 0,06 -
Batata doce (roxa) 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48
(Iponaea batatgs

TOTAL 100,00 7,87 69,67 0,80 (**) 1,26 7,21
NUVILAB CR-1

(Nuvital 100,00 22,00 10,0 8,0

Nutrientes Ltda)

(*) A tabela foi baseada em Coutinho et al, (19927). (**) Gordura da carne e gordura da manta
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4.2 Animais

Camundongos machos C57BL/6 recém — desmamadosig®)l dormais (C57) ou
deficientes em INOS (KO), pesando entre 11 e 1lfargm obtidos do CECAL (Centro de
Criacdo de Animais de Laboratério / FIOCRUZ / Rie daneiro) e mantidos em gaiolas
individuais, em condi¢cdes padronizadas de tempara¢u luminosidade (Certificado da
Comisséo de Etica em Anexo — protocolo P0201/03).

Foi realizado estudo experimental do tipo casorotsit comparando animais
deficientes em iNOS e controles, desnutridos ediatis, expostos ou ndo a infeccdo pelo
Schistosoma mansgrsiendo os animais divididos em:

Grupos experimentais Foram constituidos de camundongos KO (n = Kidivididos em:
desnutridos infectados (KO DI; n = 25) e desnusid@o infectados (KO DNI; n = 25);
eutréficos infectados (KO El; n =25) e eutréfic@nnfectados (KO ENI; n = 25).

Grupo normal Foi formado por camundongos C57 (n = 100) e isubdo em desnutridos
infectados (C57 DI; n = 25) e desnutridos ndo iaf@e (C57 DNI; n = 25); eutréficos
infectados (C57 EI; n = 25) e eutrdficos ndo irddots (C57 ENI; n = 25).

O esquema abaixo detalha melhor a formacéao dp®gru

100 animais KO 100 animais C57
25 DI 25DNI 25 EIl 25 ENI 25Dl 25 DNP5 ElI 25 ENI

De cada grupo de 25 animais, 10 foram utilizadoa pvaliagdo da carga parasitéria e
15 para avaliacdo dos figados e cultura de célalassda tempo de infeccdo (45, 60 e 90
dias).

4.3 Infeccéo

Realizou-se ap6s 30 dias do inicio das dietas nggog a serem infectados. Para
obtencdo de cercérias, caramujos da esp8immphalaria glabrata infectados com
Schistosoma mansoda cepa BH (Belo Horizonte) foram expostos a lae gerca de 40
minutos para eliminacdo de cercarias. Apos estpdeaproximadamente 30 cercérias foram

distribuidas para cada animal, juntamente com ulam® de agua de 10 ml. Os animais
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foram mantidos em contato com essa suspensao porale entdo removidos para suas

respectivas gaiolas.

4.4 Estudo dos Bacos e Figados dos animais infeaiad

Apébs o sacrificio dos animais aos 45, 60 e 90 dé@sinfeccdo, com um n = 5 de
animais por grupo, os figados e os bacos foram vielb® e processados de acordo com 0s
itens 4.5.1 e 4.5.2.

4.4.1 Cultura de Células Esplénicas — As suspertdeglulas esplénicas foram obtidas por
maceragdo dos bacos em meio RPMI 1640 (Cultilalm Baulo/Brasil) acrescido de
antibioticos (1 % de Penicilina e 1 % de Estreptomai) e aminoacido (1% de L-glutamina) e
centrifugadas por 5 minutos a 300 x g, a 4°C. Asduas foram lisadas pela adicdo de agua
estéril ao precipitado por 18 segundos. As célidiesn entdo ressuspendidas em meio RPMI
suplementado com 10 % de SBF (soro bovino fetal;. Whunoquimica, Rio de
Janeiro/Brasil), e a viabilidade observada peloreggpde Trypan Blue a 10%. As suspensdes
celulares foram distribuidas em placas de culterd&lpocos, em duplicata, na concentracao
de 5x16 células/ml e submetidas a diferentes tratamerMStO (sem estimulo), SEA
(antigeno soluvel de ovo) na concentracdo deu@@nl e Con A (Concanavalina A) na
concentracdo de J5g/ml e cultivadas por 24 e 48 horas a 37°C a 5%@sgpara obtencao de
sobrenadante e posterior dosagem de citocinasle airico.

4.4.2 Andlise Histopatologica e Morfométrica do d€ig — Os figados foram fixados em
Bouin (75 ml de solucédo saturada de acido pic2&ml de formaldeido e 5 ml de acido
aceético glacial) por um periodo de 8 h. A partissgemomento, foram realizadas lavagens
diarias com etanol a 70% para a completa remocéfixddor. Em seguida, os exemplares
foram desidratados em concentragfes crescentdaras a partir de 70% até alcool absoluto.
Apés esta fase, o material foi clareado em xilalmpregnado em parafina fundida a 60°C.
Posteriormente, foi cortado em micrétomo rotatieoncs um de espessura, usando-se duas
amostras escolhidas randomicamente de cada exengubmetidos a coloracdo pelo
Picrosirius vermelho e Hematoxilina-Eosina.

Realizou-se a morfometria semi-automatica atragesistema de analise de imagem
LEICA QWIN PLUS (v.2,8) acoplado a uma camera digitvVC TK 1380, sendo avaliados
em 5 campos aleatorios de cada lamina, o percedwakecido fibroso, o volume dos

granulomas, a densidade de volume e a densidadéricardos granulomas.
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Volume dos granulomas (V¥ Foram medidos os diametros de todos os grangloma

centralizados por ovos. A partir dos diametrosarfoobtidos os valores dos seus respectivos
raios (R). Considerando que os granulomas assuroamafesférica, foram calculados os
volumes destes a partir do célculo do volume derasitilizando-se, para isso, 0s raios dos
granulomas mensurados. A unidade de medida uifeidr.

Densidade de volume dos granulomas (M o volume total ocupado pelas estruturas ou

granulomas no compartimento considerado. E o soinattbs volumes dos granulomas
dividido pelo volume do compartimento estudado. fesultado da divisdo do somatdrio dos
volumes de cada granuloma nos 5 campos microsc@studados, pelo somatério dos
volumes totais de cada compartimento estudado.

Densidade numérica dos granulomas (NN numero total de granulomas analisados em

conjunto com o valor da densidade de volume, natta de Weibel (1963). O resultado é

expresso em Nn/mthou 1/mni*

Percentual de tecido fibroso (%)O programa de morfometria computadorizado fpazade
marcar o tecido fibroso diferenciado pela colorag@m picro-sirius vermelho, e, em seguida,
guantificou o percentual de tecido selecionado.fifal, os percentuais dos cinco campos

foram somados.

4.5 Dosagem de Citocinas

As placas para realizacdo do ELISA (Enzyme linkedhunosorbent assay) (2595,
Costar, Cambridge, MA, USA) foram sensibilizadasncanticorpos de captura [anti-INF
(XMG 1.2, a 2ug/ml), anti-IL4 (BVD1D11 a 1ug/ml), anti-IL10 ( 2A5, a 4ug/ml )],
diluidos em PBS (Tampéo Salina Fosfato 0,01M pH SeAdo distribuidos 501 em cada
poco da placa e incubadas a temperatura de 4°Q&dr. Em seguida, as placas foram
bloqueadas com 8@ de uma solucéo de PBST (Tampéao salina fosfato@08% de Tween
20) e 10 % de SBF (WL. Imunoquimica, Rio de JanBnasil) por 30 minutos.

Apoés este periodo, as placas foram lavadas tréssveam PBST e, em seguida,
adicionados 5@ dos respectivos padrées recombinantes de camgadoriFNy, rIL-10 e
riL-4 diluidos nas concentracdes indicadas peladabte ou amostras dos sobrenadantes em
duplicata de cada poco da cultura de células. @Hpa foram distribuidos no volume de 100
ul nos primeiros pocos nas concentracdes inicei2ddng/ml para rIFN; de 10 ng/ml para

rIL-10 e de 10 ng/ml para rIL-4 e feitas diluicbesriadas até as concentragbes de 0.625
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ng/ml, 0,3125 ng/ml e 0,3125 ng/ml, respectivamguatea cada citocina com PBS contendo
BSA 0,1 % (Soro Albumina Bovina; SIGMA Chemical, Sbuis, Mo., USA) e as amostras
foram distribuidas sem diluicdo. As placas forar@enncubadas a 4°C por 18 horas. Apos
esta incubacdo, as placas foram lavadas com PBSU gl dos segundos anticorpos
biotinilados [anti-INfy (AN18, a 1 pg/ml), anti-IL4 (BVD624G2, a 1ug/ml), anti-IL10
(SXC1, a 2ug/ml)] (gentiimente cedidos pelo laboratério de hologia da Universidade de
Séao Paulo), diluidos com PBST e 0,1 % de BSA, foadimionados seguido de incubacao a
temperatura ambiente por 1 hora. Apés esta incobagd@la placa foi novamente lavada trés
vezes com PBST e o conjugado enzimatico diluid®@Q06(estreptoavidina marcada com
peroxidase, Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA) BBST contendo BSA 0,1 % foi
adicionado as placas, 80 pl/poco, e estas inculzatiamperatura ambiente por uma hora. As
placas foram lavadas novamente com PBST e a ragagétada pela adicdo do substrato
contendo HO, e o cromogeno ABTS [(2,2'-azinobis (3-ethylbenztligne-6-sulfonic acid)],
Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA) dissolvidos &ampéo citrato 0,1 M e fosfato de
sédio 0,2 M pH = 5,5. A reacéo foi entdo bloqueenia 50 pl/poco acido citrico 0,2 M e a
leitura realizada em leitor de ELISA (BIO RAD mode&d550) em comprimento de onda de
405 nm.

As quantidades de citocinas nos sobrenadantesaléoladas a partir de curvas-
padréo, obtidas com concentracdes de 0,625 a bfl dg/rINFy, 0,625 a 10 ng/ml de riL-4
e 0,625 a 10 ng/ml de rIL-10. Os resultados foranesentados como as médias aritméticas +

desvio padréo (DP).

4.6 Avaliagédo da Carga Parasitaria

Apos 12 semanas de infeccdo, 10 animais de cagm dgaram sacrificados apos
sedacdo prévia com injecao intraperitoneal de Xida$l0 mg / Kg de peso corporal) e
Cetamina (115 mg / Kg de peso corporal) e foi rada perfusdo do sistema venoso portal
com solugdo salina (cloreto de sédio a 0,85% etoitde soédio 1,5%) para coleta e
guantificacdo dos vermes adultos (DUVALL; DE WITIB67) machos e fémeas.
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4.7 Andlise Estatistica

Foi realizada uma analise descritiva para exporessltados obtidos. Para analise
comparativa das variaveis quantitativas foi aplicaal teste de Analise de Variancia
(ANOVA) e o teste t de Student para significAncitree as médias. Para testar os contrastes,
foi aplicado o teste de Levene a fim de verificaswposicdo de homogeneidade das
variancias, assim, quando esta foi verificadaaatilise o teste de Tukey e quando nédo o teste
de Tamhane. Todas as conclusdes foram tomadas/elodei significancia de 5%. Para as
analises, foi utilizado o software SPSS 8.0. (SP&SiB S&o Paulo, Brasil).
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5 RESULTADOS

5.1 Dosagem de Citocinas
5.3.1 Interferory
Andlise intra-grupos da producéao de Interferon

Aos 45 dias de infecgcao, néo foi observada a pémldesta citocina no grupo KO DI
(Figura 2) sendo observada maior producao, nesigaele infeccao, pelo grupo KO EL.
Houve diferencas estatisticas quando comparadgeupss KO DI x KO El e KO El
x C57 EIl (p < 0,001). Nao foram observadas difemengstatisticas significantes entre os
grupos KO DI x C57 DIl e C57 DI x C57 EL.
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Figura 2 — Producéo de IFNnos sobrenadantes de culturas aos 45 dias dedofestimulados com
SEA, submetidos a cultura por 48 h a 37° C em deresle 5% de COOs grupos apresentados sdo
0 KO DI (deficiente em iINOS e submetido a dietaopiptéica), KO EIl (deficiente em iNOS e
submetido a dieta controle), C57 DI (controles seffichos a dieta hipoprotéica) e C57 EI (controles

submetidos a dieta controle). * p < 0,05.

Aos 60 dias de infeccdo, houve uma diminuicdo dusis de IFNy exceto para o
grupo KO DI. Em relacdo ao fator deficiéncia em BJOo grupo submetido a dieta
hipoprotéica apresentou menores niveis desta m#oem relagcdo ao seu controle KO El.
Contudo, quando os animais controles foram anasaldouve uma inversdo na producéo

desta citocina com maiores niveis (p < 0,001) np@C57 DI (Figura 3).



Ramos, R. RESULTADOS 33

1500

IFN- gama (pg/ml

o [

KO DI KO El C57 DI C57 El

Figura 3 — Producéo de IFNRos sobrenadantes de culturas aos 60 dias dedofestimulados com
SEA, submetidos a cultura por 48 h a 37° C em darmsle 5% de COOs grupos apresentados sao
0 KO DI (deficiente em iINOS e submetido a dietaopiptéica), KO EIl (deficiente em iNOS e
submetido & dieta controle), C57 DI (controles sefiitos & dieta hipoprotéica) e C57 El (controles

submetidos a dieta controle).

Ja aos 90 dias de infeccéo, houve diferencadststas com p< 0,05 entre 0s grupos
KO submetidos as diferentes dietas. Contudo, néonf@mbservadas diferengas significantes
nos grupos controles submetidos as dietas difereAtese observar os grupos deficientes em
INOS, estes apresentaram maiores niveis de {ENjue seus respectivos controles com

diferencas significantes (Figura 4).
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Figura 4 — Producao de IFNnos sobrenadantes de culturas aos 90 dias dedofestimulados com
SEA, submetidos a cultura por 48 h a 37° C em deresle 5% de COOs grupos apresentados sdo
0 KO DI (deficiente em iINOS e submetido a dietaopiptéica), KO EIl (deficiente em iNOS e
submetido a dieta controle), C57 DI (controles sefficos a dieta hipoprotéica) e C57 EI (controles

submetidos a dieta controle). * p < 0,05
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Andlise inter-grupos da producao de Interferon

Analisando os trés tempos de infeccdo, pudemosredis que as maiores
concentracfes de IFNpara o grupo KO EI ocorre aos 45 dias com nivegadcitocina em
torno de 15000 pg/ml, decrescendo aos 60 diasgpacximadamente 2000 pg/ml, voltando a
aumentar aos 90 dias com diferengas estatisticemsighificantes. O grupo KO DI
apresentou um retardo na producéo desta citocinaerddo possivel detecta-la aos 45 dias,
comecando a surgir aos 60 dias sem, contudo, apaesaiferencas significantes e com
concentragcbes chegando aos 8000 pg/ml aos 90 pliaseatando diferencas significantes
entre 45 e 90 dias , bem como entre 60 e 90 di&s.hHuve diferencas significantes entre os

tempos para os grupos controle quando estimulamiosSEA (Figura 5).
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Figura 5 — Anadlise comparativa entre os trés temg@sinfeccdo quanto a producdo de IRNf0S
sobrenadantes de culturas nos trés tempos de diofestimulados com SEA, submetidos a cultura pdr 48
37° C em atmosfera de 5% de £Os grupos apresentados sdo 0 KO DI (deficient&@N&d$ e submetido a
dieta hipoprotéica), KO EI (deficiente em iINOS brsetido a dieta controle), C57 DI (controles sulitiost a
dieta hipoprotéica) e C57 EIl (controles submetaldgeta controle).
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5.1.2 Interleucina 4

Andlise intra-grupos da producéo de IL-4

Aos 45 dias de infeccao, foram observadas difeseegtatisticas significantes entre os
animais KO submetidos as diferentes dietas conO®81 com concentragdes mais elevadas
no grupo submetido a dieta controle.

Quando a dieta permaneceu constante e observamgeupass deficientes e seus
controles, houve maior produgéo de IL-4 pelo grapotrole com p < 0,001. Contudo, um
fato interessante a ser observado, é a invers@delalzio quando observamos os animais KO
El e os C57 El, pois 0os maiores niveis de IL-4dd&ervados no primeiro grupo.

Ao se comparar 0s grupos controles, a dieta bésgianal parece estimular a maior

producao desta citocina em relacéo ao seu corfffmara 6).
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Figura 6 - Producdo de IL-4 nos sobrenadantes ltierasi aos 45 dias de infeccdo estimulados com
SEA, submetidos a cultura por 24 h a 37° C em darmsle 5% de COOs grupos apresentados sado
0 KO DI (deficiente em iINOS e submetido a dietaopiptéica), KO EIl (deficiente em iNOS e
submetido a dieta controle), C57 DI (controles sefiitios a dieta hipoprotéica) e C57 El (controles
submetidos a dieta controle). * p < 0,05

Quando passou-se a analisar a producéo destmaitmus 60 dias de infeccao (Figura
7), o grupo KO DI apresentou um aumento maior gie\ezes dessa produ¢do, ao contrario
do observado no seu controle KO El (p < 0,05). Temmlioi observada maior concentracao

de IL-4 quando o KO DI foi comparado ao C57 DI (p,85). Em relacdo a dieta controle, o
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grupo KO EI apresentou menores concentracdes deesth-relacéo ao seu controle C57 El (p
< 0,05).
Houve diferenca estatistica quando foram comparasi@gupos controles submetidos

as diferentes dietas (p < 0,05).
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Figura 7 — Producéo de IL-4 nos sobrenadantes Itierasi aos 60 dias de infecgcéo estimulados com
SEA, submetidos a cultura por 24 h a 37° C em darmsle 5% de COOs grupos apresentados sédo
o KO DI (deficiente em iNOS e submetido a dietaopiptéica), KO El (deficiente em iNOS e
submetido & dieta controle), C57 DI (controles sefiitios & dieta hipoprotéica) e C57 El (controles
submetidos a dieta controle). * p < 0,05

Quando a producao de IL-4 foi analisada aos 9Q diaservou-se um decréscimo na
producao desta citocina no grupo KO DI em relaggd&@ EI, porém ainda sendo maiores as
concentracfes no grupo submetido a dieta hipopet&@m relacdo ao seu controle, bem
como entre ele e o grupo controle desnutrido (p 80@). Contudo, neste tempo de infecgao,
0 grupo KO EI volta a apresentar maiores concebaclesta citocina em relagcdo ao grupo
controle submetido a dieta controle. H& uma invensa producédo da IL-4 pelos grupos

controles suubmetidos as dietas diferentes (Figjura
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Figura 8 - Producdo de IL-4 nos sobrenadantes lderasi aos 90 dias de infeccéo estimulados com
SEA, submetidos a cultura por 24 h a 37° C em deresle 5% de COOs grupos apresentados sdo
o KO DI (deficiente em iNOS e submetido a dietaopiptéica), KO El (deficiente em iNOS e
submetido a dieta controle), C57 DI (controles sefichos a dieta hipoprotéica) e C57 El (controles
submetidos a dieta controle). * p < 0,05

Andlise inter-grupos da producéo de IL-4

Quando observamos a cinética da producéo de IL-4, foi possivel notar quei®s nive
desta citocina s&o maiores aos 45 dias para os grupos KO El el,Gftiescendo aos 60
dias e sofrendo um pequeno aumento aos 90 dias com diferencas esteigBC
significantes.

As maiores concentracfes de IL-4 para os grupos KO DI ocorreyariCadias de
infeccdo, sofrendo reducdo para quase a metade aos 90 dias com p < 0,001 quando
comparados os trés tempos. Ja o grupo C57 El, mesmo apresentando coameBsacoes
aos 60 dias, ndo houve diferencas estatisticamente significamesetempos 45 e 90 pos-

infeccao (Figura 9).
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Figura 9 - Analise comparativa entre os trés teng@omfeccdo quanto a producao de IL-4 nos sobesttad

de culturas nos trés tempos de infeccao estimulados SEA, submetidos a cultura por 24 h a 37° C em
atmosfera de 5% de GOOs grupos apresentados sdo o KO DI (deficientdNsD® e submetido a dieta
hipoprotéica), KO El (deficiente em iINOS e submetiddieta controle), C57 DI (controles submetiddseéa
hipoprotéica) e C57 El (controles submetidos aadientrole).

5.1.3 Interleucina 10

Andlise intra-grupos da producéao de IL-10

Analisando a producédo de IL-10 aos 45 dias de infec¢do, podemos observar que os
grupos submetidos a dieta controle apresentam maiores concentragi@e<itbeina em
relacdo aos respectivos grupos submetidos a dieta hipoprotéica (p < 0l@061houve
diferencas estatisticas significantes entre os grupos aedisiem iINOS e seu controle

guando submetidos a DBR. Contudo, quando observada a dieta controle, o grupo controle
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apresentou maiores niveis de IL-10 com diferencas estatistiGarsignificantes. A dieta
hipoprotéica parece inibir a produ¢do desta citocina neste tempo de infeccéo (Figura 10)
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Figura 10 — Producéo de IL-10 nos sobrenadantesltigas aos 45 dias de infeccdo estimuladas com
SEA, submetidos a cultura por 48 h a 37° C em darmsle 5% de COOs grupos apresentados sado
0 KO DI (deficiente em iINOS e submetido a dietaobiptéica), KO EIl (deficiente em iNOS e
submetido & dieta controle), C57 DI (controles sefiitios a dieta hipoprotéica) e C57 El (controles
submetidos a dieta controle). * p < 0,05

Aos 60 dias, observou-se que os niveis de IL-10ss#@icelhantes entre os grupos KO sem
diferencas estatisticamente significantes. Ha uaiamproducéo desta citocina pelo grupo C57 DI em
relacdo ao grupo KO submetido & mesma dieta (0¥ @ em relacdo ao seu controle submetido a
dieta controle (p < 0,001).

Nao foi observada diferenca significante quandmparou-se a deficiéncia em iINOS nos

grupos submetidos a dieta controle (Figura 11).



Ramos, R. RESULTADOS 40

7000 - ’ T
6000 - T
5000-
4000-
3000-
2000 -
1000 -

IL - 10 (pg/ml)

KO DI KO El C57 DI C57 El

Figura 11 — Producéo de IL-10 nos sobrenadantesitig#as aos 60 dias de infec¢édo estimuladas com
SEA, submetidos a cultura por 48 h a 37° C em darmsle 5% de COOs grupos apresentados sado
o KO DI (deficiente em iNOS e submetido a dietaopiptéica), KO El (deficiente em iNOS e
submetido & dieta controle), C57 DI (controles sefiitios & dieta hipoprotéica) e C57 El (controles
submetidos a dieta controle). * p < 0,05

Ja aos dias 90 de infeccéo (Figura 12), os maiores niveis dddtah® detectados no
grupo KO DI com diferencas estatisticas significantes quando cadmpaos KO El e com
seu controle C57 DI. O grupo controle submetido a dieta controle apressaitres niveis
desta citocina quando observada a deficiéncia em iNOS (p < 0,001) e qoargivazio com

seu controle submetido a dieta hipoprotéica (p < 0,001).
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Figura 12 — Producdo de IL-10 nos sobrenadantesitig#as aos 90 dias de infec¢do estimuladas com
SEA, submetidos a cultura por 48 h a 37° C em darmsle 5% de COOs grupos apresentados sao
o KO DI (deficiente em iNOS e submetido a dietaopiptéica), KO El (deficiente em iNOS e
submetido a dieta controle), C57 DI (controles sefiitios a dieta hipoprotéica) e C57 El (controles
submetidos a dieta controle). * p < 0,05
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Andlise inter-grupos da producéo de IL-10

Ao analisar a cinética da produc¢éo desta citocina nos trés testpdados, observou-
se que, com o passar da infeccdo, ou seja, com o cronificar da pategeniveis de IL-10
do grupo KO DI aumentaram a cada tempo com diferencas estat&gaificantes (p < 0,05)
exatamente ao contrario de seu grupo controle KO El sem, contudonsgretiterencas
significantes entre 60 e 90 dias pos-infec¢do. O grupo controle subiaelieta hipoprotéica
apresentou niveis mais elevados desta citocina aos 60 dias deonfecgadiferencas
significantes entre 45 X 60 dias e 60 X 90 dias ndo sendo observadedigraf quando
comparados 45 X 90 dias.

O grupo controle submetido a dieta controle apresentou maiores niveid@&os
45 dias, com valores decrescendo para aproximadamente um terco acs &@altando a

crescer aos 90 dias, com diferencas significantes em todas as compargcded gyi
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Figura 13 - Analise comparativa entre os trés temge infeccdo quanto a producdo de IL-10 nos
sobrenadantes de culturas nos trés tempos de dafestimulados com SEA, submetidos a cultura pdr 24
37° C em atmosfera de 5% de £Os grupos apresentados sdo o KO DI (deficienté\Ngd$ e submetido a
dieta hipoprotéica), KO El (deficiente em iNOS bmmetido a dieta controle), C57 DI (controles suldest a
dieta hipoprotéica) e C57 EI (controles submetaldgeta controle).
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5.2 Andlise Histopatolégica e Morfométrica do Figaol

5.2.1 Estudo Histopatologico

Em relac@o a histopatologia, aos 45 dias de infetm&m visualizados, nos animais
KO DI, apenas alguns pequenos focos de infiltragiamatéria aguda em alguns espacos-
porta.

Aos 60 dias, o processo inflamatério era intensmm qresenca de numerosos
granulomas periovulares em fase de exsudacéo ljnpri@senca de ovos dechistosoma
mansoninao fertilizados ou com raros polimorfonuclearegventuais focos de necrose
coagulativa aguda do parénquima. O colageno apar@mno delicadas e raras fibrilas
dispostas concentricamente na periferia dos grarago

Aos 90 dias, a maioria dos granulomas ainda sen&nasa em fase exsudativa, eram
de pequeno tamanho e a fibrose ocorria sob a fakenfibras coldgenas um pouco mais
espessas, mas ainda nao caracterizando uma cakgfmevidente.

Nos animais KO EIl, aos 45 dias, a infiltracdo imféoria aguda era moderada,
ocorrendo focos eventuais de necrose coagulativdeago parénquima.

Aos 60 dias, notavam-se a presenca de granulonm®vylares maiores,
predominantemente colagenizados, com persistériprdcesso inflamatério agudo nos
espacos-portais.

Aos 90 dias de infeccdo, os granulomas eram maimdantes, isolados e com
abundante colageniza¢do, em comparacao com ossgamperiores, embora esse colageno se
restringisse a periferia dos mesmos e fosse detasiigrilar, pouco denso.

Quando os animais controles foram avaliados, pay@b67 DI apresentou, aos 45 dias
de infeccdo, focos de metamorfose gordurosa péaiperde infiltracdo inflamatoria aguda
intensa nos espacos-porta, além de raros ovB8shistosoma mansonéo fertilizados.

Aos 60 dias, a infiltracdo inflamatéria aguda ®i® em grande intensidade, com
aparecimento de numerosos granulomas periovularéipal exsudativo ou com presenca de
fibrilas colagenas delgadas e pouco abundantes ©@alias, a exsudacdo era de menor
intensidade e a maioria dos granulomas mostraversdase de transicdo, exibindo forte
componente exsudativo e inicio de colagenizacabisteeta ou moderada intensidade.

Ja no grupo C57 ElI, aos 45 dias ja podiam sealEdos alguns granulomas do tipo
exsudativo circundando ovos viaveis $iemansonem degeneracédo, além de raros focos de

necrose aguda parenquimatosa.
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Aos 60 dias, a exsudacdo ainda era intensa narimmaos granulomas, sendo o

coldgeno depositado sob a forma de fibrilas dedisadpouco abundantes.

Aos 90 dias ainda ocorria intensa infiltracdo imi¢édoria aguda de espacos-porta, 0s

granulomas eram do tipo exsudativo e/ou produtteon deposicdo de colageno um pouco

mais espessa gque nos grupos anteriores.

Aparentemente, a dieta hipoprotéica ndo influenciodormacdo do granuloma

esquistossomotico quando foi avaliado o fator deficia em iINOS (Figuras, 3, 4, 5 e 6).
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Figura 14 —Figad
(normal e desnutrido) com 60 dias de infe
pelo S. mansoni Os granulomas periovula
exibem acentuada reagdo exsudativa,
presenca de discreta quantidade de n
extracelular. H.E 200x

Figura 16 —Figado de camundongo KO
(deficiente em iINOS e desnutrido) com 60
de infeccdo pel®. mansonigxibindo focos d
metamorfose gordurosa do parénquime
granulomas periovulares de dimensdes redu:
com intensa reacao exsudativa. H.E. 100x
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Figura 15 — Figado de camundongo C57 El
(normal e eutréfico) com 60 dias de infecgéo
pelo S. mansoni observando-se aspecto
histolégico semelhante ao da Figura 2. H.E.

200x
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(deficiente em iNOS e eutro6fico) aos 90 dia

infeccdo pelo S. mansoni Granudomas
periovulares ainda de aspecto exsudativ
periferia, observandse, porém, deposi¢cédo
tecido colageno. H.E. 100x
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Figura 18 —Figado de camundongo KO Figura 19 —Figado de camundongo KO
(deficientes em iINOS e desnutridos) ao:s (deficientes em iINOS e eutréficos) aos 90
dias de infeccdo peloS. mansoni Os de infeccdo peloS. mansoni Observese
granulomas ainda se acham em fase exsu presenca de Varios granulomas periovu
intensa, com direta deposicdo de ma colagenizados. H.E.100x

extracelular. H.E. 200x

Segundo descricdo no item 4.5.1, na morfometria,cartes histologicos foram
analisados quanto ao percentual de tecido fibresdyme de granulomas, densidade
volumétrica dos granulomas bem como quanto a dassidumérica.

Os resultados encontrados foram agrupados em ssilgiéscritos abaixo.

5.2.2 Estudo Morfométrico do Figado

5.2.2.1 Anélise morfométrica dos animais deficisrégm iINOS e normais submetidos a dieta
controle e sacrificados nos dias 45, 60 e 90 apdieecao.

A Tabela 2 mostra os resultados da analise motfara@os camundongos deficientes
em iNOS onde se observou diferencas estatistides @ grupos de 45 e 60 e entre 45 e 90
dias em relacdo ao percentual de fibrose (p < @)088m aumento maior aos 90 dias. Para as
demais variaveis, ndo houve significancia nas elifgais encontradas. Nesse grupo analisado,
houve retardo no aparecimento dos granulomas, ais g0 foram observados a partir dos 60
dias de infeccéao.
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Tabela 2 — Analise morfométrica dos animais dafieie em INOS submetidos a dieta controle

(KOEI) e sacrificados nos dias 45, 60 e 90 apéig#o.

Dias pés-infeccdo N Média EPM p
45 5 1,73* 0,63
Fibrose (%) 60 5 9,63 1,46 <0,01
90 5 11,54 1,46
Densidade volumétrica d 5 > . )
ensidade volumétrica dos
granulomas 60 5 0,09 0,02 >0,05
90 5 0,12 0,04
Densidade numéca dos 45 5 - -
4 60 5 25,30 3,92 >0,05
granulomas (L/mm®)
90 5 36,58 13,88
Volume dos granulomas | °) 45 5 - -
60 5 334,20 34,73 >0,05
90 5 491,10 99,16

Os valores do volume dos granulomas foram dividjglms10.000; KO (deficientes em iNOS); EPM
(erro padrao da média). Onde existe o (-), sigmifjoe ndo houve observacdo de granulomas. * A
média da fibrose nos animais sacrificados aos 4% pds-infeccdo foi significativamente diferente

daqueles sacrificados apoés 60 e 90 dias (p < 0)0001

N = amostra

Na Tabela 3, estdo apresentados os resultad@nébses dos camundongos normais,
C57 EI mostrando diferencas estatisticas entregsog sacrificados nos dias 45 e 60, 45 e
90 e 60 e 90 pos-infeccdo em relagdo ao percedaudibrose, ocorrendo aumento aos 60

dias, voltando a diminuir aos 90 dias. Nesse gragformacao dos granulomas ja ocorre aos

45 dias.
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Tabela 3 — Andlise morfométrica dos animais nornmgibmetidos a dieta controle (C57EIl) e
sacrificados nos dias 45, 60 e 90 apés infeccéo.

Dias pés-infeccdo N Média EPM p
45 5 2,28* 0,45
Fibrose (%) 60 5 10,3 8§ 1,09 <0,05
90 5 6,09 0,37
Densidad lumétrica d 45 5 0,04 0,02
ensidade volumétrica dos
granulomas 60 5 0,09 0,03 >0,05
90 5 0,07 0,02
Densidade numeéerica do 45 5 15,26 6,77
4 60 5 48,09 15,08 >0,05
granulomas (L/mm®)
90 5 78,24 31,13
45 5 118,00 55,07
Volume dos granulomas | °) 60 5 222,19 33,40 >0,05

90 5 120,79 16,10

Os valores do volume dos granulomas foram dividjztws10.000; C57 (controles); EPM (erro padréao
da média). * A média da fibrose nos animais saaifos aos 45 dias poés-infecgdo foi
significativamente diferente daqueles sacrificadpés 60 e 90 dias bem como a § média entre os
animais sacrificados aos 60 e aos 90 dias (p 00)00

N = amostra

5.2.2.2 Andlise morfométrica dos animais deficisrgm iINOS e normais submetidos a dieta

hipoprotéica e sacrificados nos dias 45, 60 e 88 apgnfeccéao.

Em relacdo aos camundongos KO DI ndo houve difaseastatisticas significantes na
analise desses animais submetidos a dieta hipa@atésacrificados nos dias 45, 60 e 90
apos infeccado. Nao foi observada, aos 45 diasesepca de granulomas.

Os dados apresentados na Tabela 4 sdo resultamtesatise morfométrica dos
camundongos normais submetidos a dieta hipoprat@isanesmos tempos citados.

Observou-se um aumento do percentual de fiboros@@dgas pds-infecgdo sem haver
diferencas estatisticas entre os tempos estudAddsnsidade numérica dos granulomas foi
aproximadamente 60 vezes maior aos 90 dias emacelags analisados aos 45 dias (p <
0,019). Outro dado importante diz respeito ao veuwos granulomas que foi maior aos 60
dias, observando-se volumes menores mas aindadekwms 90 dias, quando comparados
aos 45 dias (p < 0,001).
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Tabela 4 — Analise morfométrica dos animais nornsaismetidos & dieta hipoprotéica (C57DI) e
sacrificados nos dias 45, 60 e 90 apés infeccéo.

Dias pés-infeccdo N Média EPM p
45 5 3,48 1,05
Fibrose (%) 60 5 3,38 0,67 >0,05
90 6 5,22 0,82
Densidad umétrica d 45 5 0,0013 0,00
ensidade volumétrica dos
granulomas 60 5 0,0726 0,02 >0,05
90 6 0,1448 0,06
Densidade numérica do 45 5 1,89*% 1,89
4 60 5 37,93 11,94 <0,05
granulomas (L/mm®)
90 6 62,72 17,44
45 4 19,90** 15,91
Volume dos granulomas | °) 60 5 192,25 23,61 <0,05

90 6 137,86 17,24

Os valores do volume dos granulomas foram dividjzts10.000; C57 (controles); EPM (erro padréao
da média). * A densidade numérica dos granulornasadimais sacrificados aos 45 dias pos-infeccéo
foi significativamente diferente daqueles sacrdiasapos 90 dias (p < 0,05). ** A média do volume
dos granulomas nos animais sacrificados aos 45pdiasnfeccao foi significativamente diferente
daqueles sacrificados apoés 60 e 90 dias (p < 0)0001

N = amostra

5.2.2.3 Andalise morfométrica dos animais deficisnéen iINOS submetidos as diferentes
dietas aos 45, 60 e 90 dias apds infeccao.

N&o foi observada diferenca estatistica signifieagiiando feita a analise entre os
animais KO aos 45 dias de infeccdo submetidosfasedies dietas. A esse tempo da infec¢ao
nao foram observados granulomas em ambas as dietas.

A Tabela 5 mostra os resultados da analise morfaraé&tomparativa entre os animais
deficientes em INOS aos 60 dias de infeccao sudogetis diferentes dietas. Neste tempo, 0s
animais KO EIl apresentaram densidades volumétioess granulomas significativamente
maiores (p < 0,041). Diferentemente da analise 46rdias de infec¢do, os granulomas estao
aparentes e o percentual de fibrose € mais elevadoupo KO EI, embora esta diferenca ndo

seja significativa.
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Tabela 5 — Andlise morfométrica comparativa engeanimais deficientes em iINOS aos 60 dias de
infeccdo submetidos as diferentes dietas.

Grupos N Média EPM p
El 5 9,63 1,46 005
. 0 )
Fibrose (%) DI 5 527 243
El 5 0,09* 0,02
_ o < 0,05
Densidade volumeétrica dos granulomas DI 5 0,04 0,01
Densidade numeérica dos granuloms El 5 25,30 3,92
> 0,05
(1/m DI 5 22,94 13,05
Vol dos G | 3 El 5 334,20 34,72 - 0.05
olume dos Granulomas g °) DI 5 205,53 67.76 ,

Os valores do volume dos granulomas foram dividjglms10.000; KO (deficientes em iNOS); EPM
(erro padrdao da média); El (eutréfico infectado);(@esnutrido infectado).* A média da densidade
volumétrica dos animais KO submetidos a dieta obmtioi significativamente (p < 0,05) maior que
os animais KO submetidos a dieta hipoprotéica.

N = amostra

Aos 90 dias de infeccdo, nos animais KO ndo houferedicas estatisticas entre

nenhuma das variaveis.

5.2.2.4 Andlise morfométrica dos animais normalmsetidos as diferentes dietas aos 45, 60

e 90 dias apos infeccéo.

Aos 45 dias de infecgdo, os animais C57 submetimosdiferentes dietas néo
apresentaram diferencas estatisticas significamtiee nenhuma das variaveis.

A Tabela 6 mostra os resultados da analise morfaraé&tomparativa entre os animais
normais aos 60 dias de infeccdo submetidos asedifes dietas. Neste tempo de infeccdo,
todos os valores referentes ao grupo El, submeéidtieta controle foram maiores que os do
grupo DI, submetidos a dieta hipoprotéica, obsetgase diferencas estatisticas significantes

(p < 0,001) em relacéo ao percentual de fibrose.
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Tabela 6 — Analise morfométrica comparativa enseanimais normais aos 60 dias de infecg¢ao
submetidos as diferentes dietas.

Grupo N Média EPM p
El 5 10,30* 1,08 <0.05
. 0 )
Fibrose (%) DI 5 3.38 0.66
0,09 0,03
| N El 5 5005
Densidade volumeétrica dos granulomas DI 5 0,07 0,02
Densidade numérica dos granulome El 5 48,09 15,08
> 0,05
1/mr DI 5 37,93 11,94
El 5 222,19 33,40
Volume d | : >0,05
olume dos granulomas i °) DI 5 192.25 2361

Os valores do volume dos granulomas foram dividws10.000; C57 (controles); EPM (erro padrédo
da média); El (eutrdfico infectado); DI (desnutridéectado). * O percentual de fibrose do grupo C57
El foi significativamente maior que o do grupo @7 (p < 0,05).

N = amostra

Aos 90 dias de infeccdo, os animais C57 submetisdiferentes dietas nao
apresentaram diferencas estatisticamente signiéisara analise morfométrica.

5.2.2.5 Analise morfométrica comparativa entre isnais deficientes em iINOS e normais

aos 45, 60 e 90 dias apos infeccdo, submetidata abntrole.

N&o foram observadas diferencas estatisticas signiés na analise morfométrica
realizada aos 45 dias apos a infec¢éo.

A Tabela 7 apresenta os resultados da analiseométfica comparativa entre os
animais deficientes em iNOS e normais submetidd®ta controle aos 60 dias de infeccdo
sendo observado maior volume de granulomas nosagK® submetidos a dieta controle (p
= 0,049) quando comparado com 0s seus controlesRa%d os demais parametros ndao houve

diferencas estatisticas.
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Tabela 7 - Analise morfométrica comparativa entseamimais deficientes em INOS e normais
submetidos a dieta controle aos 60 dias de infec¢éo

Animais N Média EPM p
KO 5 9,63 1,46 005
. 0 1
Fibrose (%) c57 5 10,30 1,08
5 0,09 0,02
| N KO >0,05
Densidade volumeétrica dos granulomas C57 5 0,09 0,03
Densidade numérica dos granulome KO 5 25,3 3,92
> 0,05
(1/mn) C57 5 48,09 15,08
KO 5 334,20* 34,72
Volume d | 3 < 0,05
olume dos granulomas i °) c57 5 22219 33,40

Os valores do volume dos granulomas foram dividns10.000; KO (deficientes em iNOS), C57
(controles); EPM (erro padrdao da média). * O voludoe granulomas foi maior (p < 0,05) no grupo
KO em relacao ao seu controle C57.

N = amostra

A Tabela 8 apresenta os resultados da analise métfica comparativa entre os
animais deficientes em INOS e normais aos 90 ddaimféccdo submetidos a dieta controle.
O percentual de fibrose, bem como o volume dos ujpams apresentaram-se
estatisticamente maiores no grupo KO. Para os syiewametros, ndo houve diferencas

estatisticas significantes.

Tabela 8 — Andlise morfométrica comparativa engramimais deficientes em iNOS e normais aos 90
dias de infec¢do, submetidos a dieta controle.

Animais N Média EPM p
KO 5 11,54* 1,46 <0.05
. 0 )
Fibrose (%) c57 5 6.00 0.37
5 0,12 0,04
, - <O > 0,05
Densidade volumetrica dos granulomas C57 5 0,07 0,02
Densidade numeérica dos granulom: ko 5 36,58 13,88
>0,05
(1/mn C57 S 78,24 31,13
KO 5 491,10* 99,16

Volume dos granulomas | °) <0,05

C57 5 120,79 16,10

Os valores do volume dos granulomas foram dividiplms10.000; KO (deficientes em iNOS); C57
(controles); EPM (erro padrdo da média). * O petwande fibrose do grupo KO EIl foi
estatisticamente maior (p < 0,05) que o do grupo El5ho mesmo periodo.

N = amostra
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5.2.2.6 Analise morfométrica comparativa entre isnais deficientes em iINOS e normais

aos 45, 60 e 90 dias ap0s infec¢é@o, submetidasta hipoprotéica (D).

N&o houve diferencas estatisticas significante;enimum dos trés tempos estudados

para esse grupo de animais.

5.3 Avaliagdo da Carga Parasitaria

Dez animais de cada grupo infectado (experimentaintrole) foram sacrificados para
recuperacao de vermes machos e fémeas localizadsisteama porta mesentérico. Ao fim do
experimento, os resultados foram analisados e a@ups entre grupos (Figura 1). O grupo
controle infectado submetido a dieta hipoprotéipaesentou maior homogeneidade no
namero de vermes macho e fémea. Contudo, ndo hbigrencas entre nenhum dos grupos

analisados (p > 0,05).
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KO DI KO El C57 DI C57 El

Grupos de Animais

Figura 20 — Contagem de vermes adultos machos eafrapds perfusdo nos quatro grupos
infectados: deficientes em iNOS desnutridos e taféms (KO DI); deficientes em iNOS eutréficos e
infectados (KO EI); controles desnutridos e infdog (C57 DI); controles eutroficos e infectados
(C57 EI). Os resultados foram expressos em Méthasgs laranja e amarelas) e EPM (Erro Padrao
da Média); tracos verticais.
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6 DISCUSSAO

A esquistossomose mansbnica é um importante pnablee sadde mundial,
especialmente em paises em desenvolvimento, orde resitas vezes, associada a um
precario estado nutricional.

Uma vez que a subnutricdo € capaz de prejudicapacidade defensiva e a resposta
imunologica do hospedeiro, pode ser necessario at@mbinicialmente, a desnutricdo e
depois a esquistossomose por esta ter a capadigadgravar o estado de ma nutricdo ja
existente (COUTINHO et al., 1979).

Como o Nordeste Brasileiro apresenta areas endénpara a esquistossomose
parasitose onde, muitas vezes, 0 paciente coneiveacdesnutricdo, este estudo teve como
um dos objetivos conhecer o padrdo de respostaoidgina de camundongos, o modelo
experimental mais adequado para o estudo da esspostose, deficientes em iINOS,
desnutridos e com infeccdo esquistossomotica aghN®RADE; CHEEVER, 1993) nos
dias 45, 60 e 90 pos-infeccao.

A esquistossomose murina em linhagens isogémpcagprciona um modelo Gtil para
o estudo da influéncia do padrédo genético no dedemento da doenca.

Por outro lado, o estudo desenvolvido com os asirdaficientes em INOS (KO)
serviu para que fosse possivel conhecer algunsctaspenvolvidos na patogenia da
esquistossomose aguda, relacionando também o &idiico com a desnutricdo e a
esquistossomose. A iNOS esta presente virtualmamtéodas as células e é expressa em
resposta as citocinas proinflamatoérias NsNF-NF-o. e IL-1 B liberando prolongadas taxas de
NO, que vao atuar na esquistossomose como um degutka resposta inflamatéria. Na
auséncia dessa enzima, o NO em taxas reduzidagapodenprometer a formacao do
granuloma esquistossomotico e associado ao estdadcional mostrou resultados decorrente
dessa associacao (iNOS x desnutricdo) ainda inéaliliteratura.

E importante salientar que, apesar de ser retatimée dificil caracterizar as fases
aguda e crbnica da esquistossomose murina, a #feécconsiderada aguda até mais ou
menos a 82 semana de infeccdo (WYNN et al., 1998)irdeccdo cronica comeca a ser
caracterizada a partir da 1228 semana pos-infecggaLLON, 2000; PEARCE;
MACDONALD, 2002). Portanto, estes estudos foramedeslvidos na forma aguda da
doenca e os parametros estudados também foranseattaino periodo inicial da infeccao

cronica, considerada, ainda, como um periodo deit@o entre as duas fases.
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6.1 Avaliacdo das Citocinas

A reacdo em torno do ovo & mansonj denominada de granuloma é descrita como
um manifestacdo de hipersensibilidade retardadalesérvada nos hospedeiros susceptiveis,
ocorrendo variacdes na morfologia, dependendordpdale infeccdo e da espécie de modelo
estudada, parecendo ter uma relagdo também corsteamai imunolégico e o estado de
nutricdo (WARREN; DOMINGO; COWAN, 1967).

Do ponto de vista imunolégico, oito semanas apdsfeccdo comSchistosoma
mansonj a producdo de citocinas Th2 por células esplénicgor células do granuloma
hepético é predominante se comparada a produca@itadinas Thl (STAVITSKY, 2004)
justificando que a expressdo de Th2 é predominargsta relacionada com a formacao do
granuloma hepético e que o aumento de Th2 é acdragampela diminuicdo de Thl.

Boros e Lukacs (1992), observaram que a producdio-2ie IL-4 estavam fortemente
associadas com a formacdo do granuloma hepaticeeeessa producao diminuia com a
modulacado da resposta granulomatosa.

Alguns trabalhos mostram que a IL-4 ndo interfecetamanho do granuloma e
diminui a fiborose (CHEEVER et al., 1994) e que allLprovoca aumento do tamanho do
granuloma bem como o numero de eosindéfilos, naerfarindo no processo fibrogénico
(BOROS; WHITFIELD, 1998), enquanto o IFNaumenta o nimero de eosinofilos, mas néo
atua sobre o tamanho do granuloma nem na formacébrdse (SHER et al., 1990).

A fibrose, algumas vezes, aparece no granulomantento, trata-se de um processo
complexo, controlado por um namero de citocinaslpralas por varios tipos de células mas
sua regulacdo é claramente independente da regulded formacdo do granuloma
(STAVITSKY, 2004).

Na esquistossomose murina, os linfocitos CD4+ dpsetram um papel importante
central na formacdo e crescimento dos granulompaétiobes e as citocinas dirigem a sua
resposta inflamatoria em torno dos ovos. As ciasifL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 sdo as
principais que sé@o secretadas por células do fiffoeTtornam-se presentes em maiores niveis
apos o inicio da deposicédo e contato com os am$gdas ovos, que sdo eliminados pelas
fémeas adultas d8. mansonéntre a e 5' semana pos-infeccdo. Nesse periodo, as citocinas
do tipo Thl (IFN-g e IL-12), sao inibidas e comegser notado uma diminui¢cdo do tamanho
da formagé&o do granuloma (WYNN et al., 1998).

Deve-se ressaltar que o modelo murino é consldevamais adequado por apresentar
alteracbes patoldgicas semelhantes as dos humahiRADE; CHEEVER, 1993), desta
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forma, foram avaliadas a producédo das citocinasyiHN-4 e IL-10 para se conhecer o perfil
de producéo de citocinas Thl e Th2.

Quanto a producdo de IFp-os dados desse trabalho ndo apresentaram ddsrencg
estatisticas (p > 0,05) entre o0s grupos estudagoesentando, contudo, maiores
concentragbes desta citocina nos animais KO EIl ela¢do ao seu controle C57 El,
concordando com os estudos de Hesse et al. (20®Qjud a deficiéncia em INOS é
responsavel por um aumento da producéo destar@tocs eutréficos e se contrapondo aos
achados de Brunet et al. (1999) onde a inibicadprdducéo de NO, pela administracéo de
aminoguanidina aos 46 dias de infeccdo em animiastados cons. mansonprovocou uma
diminuicdo da producéo de IFNin vitro, talvez devido ao periodo analisado por este grupo
0 que ainda nao seria representativo aos 60 dednfetcdo. Contudo, esses resultados se
apresentaram de maneira inversa quando foram cadgsios animais submetidos a dieta
hipoprotéica, isto, €, os camundongos C57 DI aptesgm maiores niveis desta citocina
guando comparados com os animais KO DI, sugering® & desnutricdo associada a
deficiéncia de NO teriam papel inibitério sobre macrofagos, sendo representado pela
diminuicdo da concentragéo de IfyN-

Como o presente estudo também avalia a cinétigaratiucdo das trés citocinas na
fase aguda da esquistossomose murina, foi obsewadaconstancia na relacdo entre KO EI
e C57 El com maiores concentracfes do yds 45 dias de infecgdo, ou seja, no inicio da
oviposicao.

Os KO EI, em todos os trés tempos, apresentararergonda concentracéo de IRN-
em relacdo ao seu controle C57. Um fato interessantue, segundo Lyons (1995), o
aumento da producdo de NO esta comumente ass@oada aumento de outros mediadores
inflamatérios como IFNg que sofrem sinergismo com NO e potencializam sfeBos.
Desta forma, a partir do presente estudo, era adpeque a baixa producdo de NO
influenciasse a producao desta citocina, o qudaiddservado.

Em relacdo a producédo de IL-4, contudo, os resedtapresentados nesse trabalho
divergiram dos obtidos por Hesse et al (2000), urea que o0s niveis desta citocina
mostraram-se maiores no grupo KO EIl ao serem cadparao grupo C57 El (p > 0,05).
Apos 45 e 90 dias. Mais uma vez, foi observadarg@eedas raz6es quando foram observados
0s animais submetidos a dieta hipoprotéica pareckader um mecanismo de compensacao,

guando associadas dieta hipoprotéica e defici@miaNOS, h4 uma diminui¢cdo das citocinas
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Th2 para prevenir patologia severa. Estes dadpsesmderam, pois, assim como Hesse et al.
(2000), eram esperadas concentracdes mais eledadiag! pelo grupo C57 El.

Em trabalho desenvolvido por Boros e Lukacs (196#)pbservado que o pico da
formacdo do granuloma ocorre apenas quando osciliogd presentes neste produzem
significantes quantidades de IL-4, o que nao feieoado nesse estudo uma vez que as altas
concentracdes desta citocina ocorreram aos 45 d#asifeccdo, momento no qual n&o
observou-se granulomas nos animais KO EI.

Da mesma forma, nossos dados referentes a prodecfiel0 divergem dos obtidos
por Brunet et al. (1999), onde foram observada®mesiconcentracdes desta citocina pelo
grupo C57 DI. Nossos dados revelam um discreto atom® grupo KO DI em relagéo ao
KO El (p > 0,05).

Um fato interessante a ser observado é, que, achdondo observado com as outras
citocinas em relacdo a associagdo entre dieta fufpa e deficiéncia em INOS e um
provavel mecanismo compensatorio para prevenir didaxe, as maiores concentragcbes de
IL-10 foram observadas nos animais C57 DI (p <10),00

Uma vez que a IL-10 foi identificada como um fadolivel responséavel pela inibicdo
da sintese de citocinas Thl, observou-se a imegia@ducao desta citocina ao tempo da
deposicao dos ovos e permanéncia dos niveis elevedestagio crénico da doenca tendo um
importante papel regulatorio durante a esquistoessenfHOFFMANN; WYNN; DUNNE,
2002). Em trabalho desenvolvido por Flores-Villaraiet al. (1996), a administracao de IL-
10 em camundongos com esquistossomose provocoouigid do tamanho dos granulomas
circunscritos durante a fase aguda da infeccdo. nWgh al., 1998 observaram que
camundongos deficientes em IL-10 apresentavam domanto de citocinas de perfil Thl
como Th2, sendo, desta forma, danoso para estedwsp. Essas informacdes ressaltam a
importancia da inducao da IL-10 para que haja emadvimento de uma eficiente resposta
Th2 na esquistossomose.

Deve-se salientar que além desses mecanismosudascé| existem diversos outros
para explicar a imunorregulacdo na esquistossomosia, incluindo um papel importante
das células T CD8as células regulatdrias e as células B, queganecser investigados.

Desta forma, mais estudos em modelo murino precsamealizados para que esses
pontos levantados no trabalho possam ser mais mertados. Além disso, outros modelos
experimentais necessitam ser ainda desenvolvidosa p@avestigar mecanismos
imunopatogénicos e para se testar intervencOepéigieas que possam ser utilizadas na

doenca humana.
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6.2 Andlise Histopatoldgica Hepética

A lesdo macroscépica, em si, ja se constitui uamacteristica, possuindo um aspecto
micronodular esbranquicado, porém a lesdo micrésgggde assumir um maior significado
ao exibir diversos graus de lesdes inflamatériagrdiévas e obstrutivas dos ramos porta
intra-hepaticos (ANDRADE; BINA, 1983).

Em relacdo a andlise da morfologia microscépicigimo, estudos desenvolvidos por
Coutinho (2004) e Oliveira et al. (2004) mostrargme a ma nutricdo afeta varios
mecanismos de regeneracdo, como a diminuicao difepodo de fibroblastos, producéo de
colageno e albumina e que o estado nutricional dspddeiro tem papel importante
modificando os tecidos conectivos na esquistossernegatica murina.

Nesse sentido, 0 estudo em camundongos normai®nNd&@u que a resposta
inflamatdria hepatica foi mais intensa nos anireaiséficos (C57EI), em comparagdo com 0s
desnutridos (C57 DI) confirmando que a nutricdajadda do hospedeiro favorece a resposta
inflamatoria contribuindo para o aumento da de@msile colageno (Coutinho, 2004). Apesar
disso, foi observado também que nos camundongosuttiekos (C57DI) essa resposta
inflamatoria, apesar de menos intensa, jA eraelishies 45 dias apOs a infeccdo e se
intensificava aos 60 dias apos a infeccao.

A fibrose hepatica da esquistossomose é uma fibrdgiea que envolve
essencialmente os espagos porta, cuja etiologiend®a ado totalmente esclarecida. Em
humanos, ambas as lesdes, tanto as granulomatesagufares como a fibrose progressiva
periportal, participam da formacdo da chamada d$ibrdpipesteim” ou de Symmers
(COUTINHO, 2004). Além disso, podemos salientar gudibrogénese é um processo
dindmico, regulado por citocinas, mas sua regula;&ualependente daquela encontrada na
formacéo do granuloma (STAVITSKY, 2004).

No modelo experimental murino essa fibrose de Symmnwal “clay pipestem”,
visualizada em humanos tem sido reproduzida em mdomgos bem nutridos (ANDRADE;
CHEEVER, 1993). No entanto, ndo se tem tido sucessoreproducdo em animais
desnutridos. Por outro lado, alguns camundongosutiédos desenvolveram uma fibrose
denominada de “pipestem-like”, em trabalhos redb®apor Coutinho et al., (1997; 2003 e
2004).

6.3 Estudo Morfométrico do Figado
Do ponto de vista morfométrico os figados analisado grupo submetido a dieta

controle acrescidos da deficiéncia em INOS (KOpheaentou maior percentual de fibrose
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aos 90 dias de infec¢do, correspondendo ao endorries fases de transi¢cdo e nas cronicas ja
estabelecidas, com baixo percentual de fibrosdaakas de infec¢do (Tabela 2).

Contudo, quando foram avaliados os animais normai®ficos (C57 El), os maiores
percentuais de fibrose foram observados aos 60ddiasfeccéo, indicando que o KO El
sofreu um provavel retardo na formacédo da fibresedd a deficiéncia em iINOS (Tabela 3).

Ao serem comparadas as Tabelas 3 e 4, é possbsaivab que, quanto ao percentual
de fibrose, os animais C57 El apresentaram maiovess aos 60 dias de infeccdo (Tabela 3),
contrapondo-se ao grupo C57 DI que parece apresemtaetardo na formacéo da fibrose
observado aos 60 dias (Tabela 4). A densidade \ética, bem como o volume dos
granulomas observado nos 45 e 60 dias apds a dafefy maior no grupo submetido a dieta
controle (Tabelas 3 e 4), confirmando os achado€aldinho (2004) de que animais bem
nutridos apresentam esses parametros maiores &paaelos desnutridos. No entanto, aos 90
dias esses parametros analisados foram maioremimais submetidos a dieta hipoproteica.

De modo geral, o fator desnutricdo foi capaz darder, inicialmente, a fibrose bem
como os demais parametros, corroborando com osdeshde Oliveira et al (2004) e
Coutinho (2004) de que a desnutricdo prejudica @samsmos de reparo quanto aos animais
controles. Entretanto, quando foram avaliados awraia deficientes em INOS, os resultados
obtidos revelaram que o fator dieta ndo interfeaeresposta inflamatoéria entre os animais
KO, influenciando apenas na densidade volumétiésses animais (Tabela 5).

O fator dieta parece influenciar apenas o paramdaosidade volumétrica dos
granulomas aos 60 dias de infeccdo sendo maior@snssdades no grupo KO El (p < 0,05)
(Tabela 6).

Quando comparados em relagdo a dieta controlejumneodos granulomas, aos 60
dias de infec¢éo, apresentou-se maior no grupo Kgu&em seu controle C57 El (Tabela 7).

O NO desempenha importante papel na funcdo vasallesinte as respostas
inflamatorias, reduzindo a agregacdo e aderéncquptérias, inibindo caracteristicas da
inflamac&o induzidas por mastocitos e servindo comgulador do recrutamento de
leucécitos. Na esquistossomose, o0 NO é importaante @ hospedeiro ndo somente devido as
suas caracteristicas antimicrobianas, mas tambéwinde como um potente mediador
inflamatério e antifibrético (HESSE et al., 200No presente estudo, mesmo com a
deficiéncia em INOS, principal produtora de NOrécjso lembrar que pequenas quantidades
dessa molécula podem ser produzidas pela nNOS &eNO

A analise morfométrica revelou que, em relacdo aor fdeficiéncia em iNOS, os

animais KO DI (dados ndo mostrados) e C57 DI, @glids de infeccdo, apresentaram
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achados inflamatorios de menor intensidade, nddosebservadas diferencas nos demais
tempos, concordando com os achados de Brunet @9&8I9) sobre a importancia do NO no
desenvolvimento da inflamacé&o das fases iniciaiaféacao peld@s. mansoni

Apesar de nos estudos de Coutinho (2004) e Oliati@. (2004) os animais terem
sido estudados durante a fase crbnica, é importamigibuir com a informacgéo de que estes
achados também séo encontrados no granuloma dagiada.

Com relacdo a acdo do NO na formacdo do granulomgpértante lembrar que o
INOS é um importante fator regulador, controlandmfiamacao induzida pelo ovo d.
mansoni A esse respeito devemos salientar que a prodiledblOS é induzida por vérias
citocinas proé-inflamatérias incluindo IFlNe TNF«a cuja producéo continua pode induzir um
dano tecidual e contribuir para 0 aumento da pgialdurante a resposta imune (Hesse et al.,
2000).

Em ensaio desenvolvido, por Brunet et al, (1999)kleoo NO foi inibido pela
administracdo de aminoguanidina, foi observada exdquhepatoesplenomegalia reduzida e
exacerbada patologia hepética. O ensaio revelaupartancia do NO quando inibido em
tempos diferentes de infeccdo (6 e 32 semanasnfErzdo) para prevenir os danos
desencadeados pela oviposicdo pois, na fase cr@ssa inibicdo ndo causou alteracdes na
morbidade. Em contraste, no estudo realizado paséiet al. (2000), nenhum sinal de
caquexia foi detectado na fase aguda nos animb@et¢es em iNOS e foi sugerido que o
papel mais importante do NO durante uma respo Bladbminante, no caso animais IL-4
KO, é a de servir antes como anti-inflamatorio de gomo mediador hepatotéxico.

Neste caso, 0 presente trabalho parece confirsy@acbados de Hesse et al. (2000)
atribuindo o papel importante do NO como anti-imié6rio ao ser observado maior
percentual de fibrose nos animais normais, que Gs&a@nimais que nao apresentam a
deficiéncia do NO, em relacédo aos KOs, que s&grgsos de animais deficientes em iNOS
(Tabela 2 e 3).

6.4 Avaliacdo da Carga Parasitaria

Os camundongos separados para avaliacdo da cargaitfria (10/grupo) foram
sacrificados apos 90 dias de infeccéo, ou sejigsgade transicdo da doenca. Esses resultados
apresentaram um maior numero de vermes adultosgngms normais (DI e El) ao se
comparar com os grupos deficientes em INOS (DI )eeElima quantidade semelhante de
vermes adultos machos e fémeas obtidos dos an@b&i®I. Contudo, ndo foram observadas

diferencas estatisticas entre os grupos. Portaéto foi observado diminuicdo na carga
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parasitaria nos grupos desnutridos, contrariandaeofoi encontrado por outros autores (DE
WITT, 1957; MAGALHAES et al., 1986).

No entanto, seria interessante analisar a morfaldgstes vermes a fim de identificar
diferencas anatdomicas entre eles a partir dos @suametidos as diferentes dietas e avaliar

a importancia da presenca do NO quanto ao tamarsheatmes e anatomia de seus 6rgaos.
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7 CONCLUSOES

Diante do estudo realizado em camundongos, ondiksamas a infeccdo poS.
mansoni,a desnutricdo e a deficiéncia do NO, e apdés atitips analises estatisticas para
avaliarmos esses dados com os referentes a cagit@da, morfometria, histopatologia e
producao de citocinas, podemos concluir que:

* A semelhanca entre a quantidade e sexo dos vedu#esadeS. mansonnos grupos
analisados ocorre possivelmente devido ao nUmeajaep® de animais da amostra.
Informagbes adicionais poderdo ser observadas seerfo avaliadas alteragbes
morfolégicas e anatdmicas dos vermes e seus regpeotgaos;

* Relacionado a variavel deficiéncia em iINOS, esta atibindo a resposta inflamatoéria
dos granulomas no inicio da infec¢éo nos grupdsidetes em iNOS (DI e El);

* Estudando a variavel deficiéncia de iINOS, no gr#@ EIl, o Unico parametro
morfométrico hepético mais elevado foi o volume dmmnulomas em relagédo ao seu
controle C57 El, salientando que a auséncia de d§@re um aumento da reagao
inflamatdria em torno dos ovos;

» Comparando deficientes em iINOS x normais em relagdieta controle, o grupo C57
apresenta reacdo inflamatoria ja4 aos 45 dias etmuagrupo deficiente em INOS
apresentou retardo em todos os parametros morfiocpgtexceto para o percentual de
fibrose, indicando que a auséncia de NO retardaooepso fibrotico no inicio da
infeccao;

* Aos 60 dias de infeccdo, a variavel deficiénciaild@S causou aumento do tamanho
dos granulomas no grupo KO EIl em relacdo ao setraderC57 EIl sugerindo que a
auséncia de NO é critica no inicio da infeccdo, séiado observado isso com o

surgimento da resposta Th2;
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Em relacdo a variavel dieta, os animais submetalaseta controle apresentaram
alguns parametros morfométricos hepaticos maisadtes com destaque para o
percentual de fibrose do grupo C57 El aos 60 ei&@9 plbs-infeccdo, caracterizando
gue os animais eutréficos, apresentam melhoresg@slimunologicas;

O fator dieta parece ndo interferir na respostarnmtoria entre os animais deficientes
em INOS, em todos os tempos analisados;

O IFN-y apresentou maior concentracdo no grupo KO El éagde ao seu controle
C57 EI em todos os tempos analisados, havendo séweda relacdo quando
analisados os KO DI e seus controles C57 DI aose460 dias poés-infeccao,
provavelmente devido a associacdo entre deficiéteidNO e desnutricdo inibindo
macrofagos;

A citocina IL-4 apresentou menores concentracfegropo KO EI em relacdo ao seu
controle C57 El ao se comparar com os niveis dedkgs 45 e 90 dias, sugerindo a
predominancia de uma resposta Thl e inibicdo dposés Th2 para prevenir a
patologia severa;

A producéo de IL-10 mostrou-se inalterada quandarivel deficiéncia em iINOS foi
observada nos animais submetidos a dieta hipopaptéds 45 dias, parecendo nao ter

relevancia o papel da desnutricdo na producao distina.
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Preliminary results on interleukin-4 and interleukin-10 cytokine
production in malnourished, inducible nitric oxide synthase-
deficient mice with schistosomiasis mansoni infection
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Schistosoma mansoni infected C57Bl/6 inducible nitric oxide synthase (iNOS)-deficient and non-deficient mal-
nourished mice, both fed a balanced controlled diet were studied. Interleukins, IL-4 and IL-10 responses to soluble
egg antigens (SEA) 90 days after infection, were determined. Our results suggest that in iNOS deficient, malnour-
ished mice, 90 days after of infection, nitric oxide has a downregulating effect on IL-4 and IL-10 production. We are
currently investigating the biological significance of these findings.

Key words: Schistosoma mansoni - cytokines - malnutrition - mice

In Northeastern Brazil, a large number of people in-
fected with Schistosoma mansoni suffer from malnutri-
tion. The mouse model is appropriate to investigate as-
pects relating to the pathogenesis of the association of
schistosomiasis and malnutrition about which little is
known (Coutinho et al. 1992).

The inhibition of iNOS (inducible nitric oxide syn-
thase), the enzyme responsible for the formation of nitric
oxide (NO), resulted in cachexia and exacerbated hepatic
pathology, suggesting that, in schistosomiasis NO limits
hepatocyte damage (Brunet et al. 1999, Abath et al. 2006).
However, another group (Patton et al. 2002) observed that
infected wild mice developed a Th2 profile response and
chronic liver disease, while the interleukin (IL-4) deficient
mice developed a Th1 profile response with high levels of
NO and interferon (IFN-y) and an acute lethal syndrome
deriving from the absence of the Th2 response and well-
structured granuloma. This study presents preliminary
results on the production of IL-4 and IL-10 in mice defi-
cient in the production of nitric oxide syntase (KOiNOS)
and in control C57BL/6 wild type (WT) mice, subjected to
hypoproteic diets (Region Basic Diet-RBD) or a normal
diet and infected or not with S. mansoni, in an effort to
correlate the production of these cytokines with the func-
tion of NO.
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Male 21-day old C57BL/6 mice, deficient in iNOS
(KOiINOS) were used along with control mice. The mice
were obtained from Fiocruz and kept in the CPqAM ani-
mal facilities. All the procedures involving the mice were
approved by ethical committees for the use of animals
(CEUA/Fiocruz, P0201/03). A S. mansoni strain isolated
from Belo Horizonte (BH) and kept in our laboratory was
used. Mice were infected percutaneously with 30 cercariae
shed from Biomphalaria glabrata. Malnutrition was in-
duced by administering a RBD diet, based on the dietary
standards of the human population in areas where schis-
tosomiasis is endemic in the Northeast (Coutinho et al.
1992). The KOiNOS group was subdivided into infected
malnourished (KOiNOS IM), n= 10, and infected eutrophic
mice (KOINOS IE), n = 10. The WT group was likewise
subdivided into: infected malnourished (WT IM), n= 10,
and infected eutrophic (WT IE), n = 10. After 90 days of
infection, the mice were anaesthetized and sacrificed and
their spleens were removed and processed. The spleen
cells obtained from a pool of three mice per group were
cultivated in RPMI 1640 containing 10% FCS (fetal calf
serum), and stimulated by SEA (soluble egg antigens) at a
concentration of 20 pg/ml or phorbol myristate acetate
(PMA)/ionomycin (20 pg/ml), for 48 h, at 37°C under 5%
CO, and the supernatants were collected for quantifica-
tion of IL-4 and IL-10, using the ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay).

Statistical significance was determined using Student’s
two-tailed ¢ test and significance was assumed for a p
value <0.05.

iNOS is present in virtually all cells, and is expressed
in response to proinflammatory cytokines, such as IFN-,
tumor necrosis factor (TNF-ar) and IL -1, resulting in the
prolonged production of large ammounts of NO (Brunet
etal. 1999). In contrast, IL-4 can inhibit NO production by
upregulating arginase expression thereby providing an
alternative pathway for metabolism of L-arginine, the pre-
cursor for NO (Patton et al. 2002). On the other hand, the
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Fig. 1: interleukin-4 (ng/ml) levels in spleen cells from inducible
nitric oxide synthase deficient infected malnourished mice (KOiNOS
IM), inducible nitric oxide synthase deficient infected eutrophic
mice (KOINOS IE) and wild type infected malnourished mice (WT
IM) 90 days after Schistosoma mansoni infection. Spleen cells
were stimulated with soluble egg antigens; * p < 0.05.
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Fig. 2: interleukin-10 (ng/ml) levels in spleen cells from inducible
nitric oxide synthase deficient infected malnourished mice (KOiNOS
IM), inducible nitric oxide synthase deficient infected eutrophic
mice (KOINOS IE) and wild type malnourished infected mice (WT
IM) 90 days after Schistosoma mansoni infection. Spleen cells
were stimulated with soluble egg antigens; * p < 0.05.

effects of iNOS on cytokine production is less clear. In
the present communication, the effects of disrupture of
the gene encoding iNOS on cytokine production was in-
vestigated in eutrophic or malnourished S. mansoni in-
fected mice.

The mice from the KOiNOS IM group, after 90 days of
infection, produced more IL-4 and IL-10 than the KOiNOS
IE group (p < 0.05). Comparing the KOiNOS IM group
with the WT IM group, over the same period, the levels of
IL-4 and IL-10 were lower in the WT IM group (p <0.05,
Figsl, 2). Although there have been several reports dem-
onstrating that NO is capable of inhibiting cytokine pro-
duction by T cells (Patton et al. 2002), the effects on se-
lective Thl or Th2 responses is still contradictory. Our
results suggest that both iNOs deficiency and malnutri-
tion enhance the Th2 response, possibly by down-regu-
lating Th1 cytokines. Furthermore, it seems that these situ-
ations (iNOS defficiency and malnutrition) act synergisti-
cally.

In order to analize if the diet and the presence of NO
enhance the production of IL-10 and IL-4 cytokines, we
are repeating the experiment and increasing the number
of animals per group to obtain more significant values
and comparisons. In addition, we are currently investi-
gating the biological consequences of these findings for
granuloma formation and patology.
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