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BARROS, Andréia Ferreira. Fibrogénese hepatica na esquistossomiase
mansobnica associada a desnutricdo em modelo experimental. 2013. Tese
(Doutorado em Saude Publica) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Recife, 2013.

RESUMO

Doencas hepaticas crbnicas fibrosantes representam grave problema de saude
publica. Nelas pode ocorre excessiva deposi¢cdo de matriz extracelular. No caso da
esquistossomiase mansonica, 0 agente causal sdo os ovos do parasito. Nas
endémicas, é freqlente a ocorréncia de desnutricdo associada a infeccdo de
populacdes humanas pelo Schistosoma mansoni. O objetivo foi investigar no modelo
experimental murino, as repercussdes da desnutricdo sobre a biologia do hospedeiro
e do parasito e suas relacbes com a fibrogénese hepatica. Metodologia: curvas
ponderais do hospedeiro, carga parasitaria, maturacdo e viabilidade dos ovos de S.
mansoni, morfologia e morfometria hepética, producdo de colageno |,
imunomarcagao de a-SMA, niveis de producdo de TGF-31, IL-4, IL-13, IL-17 e IL-23.
Quatro grupos de camundongos foram utilizados. Resultados - As curvas ponderais
foram significativamente inferiores nos desnutridos, independentemente da infeccéo.
A quantidade de colageno e a imunomarcacdo para colageno | foram
significativamente inferiores no grupo desnutrido infectado, em relagdo ao grupo
eutrofico. Imunomarcacao para a-SMA foi equivalente, nos desnutridos e eutroficos
com infecgdo. A produgcao das citocinas TGF-B1, IL-4, IL-13, IL-17 e IL-23, bem
como a de MMP-9 e TIMP-1 também foi significativamente menor no grupo
desnutrido infectado, em relagdo ao grupo eutréfico. Conclusdo: A associacdo
morbida esquistossomiase/desnutricdo influenciou, negativamente, a fibrogénese
hepatica, com acentuada reducdo da sintese de colageno |, das citocinas TGF-B1,
IL-4, IL-13, IL-17 e IL-23, bem como baixa producdo de MMP-9 e TIMP-1,
moduladores da deposicdo de MEC. A inabilidade de camundongos desnutridos
para desenvolverem a fibrose periportal esquistossomotica, pode ser explicada por
alteracdes da fibrogénese, que guardaram relacdo com a reduzida sintese de
coldgeno e com a deficiente producdo de importantes citocinas pro-fibrogénicas
sobretudo TGF-B1 e IL-13 e outras alteracfes, estas dependentes do estado de ma-
nutricdo do hospedeiro, induzido pela deficiéncia dietética de proteina.

Palavras-chaves: Esquistossomiase mansonica experimental. Fibrogénese
hepatica. Citocinas. Desnutri¢ao.



BARROS, Andréia Ferreira. Hepatic fibrogenesis in schistosomiasis mansoni
associated with malnutrition in experimental model. 2013. Thesis (Doctorate of
Public Health) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz,
Recife, 2013.

ABSTRACT

Chronic fibrous liver diseases are an important public health problem. They can be
due to different etiologies, including parasites, and are characterized by an excessive
deposition of extracellular matrix. Manson’s schistosomiasis, its etiology is linked to
the parasite eggs. In endemic areas, undernutrition and schistosomiasis are
frequently associated in human populations. Objective: Investigation aimed to study
the effects of undernutrition on the host and parasite biology and their relationships
with liver fibrogenesis using the mouse as experimental model, as well as to explain
the cause of the hepatic schistosomiasis periportal fibrosis detected in well-fed
animals but not develop in deficient mice. Methodology: evaluation of weight curves,
parasites load, maturation and viability of S. mansoni eggs, hepatic morphology,
morphometry, production of collagen I, counting of activated hepatic stellate cells,
levels of TGF-B1, IL-4, IL-13, IL-17 and IL-23. Four mice groups. Results: Weight
curves were significantly lowers in the undernourished mice, regardless the infection.
Amount of collagen was significantly lower in undernourished infected mice, as
compared to well nourished animals. Immune marking for a-SMA was equivalent in
undernourished and well nourished infected mice. There was a significant decreased
synthesis of TGF-p1, IL-4, IL-13, IL-17, IL-23, and MMP-9, TIMP-1 in the
undernourished infected animals. Conclusion: Morbid association between
undernutrition and schistosomiasis mansoni had a negative influence on the host
biology and on the hepatic fibrogenesis, showing a drastic reduction in the synthesis
of collagen, of the TGF-p1, IL-4, IL-13, IL-17, IL-23, as well MMP-9 and TIMP-1. So,
the inability of undernourished infected mice to develop the periportal type of fibrosis
seen in schistosomiasis “pipestem”, may be due to an alteration in hepatic
fibrogenesis related to dietetic protein deficiency, leading to a decreased synthesis of
collagen and of several cytokines, mainly TGF-B1 and IL-13, in deficient mice.

Key words: Experimental Manson’s schistosomiasis. Liver fibrogenesis. Cytokines.
Undernutrition.
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1 INTRODUCAO

A associagao entre estado nutricional do hospedeiro e infecgdo pelo
Schistosoma mansoni tem sido foco de diversos estudos (COUTINHO et al., 1997a;
2003, 2007, 2010; COUTINHO; FREITAS; ABATH, 1992). Aspectos clinicos,
antropométricos, anatomo - patolégicos e imunoldgicos relacionados com essa
associacdo morbida vém sendo avaliados, tanto em seres humanos quanto em
hospedeiros experimentais, particularmente na forma grave hepato-esplénica da
parasitose.

Na infecgao experimental pelo S. mansoni, camundongos submetidos a baixa
carga parasitaria desenvolvem, durante a fase crbnica, dois quadros
anatomopatoldgicos distintos: o primeiro representado por granulomas isolados,
dispersos no parénquima; e o segundo pela presenca de fibrose hepatica periportal.
Este ultimo apresenta semelhangas com a fibrose “pipestem” humana (ANDRADE;
CHEEVER, 1993; ANDRADE; WARREN, 1964; WARREN, 1966).

No camundongo e no homem, a fibrose hepética decorre da deposicéo
macica de ovos viaveis de S. mansoni, com formacdo de granulomas ao longo das
veias periportais intra-hepéticas e obstru¢bes vasculares destrutivas e obstrutivas
(ANDRADE, 1987; BOGLIOLO, 1957). Este processo ocorre porque 0S ovos dos
parasitos produzem potentes estimulos fibrogénicos, ativando células inflamatorias e
residentes, que liberam citocinas pré-fibréticas, a exemplo do fator de transformacao
do crescimento (TGF-B1), e das interleucinas IL 4, 13, 17 e outras proteinas que
regulam a resposta inflamatéria e estimulam a ativacdo das células estreladas
hepaticas -HSCs (FRIEDMAN, 2008a, 2008b, 2010; HERNANDEZ-GEA;
FRIEDMAN, 2011; GRESSNER et al., 2002). Uma vez estimuladas, essas células
assumem fendtipo de miofibroblasto, passando a expressar filamentos
intermediarios de alfa actina de musculo liso (a-SMA), e a secretar componentes da
matriz extracelular (MEC), principalmente colageno tipo | (FRIEDMAN, 2008a, 2013).
A estabilidade da producdo de elementos constituintes da MEC €, entdo, regulada
pelas metaloproteinases (MMPs) e por seus inibidores (TIMPs) (BAKER;
EDWARDS; MURPHY, 2002; HEMMANN et al., 2007; HERNANDEZ-GEA et al.,
2013; STERNLICHT; WERB, 2001).
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Estudos experimentais sobre as inter-relagdes entre esquistossomiase e
estado nutricional do hospedeiro tém demonstrado que a desnutricAdo protéico-
caldrica associada a infecgdo por S. mansoni leva a formacdo de granulomas
periovulares hiporreativos e de pequena dimens&do, com reduzida formacdo de
tecido fibroso, ndo sendo observado o desenvolvimento da fibrose hepéatica do tipo
periportal (BARROS, 2008; COUTINHO et al, 1997a, 2003). A lesdo é
habitualmente encontrada em cerca de 30-50% dos animais alimentados com dieta
normoprotéica e submetidos a infeccdo de longa duracdo (16 semanas) e baixa
carga cercariana (ANDRADE; CHEEVER, 1993; WARREN, 1966).

Trabalhos experimentais vém procurando elucidar o papel da ma nutricdo na
dificuldade de desenvolvimento da fibrose hepética periportal em camundongos,
através da desnutricdo protéico calérica induzida nos mesmos pelo uso de uma dieta
humana (COUTINHO et al., 1997a, 2003, 2007, 2010). Varias abordagens
investigando a influéncia da alternancia de dietas deficiente/normoproteica e vice-
versa (COUTINHO et al., 2003), o papel do gendétipo de camundongos (COUTINHO,
2004) e infeccdes repetidas (COUTINHO et al., 2007), foram infrutiferas.

O estudo subsequente do perfil imunolégico revelou, todavia, que
camundongos desnutridos e infectados pelo S. mansoni produzem baixos niveis de
citocinas fibrogénicas, tais como IL- 4 (SILVA, 2008) e IL-13 (COUTINHO et al.,
2010; SILVA, 2008). Esses resultados diferem daqueles encontrados em animais
eutréficos, onde ocorre formacao de fibrose hepatica periportal associada a resposta
Th2, com producéo de niveis elevados das citocinas pro-fibrogénicas IL-4 e IL-13
(COUTINHO et al.,, 2010; HILKENS et al.,, 1997; SILVA, 2008; SPELLBERG;
EDWARS Jr., 2001). Baixos niveis de producdo dos anticorpos IgG1, IgG2a, IgG2b,
IgG3 e IgE em camundongos desnutridos e infectados indicam que a resposta imune
humoral também é influenciada negativamente pela desnutricdo proteico - calérica
(BARROS, 2008; OLIVEIRA et al., 2004).

O estado nutricional do hospedeiro experimental também é responsavel por
alteracdes no desenvolvimento da infec¢édo pelo S. mansoni, com influéncia negativa
sobre o crescimento, desenvolvimento e oviposicao dos vermes (NEVES et al.,
2001, 2002; OLIVEIRA et al., 2003).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os fatores
potencialmente capazes de inibir ou estimular o desenvolvimento da fibrose

hepatica, particularmente do tipo periportal, em camundongos submetidos a
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desnutricdo protéico - caldrica e infectados pelo S. mansoni. Para isso, foram
estudados o quantitativo de vermes e de ovos depositados pelas fémeas de S.
mansoni no figado e no intestino, a maturacao e viabilidade dos ovos (intestino) de
camundongos infectados e desnutridos; a producao das citocinas TGF-31, IL-4, IL-
13, IL-17 e IL-23 e sua participacao na ativacao e proliferacdo das células estreladas
hepaticas para formacao do principal componente do tecido fibroso (colageno tipo 1).
Tal abordagem visou elucidar o mecanismo da fibrogénese na associacdo mérbida
desnutricdo/esquistossomiase, para explicar porque a fibrose periportal, lesdo mais
grave da esquistossomiase cronica, ndo se desenvolve em camundongos
simultaneamente submetidos a essas duas condicdes patoldgicas, téo

frequentemente encontradas em popula¢des humanas de areas endémicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS GERAIS: ESQUISTOSSOMIASE MANSONICA

A relevancia da esquistossomiase mansodnica como problema de saude
publica diz respeito a sua cronicidade, ampla distribuicdo geografica e impacto na
economia, principalmente pelas suas repercussdes sobre a atividade produtiva da
populacao infectada (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005; VIDAL et al., 2011).
Ocorre em 54 paises principalmente da Africa, lese do Mediterraneo e da América
do Sul e Caribe (BRASIL, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005).

No Brasil, segundo Ferreira e Silva (2007), a mortalidade por
esquistossomiase foi reduzida em aproximadamente 62,9% entre os anos de 1980 a
2003. Embora essa reducdo possa ser um 6timo indicador do sucesso das acdes de
controle, dados da literatura demonstram que a esquistossomiase ainda continua
sendo um grave problema de saude coletiva (BARBOSA et al., 2010; GOMES et al.,
2012; KATZ; ALMEIDA, 2003). Alguns estudos regionais mostram uma situagdo
preocupante e ainda longe da erradicacdo do parasito ou da sua transmissao
(CUTRIM; CHIEFFI; DE MORAES et al., 1998), ocasionando sérias consequéncias
para o desenvolvimento socio-econémico do préprio pais (FERREIRA - SILVA,
2007; RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005). Apesar dos esforcos para seu
controle, o Brasil é o pais da América do Sul onde se concentra 0 maior nimero de
registros de casos de esquistossomiase mansodnica, estimando-se que afete
aproximadamente 4 a 6 milhdes de individuos (BRASIL, 2010; LAMBERTUCCI,
2010; MASCARINI, 2003; PASSOS; AMARAL, 1998; RESENDES; SOUZA,
BARBOSA, 2005) sendo a parasitose encontrada em aproximadamente 19 Estados,
deixando cerca de 26 milhdes de habitantes sob risco de contrai-la (GAZZINELLI et
al., 2002).

No Brasil, a maioria dos casos ocorre no Nordeste. Inquérito realizado pelo
Ministério da Saude entre os anos de 2001 e 2008 detectou que essa regiao €
responsavel por aproximadamente 72% dos casos confirmados da doenca no pais
(VIDAL et al., 2011). Além disso, a esquistossomiase representa um dos principais
problemas médicos, em virtude de suas variadas e graves formas de manifestacao
clinica (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005). Pernambuco é um dos estados

mais acometida do Nordeste. Em é&reas rurais, verificaram-se taxas de infec¢do de
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até 80% sendo, por isso, considerada historicamente uma doenca endémica rural
(BARBOSA et al., 2006; CARVALHO et al., 1998; COUTINHO et al.,1997b).

No entanto, varios estudos vém demonstrando que o perfil epidemiolégico da
esquistossomiase em Pernambuco tem se modificado (SILVA; DOMINGUES, 2011).
Em areas rurais, a doenca se manifesta predominantemente sob a forma crénica
intestinal, incidindo na classe social de baixa renda e tendo como vetor o molusco
Biomphalaria straminea. No litoral, ela € representada por casos agudos, ocorrendo
em pessoas de classes média e alta, tendo como vetor o molusco Biomphalaria
glabrata (ARAUJO et al., 2007; BARBOSA; PIERI; BARBOSA, 2000; LEAL- NETO et
al., 2013).

Atualmente, o aumento da incidéncia da esquistossomiase mansénica nas
areas urbanas e costeiras é ocasionado, principalmente, pelo declinio nos
investimentos da inddstria sucroalcooleira, promovendo a diminuicdo das
oportunidades de emprego nas areas rurais, fazendo com que os trabalhadores
migrem para os centros urbanos, onde se estabelecem em locais desprovidos de
infraestrutura, resultando no aparecimento de focos peri e intradomiciliares
(BARBOSA, 1996; BARBOSA et al., 2010). Este fenbmeno resultou, certamente, na
difusdo da esquistossomiase mansodnica nas regides metropolitanas e costeiras,
mostrando que essa parasitose € uma endemia atrelada ao fator comportamental
humano e & ocupacéo, de forma desordenada, dos espacos urbanizados (ARAUJO
et al., 2007; BARBOSA, 2000; BARBOSA et al., 2010; BARBOSA; PEIR],
BARBOSA; SILVA; BARBOSA, 1996; KLOOS et al., 2012).

Nas regides metropolitanas e nas areas costeiras do Estado de Pernambuco,
a esquistossomiase mansonica vem se expandindo, com aparecimento de novos
focos de transmisséo em Ipojuca (Praia Porto de Galinhas), Goiana (Praia de Carne
de Vaca), Itamaraca (Praia do Forte e Enseada dos Golfinhos), Paulista (Praia do
Janga e Pau Amarelo), Igarassu (Praia do Mangue Seco), Jaboatdo dos Guararapes
(Lagoa Olho D’agua) e Tamandaré (BARBOSA et al., 2010; GOMES et al., 2012).
Os casos de infeccdo aguda em humanos, detectados no litoral pernambucano,
acometeram, em sua maioria, individuos jovens e adultos que visitaram essa regiao
e se expuseram a infeccdo, sendo por isso chamada, por alguns autores, de
‘doenca dos viajantes”, ou seja, de individuos que nunca foram expostos ao
antigeno do parasito (BARBOSA et al., 1998; JESUS et al., 2002; REY, 2001; ROSS

et al., 2002). Silva e Domingues (2011) ressaltam a migracao dos trabalhadores da
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zona rural de Pernambuco para a cidade do Recife e sua Regido Metropolitana, fato
constatado pela elevada frequéncia de casos detectados nesse estudo.

A elevada aglomeracdo desordenada de individuos em espagos limitados
com precérias condicdes de saneamento basico gera um modelo econdmico
desigual, favorecendo a disseminacdo e manutencao da infeccdo pelo S. mansoni
(GOMES et al., 2012). E necessaria uma compreenséo holistica dos determinantes
dessa parasitose, ou seja, tanto no ambito biolégico, quanto dos fatores historicos,
sécio-econdmicos, culturais e ambientais envolvidos na sua disseminacéo. Por isso,
€ preciso elencar esse conjunto de fatores para que haja o controle e erradicacao
dessa doenca, que apresenta manifestacfes patologicas severas e que, além de
comprometer o estado de saude, transforma individuos produtivos em seres
impossibilitados de desenvolverem suas atividades sdcio-econdmicas. Além disso, é
de suma importancia a implementacao de politicas publicas e medidas de controle
exequiveis e continuas, que visem nao apenas o tratamento, mas, principalmente, a
reducao da infeccao e de reinfeccoes.

As politicas publicas necessitam ser intersetoriais, visando a integralidade das
acOes, estando aliadas a um planejamento estratégico nas areas litoraneas e
costeiras, pautado na realidade dessas areas, como também, promover acdes de
saneamento basico e educacdo em salde para as populacdes atingidas. E sabido
que a informacao é o pilar principal de promocao da saude. O desenvolvimento de
uma populagdo com consciéncia critica promovera o reconhecimento do impacto
sobre a saude e o perfil socioeconémico. Além disso, ajudara no reconhecimento da
importancia das politicas publicas e, principalmente, na mudanca de comportamento

para o combate dessa doenca incapacitante e letal (VIDAL et al., 2011).

2.2 PATOLOGIA GERAL DA ESQUISTOSSOMIASE E PATOGENESE DAS
FIBROSES HEPATICAS (GRANULOMATOSA E PERIPORTAL)

A esquistossomiase mansonica € uma doenca parasitaria causada pelo
trematédeo S. mansoni, cuja sintomatologia depende do estagio de evolucdo do
parasito no hospedeiro vertebrado (PORDEUS et al., 2008). A doenca pode ser
classificada nas formas clinicas intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica

(PORDEUS et al., 2008). Sdo encontradas, ainda, as formas ectopicas, neuro-
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cerebral e pulmonar (BASTOS; BRITO, 2011; CAROD, 2012; RASO et al., 2006;
ROSS et al., 2002; SOARES et al., 2007).

A infeccdo é iniciada quando a cercéria penetra a pele ou mucosa do
hospedeiro definitivo, perde a cauda e se transforma em esquistossomulo. Estes
migram através da corrente sanguinea e/ ou vasos linfaticos para os pulmdes, onde
se transformam em vermes jovens. Esses parasitos deslocam-se para o sistema
porta, onde se acasalam, dando inicio a deposicao de ovos pelas fémeas. Os ovos
séo, entdo, disseminados para varios 6rgaos do hospedeiro, especialmente figado e
intestino (ANDRADE, 2009; REY, 2001).

No figado, a deposicdo dos ovos do parasito nos sinusoides conduz ao
desenvolvimento de reacdes inflamatérias decorrentes de secrecdes eliminadas
pelos miracidios (BURKE, 2009). Essas secre¢fes funcionam como potente estimulo
fibrogénico, agindo diretamente sobre as células que secretam a matriz extracelular
(MEC) (ANDRADE, 1991, 2005; BURKE, 2010; WYNN et al., 2004). Na tentativa de
isolar e/ou destruir o estimulo agressor, tem inicio a formacdo dos granulomas
esquistossométicos (ANDRADE, 2009; WYNN; CHEEVER, 1995). Este é um
processo dindmico, em que o tamanho e a composicao celular desses granulomas
variam com o0 tempo e a resposta imune do hospedeiro (ANDRADE, 2009;
FRIEDMAN, 2008a, 2008b; WYNN; CHEEVER, 1995).

Os granulomas esquistossomoticos sao definidos, morfologicamente, como
formacdes nodulares onde as células exsudativas sdo dispostas em arranjos
caracteristicos no foco inflamatorio, formando estruturas com aspectos peculiares e
arquitetura que permite o diagnostico da doenca nas diferentes fases (LENZI et al.,
1995; RASO et al., 2012; SILVA et al., 2000).

Na fase aguda, os granulomas formados s&o bastante volumosos,
predominantemente exsudativos, com acumulo de células mononucleares,
neutréfilos e eosindfilos ao redor do ovo recém depositado (ANDRADE, 2009;
BURKE, 2010; RASO et al., 2012), quase sempre apresentando uma zona central
de necrose, periferia irregular, tendo ao redor fibras colagenas finas e frouxamente
arrumadas de forma concéntrica (LENZI et al., 1995; RASO et al., 2012; SILVA et
al., 2000). A reacdo inflamatoria dessa fase é caracterizada por uma répida
resolucdo das alteragOes vasculares e edema (FRIEDMAN, 2004, 2008a, 2008b
TOMASEK et al., 2002). Por outro lado, na fase cronica, os granulomas assumem 0s

tipos necroético-exsudativo, produtivo e de cura por fibrose (LENZI et al., 1995; RASO
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et al.,, 2012). Os ovos do S. mansoni tornam-se degenerados e desintegrados,
fibrécitos e fibras coldgenas se tornam mais proeminentes e os linfocitos, células
plasmaticas e alguns eosinoéfilos formam uma zona adicional na periferia da leséo
(BURKE, 2010; RASO et al., 2012). Fibroblastos e fibras coldgenas passam a ser
preponderantes (fibrose granulomatosa), enquanto ocorre diminuicdo no namero de
outros tipos celulares (HSU et al., 1972; HURST; WILLINGHAM; LINDBERG, 2000).
Os granulomas no estagio involutivo tém tamanho reduzido e podem exibir extensa
deposicao de fibras coldgenas, enquanto o ovo é desintegrado, e pode tornar-se
calcificado (HSU et al., 1972; HURST; WILLINGHAM; LINDBERG, 2000; RASO et
al., 2012).

A simultaneidade do processo infamatério em torno de muitos ovos e sua
continua producdo leva a formacdo de nddulos fibréticos antigos a confluirem,
desenvolvendo extensas areas cicatriciais (ANDRADE, 2005, 2009) caracteristicas
da fibrose periportal ou “fibrose em haste de cachimbo de barro” (clay pipestem
fibrosis), descrita pela primeira vez no homem por Symmers em 1904 (BOROS;
WARREN, 1970), e no camundongo, por Warren (1966). Esse processo fibroso
estrelar generalizado, em torno das ramificacdes intra-hepaticas da veia porta, €
acompanhado de graus varidveis de telangiectasia, ou seja, neoformacdo e
dilatacdo vascular nesse tecido (ANDRADE, 2005; BOGLIOLO, 1957).

Em linhas gerais, a fibrose periportal resulta do desequilibrio entre sintese e
degradacéo de produtos da MEC em resposta aos estimulos liberados pelos ovos do
S. mansoni, 0s quais envolvem interacdes complexas entre muitos tipos celulares,
incluindo os hepatdcitos (ANDRADE, 2005, 2009). Todavia, as células estreladas
hepaticas (HSCs), conhecidas como células de Ito, pericitos, células lipociticas ou
perisinusoidais, sao, também, fatores que participam deste processo (ANDRADE,
2009; BRENNER, 2009; FRIEDMAN, 2008a, 2008b; FRIEDMAN, 2013).

2.3 IMUNOPATOLOGIA DA FIBROSE HEPATICA ESQUISTOSSOMOTICA
2.3.1 PAPEL DAS CELULAS ESTRELADAS HEPATICAS (HSCs)
Nos ultimos anos muitos progressos foram realizados no entendimento da

fibrogénese hepatica de causa esquistossomotica (FRIEDMAN, 2013). Embora a

patogenia da fibrose hepéatica periportal pareca simples, ela é, na realidade, bastante
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complexa (ANDRADE, 2005). Os estudos realizados até o momento esclarecem que
diferentes fatores tém participacdo no desenvolvimento da fibrose hepatica
periportal, tais como o tempo de infeccdo, ocorréncia de reinfec¢des, carga
parasitaria, ajuste vascular hepatico, fatores nutricionais associados a matriz
extracelular do figado e defeitos afetando o mecanismo de modulagdo imunoldgica
dos granulomas periovulares (ANDRADE, 2005; BURKE, 2009; COUTINHO, 2008;
SILVA et al., 2004).

As células estreladas hepéticas tém origem embrionaria incerta
(HELLERBRAND, 2013; FORBES; PAROLA, 2011; SENOO et al., 2010). Foram
descobertas por Kiippfer em 1876 e caracterizadas quase um século depois por Ito e
Nemoto como células armazenadoras de gordura (SENOO et al., 2010; WINAU et
al., 2008).

Em figados normais, estas células correspondem a 1,4% do volume total do
orgao ou, aproximadamente, 15% do numero total de células, estando presentes na
propor¢cdo de 1:20 em relacdo aos hepatocitos (FRIEDMAN, 2008a, 2008b; 2013;
MOREIRA, 2007). Localizam-se no espac¢o subendotelial de Disse, entre as traves
de hepatdcitos e os sinusodides hepaticos (BARANOVA et al., 2011; FRIEDMAN,
2008a; FORBES; PAROLA, 2011; HELLERBRAND, 2013; JIAO; FRIEDMAN;
ALOMAN, 2009; SENOO et al., 2010; SHERLOK; DOOLEY, 1997).

As HSCs podem ser encontradas em estado de quiescéncia ou em estado
ativado (FRIEDMAN, 2003, 2008b; IREDALE; THOMPSON; HENDERSON, 2013;
OLSEN et al.,, 2011). Quando quiescentes, expressam acido glial fibrilar (GFAP),
desempenhando a funcdo de metabolizar e estocar a vitamina A, sob a forma de
corpusculos citoplasmaticos de gordura na forma primaria de ésteres de retinol
(BLOMHOFF; BLOMHOFF, 2006; FORBES; PAROLA, 2011; FRIEDMAN, 2003;
GRESSNER; WEISKIRCHEN, 2006; HELLERBRAND, 2013). Nesse estagio, essas
células também contém uma pequena quantidade de trigliceridios, fosfolipidios,
colesterol e acidos graxos livres (FRIEDMAN, 2003; 2008a, 2013).

Do ponto de vista histérico, as HSCs foram as primeiras células pro-
fibrogénicas identificadas em condi¢Bes experimentais e clinicas (FRIEDMAN, 2003;
2008b), desempenhando papel relevante no processo de fibrogénese hepatica, tanto
em condicdes fisiolégicas normais, como em situacdes patologicas (BARBOSA Jr.;
PFEIFER; ANDRADE, 1993; FRIEDMAN, 2008a, 2008b; GABELE; BRENNER;
RIPPE, 2003; HELLERBRAND, 2013; MANN; MARRA, 2010).
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Quando o figado sofre alguma agresséao, as HSCs formam um eixo funcional
com outros tipos celulares residentes, a exemplo das células de Kupffer, que
produzem citocinas fibrogénicas e estimulam as HSCs a sairem de seu estado
quiescente e se tornarem funcionalmente ativas (ANDRADE; OLIVEIRA-FILHO;
FERNANDES, 1998; FRIEDMAN, 2008b; HELLERBRAND, 2013). A alteracdo do
fendtipo das HSCs se da por um processo denominado “transdiferenciacao”,
assumindo caracteristicas semelhantes a miofibroblastos e passando a expressar
alfa-actina de musculo liso (a-SMA) (ENG; FRIEDMAN, 2000; FRIEDMAN, 2008a,
2008b; KISSELEVA; BRENNER, 2008; OKUYAMA; SHIMAHARA; KAWADA, 2002).

Ao adquirirem fendtipo de miofibroblastos as HSCs sintetizam componentes
da MEC (matriz extracelular), principalmente colagenos dos tipos I, lll e IV (MAHER
et al, 1988; OKUYAMA; SHIMAHARA; AKAWADA, 2002), proteoglicanos,
fibronectina e acido hialurénico (ANDRADE, 2005). Além disso, as HSCs atuam
como apresentadoras de antigenos (WINAU et al., 2008), participam na sintese e
liberacdo de citocinas, de fatores quimiotaticos e vasodilatadores, além de
secretarem metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores (TIMPs) (BATALLER,;
BRENNER, 2005; GRESSNER; WEISKIRCHEN, 2006; HELLERBRAND, 2013). Por
isso, sdo capazes de manter e perpetuar ndo apenas o0 processo da fibrogénese,
como também a neo-angiogénese e respostas inflamatérias cronicas (FORBES;
PAROLA, 2011).

Os mecanismos de ativacdo das HSCs desenvolvem-se em trés etapas:
iniciacdo (onde ocorrem mudancas na expressdo fenotipica dessas células);
perpetuacédo (fase que corresponde a manutencao do fenétipo recém ativado) e, por
ultimo, estabelecimento do processo de fibrose e/ou resolugcéo, que corresponde a
morte celular ou reversao para o estado de quiescéncia (FRIEDMAN, 2003, 2008a,
2008b, 2013; IREDALE; THOMPSON; HENDERSON, 2013; OLSEN et al., 2011).

As HSCs representam a populacdo de células mais investigadas em relacao
aos seus mecanismos de ativagdo e caracteristicas pro-fibrogénicas (FRIEDMAN,
2008a, 2008b, 2013; HELLERBRAND, 2013). Na esquistossomiase masonica,
essas células exercem importante papel na fibrogénese e regulacdo da pressao
portal FRIEDMAN, 2008a,b). Sdo consideradas células-chave no mecanismo da
fibrose, tanto nas hepatopatias humanas, como nas induzidas no modelo
experimental murino eutrofico (ANDRADE, 2005; GEA; FRIEDMAN, 2011; GUYOT
et al., 2006; SENOO et al., 2010).
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2.3.2 PAPEL DAS CITOCINAS TGF-p1, IL-4, IL-13, IL-17 e IL-23

As secrecOes liberadas pelos ovos do S. mansoni sdo provenientes dos
miracidios e compostas por enzimas proteoliticas e complexas fracdes
glicoprotéicas, cujos componentes induzem o aparecimento de anticorpos e de
células imunes sensibilizadas. Essas secrecdes liticas compdem o SEA (antigeno
ovular soltvel) e sdo responsaveis pela proliferacdo fibrobléstica in vitro, podendo,
também, estimular linfécitos T (ANDRADE, 2005, 2009).

Como descrito na literatura, a alteracdo mais importante na imunopatologia da
esquistossomiase é a reacéo inflamatoria granulomatosa desenvolvida em torno dos
ovos depositados pelos parasitos nos tecidos (PEARCE; MACDONALD, 2002;
WARREN, 1966). Os granulomas esquistossomaéticos representam reacdes de
hipersensibilidade do tipo tardio (BURKE, 2009; PEARCE; MACDONALD, 2002;
WEINSTOCK; BOROS, 1983).

Os granulomas esquistossomoéticos podem sofrer alteracdes de tamanho,
forma e composigdo com o passar do tempo. Esse fendmeno, denominado
“modulagao imunolégica”, foi primeiro descrito por Andrade e Warren (1964) e tem
sido atribuido, principalmente, a fatores imunes (BURKE, 2009; SILVA et al., 2004).

A modulacdo do granuloma é, primariamente, decorrente da resposta imune
dependente de células T auxiliares (CD4*), que produzem linfocinas dos padrbes
Thl, Th2 e Thl7. Na esquistossomiase mansonica murina, pesquisas diversas tém
associado o inicio da inflamacdo granulomatosa a uma resposta Thl de curta
duracdo. Todavia, outros estudos indicam que as alteracBes patoldgicas
encontradas sao decorrentes da producdo de citocinas do tipo Th2 (HOFFMAN;
CHEEVER; WYNN, 2000; PEARCE et al., 1992; WYNN et al., 1993). De fato, esta
dicotomia Th1/Th2 foi inicialmente descrita em estudos com clones de células TCD4*
murinas, cuja diferenciacdo depende das citocinas secretadas. O perfil Thl é
preponderante no inicio da infeccao (4 — 6 semanas) e na fase intermediaria, sendo
desencadeado por esquistossomulos e vermes adultos imaturos (BURKE, 2009),
responsaveis pelo estimulo de mecanismos dependentes de fagdcitos e de
citotoxidade celular chamados “pré-inflamatérios”. Suas principais citocinas séo IL-1,
IL-2, IL-6, TNFa e IFN-y (ABATH et al., 2006; PEARCE: MACDONALD, 2002). O
perfil Th2 tem inicio com a oviposi¢cdo e, ao contrario do perfil Thl, estimula a
resposta imune celular tendo como principais citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13
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(HESSE et al., 2001; HILKENS et al., 1997; MORAIS et al., 2002, 2008; PEARCE:
MACDONALD, 2002; SPELLBERG; EDWARS Jr., 2001).

Estudos realizados por Jankovic et al. (1999) utilizando camundongos
esquistossomaéticos, mostraram a existéncia de uma compensacgao entre as citocinas
IL-13 e IL-4. Quando ambas as citocinas sédo suprimidas, pequenos granulomas sao
formados, uma vez que a IL-13 estad claramente associada a resposta Th2 que
ocorre durante o aparecimento da fibrose hepética em camundongos
esquistossométicos  (CHEN; BOROS, 1999; HERNANDEZ; SHARPE;
ESTADECKER, 1999; HESSE et al., 2000; HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000).

O balanco entre os padroes de resposta Thl/Th2 e seus efeitos
imunopatoldgicos é regulado pelas células T regulatérias (Tregs) (HESSE et al.,
2004). Essas células sdo classificadas como CD4*, CD25* e FoxP3 possuem
subpopulacdes que podem ser divididas em Tregs naturais (nTregs) ou Tregs
induziveis (iTeregs) (BURKE, 2009). As Tregs representam uma importante fonte de
IL-10 na regulagdo do balangco Th1/Th2 (HESSE et al., 2004) e podem influir sobre o
quadro da imunopatologia da esquistossomiase mansénica, suprimindo a resposta
Thl ou prevenindo a resposta Th2 exagerada, que pode ocorrer durante a
inflamacdo granulomatosa (HESSE et al.,, 2004; TAYLOR; MOHRS; PEARCE,
2006).

Atualmente, o papel da IL-17, secretada por uma nova subpopulacdo (Th17)
de células T-auxiliadoras, vem sendo investigado na esquistossomiase mansoénica
(RUTITZKY; STADECKER, 2006; SHAINHEIT et al., 2011; STEINMAN, 2007). Essa
sub-populacéo parece estar envolvida na patogénese da esquistossomiase murina,
estando associada ao desenvolvimento de patologia grave e polarizagdo para
resposta do tipo Thl. Em camundongos CBA, foi evidenciado desenvolvimento de
forte resposta inflamatéria com niveis elevados de IFN-y (RUITITZKY et al., 2005,
2008; RUTITZKY: STADECKER, 2006). Essa inducéo de patologia grave ocorre em
concomitancia com a expresséo da citocina IL-17 e a polarizacéo da resposta Th17,
dependentes da presenca da IL-23 (RUITITZKY et al, 2008; RUTITZKY:
STADECKER, 2006). Um balanco ajustado das citocinas produzidas nas respostas
do tipo Thl, Th2 e, possivelmente, Thl7 durante a infeccdo esquistossomotica, é
essencial para prevenir o desenvolvimento de alteragGes tissulares intensas
(BURKE, 2009).
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As citocinas dos perfis Thl e Th2 estdo envolvidas com as respostas
inflamatorias granulomatosa e fibrosante, as quais constituem uma das maiores
causas de morbidade e mortalidade associadas com a esquistossomiase mansodnica
(ABATH et al., 2006; MORAIS et al.,, 2002). Entretanto, estudos recentes tém
demonstrado que a diferenciacdo das células proinflamatérias CD4+ em Th1l7
constitui uma nova via imunopatogénica, com papel importante no desenvolvimento
de lesdes graves induzidas pelos ovos do parasito (RUTITZKY et al., 2005, 2008).

No figado, os eventos que se sucedem ap6s o dano do hepétocito, geram a
formacéo de corpos apoptoticos que séo fagocitados pelas células de Kipffer, além
de ativacdo das HSCs e infiltracdo de linfécitos no parénquima hepatico
(BATALLER; BRENNER, 2005). Tanto a infiltracdo de linfécitos quanto a apoptose
de hepatdcitos, em conjunto com as HSCs, recrutam células inflamatérias e formam
um complexo celular que passa a produzir varias citocinas, e outros mediadores, tais
como: fator de transformacéo do crescimento — TGF-B (LEASK; ABRAHAM, 2004,
ROSS et al., 2002); metaloproteinases (MMPs), principalmente a MMP-9; e seus
inibidores (TIMPs), com enfase no TIMP-1 (BAKER; EDWARDS; MURPHY, 2002;
HERNANDEZ-GEA et al., 2013; STERNLICHT; WERB, 2001).

O TGB-B é constituido por proteinas de uma familia de citocinas
multifuncionais que regulam varios aspectos da funcéo celular, e consequentemente,
tém efeitos diversos sobre uma variedade de células e tecidos (ANDRADE, 2005;
GORDON; BLOBE, 2008; FRIEDMAN, 2008a, 2008b; SHI; MASSAGUE, 2003). Por
apresentar uma grande plasticidade funcional, o TGF-B1 desenvolve varias
atividades biologicas (GRESSNER et al., 2002). A sua especificidade é o resultado
de muitos fendmenos diferentes de sinalizacdo, varios ainda ndo elucidados
(GORDON; BLOBE, 2008; GRESSNER et al., 2002). Possui, principalmente, trés
isotipos, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 (INAGAKI; OKAZAKI, 2007; SENOO et al., 2010).
Dentre esses, o0 TGF-B1 destaca-se por ter uma maior participacdo na fibrogénese
hepatica, principalmente nas lesbes mais severas, que evoluem para fibrose
(BATALLER; BRENNER, 2005). Essa citocina tem papel crucial (MORIYA et al.,
2012) no estimulo para ativagdo de HSCs e na sua transdiferenciacdo em
miofibroblastos (TAHASHI, 2002). Por isso, essa molécula tem sido bastante
estudada, principalmente por ser identificada como um possivel alvo terapéutico
anti-fibrosante (SUBEQ, 2011).
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A interleucina 13 é um mediador fundamental na estimulacédo das células de
Kipffer do figado e producdo de TGB-B1 na infecgdo pelo S. mansoni (LI et al.,
2004; TIDBALL, 2005). Além disso, a IL-13 ativa o TGB-B1 ao regular a expressao
das MMPs (LI et al., 2004; TIDBALL, 2005). E uma citocina pré-fibrogénica muito
importante e se encontra associada a estimulacdo de colageno dos tipos I, lll e V,
tanto em camundongos, quanto em humanos (FALLON et al., 2000; KURODA et al.,
2005; WYNN et al., 2004).

A interleucina 23 é uma citocina heterodimérica, intimamente relacionada com
a IL-12 do ponto de vista estrutural, porém ndo do ponto de vista funcional. Elas
parecem ter papeis completamente diferentes na regulacdo das respostas imunes
do hospedeiro (MCKENZIE; KASTELEIN; CUA, 2006). Apesar das semelhancas,
essas citocinas s&o distintas quanto as suas fungbes. A IL-12 induz,
preferencialmente, a producdo de IFN-y pelos linfécitos Thl, o qual é importante na
destruicdo de patdgenos intracelulares, enquanto a IL-23 induz a producao de IL-17,
citocina que também possui atividade pro - inflamatéria (AGGARWAL et al., 2003;
KOLLS; LIDEN, 2004) e deriva de uma linhagem distinta de linfocitos TCD4*,
descrita como Th17 (WEAVER et al., 2006).

Na esquitosomiase mansonica, ha relatos de que a IL-23 contribui
criticamente para a imunopatologia dessa doenca, potenciando a exacerbacao da
patologia esquistossomotica por induzir o desenvolvimento de células Th17 e reduzir
a producdo da IL-10, envolvida na cadeia regulatoria, resultando na liberagcdo de
varias citocinas pro-inflamatérias, ativacao e recrutamento de neutréfilos e liberacao

de Oxido nitrico associado ao aparecimento de fagécitos (RUTITZKY et al., 2008).

2.3.3 PAPEL DOS AGENTES REGULADORES DA SINTESE E DEGRADACAO DA
MATRIZ EXTRACELULAR (MEC): METALOPROTEINASES (MMPS) E
INIBIDORES TECIDUAIS DAS METALOPROTEINASES (TIMPS)

As metaloproteinases de matriz sdo proteases dependentes de célcio e zinco,
as guais, conjuntamente, desempenham papel importante na remodelacdo da MEC,
na degradacdo do colageno e de outros filamentos extracelulares, estando também
envolvidas em muitos processos bioldgicos, tais como: embriogénese, angiogénese
e cicatrizacao tecidual (VISSE; NAGASSE, 2003; WYNN, 2007). Nos vertebrados, a

familia das MMPs consiste em mais de vinte tipos que apresentam expressao
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diferente, dependendo do tecido onde estejam atuando (TALLANT; MARRERO;
GOMIS-RUTH, 2010). Dentre as MMPs que agem na fibrogénese hepatica, destaca-
se a MMP-9, um tipo de colagenase IV que esta envolvida em varios aspectos da
inflamacao hepética crénica, incluindo o acumulo de células inflamatérias, a cura do
tecido lesionado e o processo de remodelacédo do tecido (BRUMANN et al., 2012;
HEMMANN et al., 2007). No entanto, tem participacéo efetiva na ativacao da forma
latente do TGF-B1, o qual estimula a produgdo de colageno na fase inicial de
ativacdo das HSCs (HEMMANN et al., 2007). Especificamente, demonstra ser
mediadora do extravasamento vascular e na migracdo inicial de células
inflamatorias, como também na inducdo do reparo tecidual (TALLANT; MARRERO,;
GOMIS-RUTH, 2010). Sabe-se que varios tipos de células podem expressar a MMP-
9, tais como: queratindcitos, eosindéfilos, neutrofilos e principalmente, células de
Kupffer ARTHUR, 2000; SORSA et al., 2006).

No figado com lesdo, quando as células estreladas hepaticas tornam-se mais
ativas, ocorre um aumento significativo da expressdo de MMP-9, possivelmente na
tentativa de conter o excesso de formacdo de MEC (IREDALE, 2007). S&o
secretadas em forma de pré-enzimas ndo ativas, em resposta a uma gama de
mediadores inflamatérios e sua producdo € limitada pelo inibidor tecidual de
metaloproteinase 1, TIMP-1 (BRUMANN et al., 2012).

Os TIMPs encontram-se envolvidos na remodelacéo de tecidos e regulacdo
do metabolismo da MEC (BRUMANN et al.,, 2012). Sao moléculas que possuem
dupla acdo: além de inibir a atividade das MMPs, impedem a apoptose das células
estreladas hepaticas (MURPHY et al., 2002). Estes inibidores de metaloproteinases
compartilham caracteristicas estruturais semelhantes e sdo denominados TIMP-1,
TIMP-2 e TIMP-3 (BRUMANN et al., 2012). Dentre os diferentes tipos de inibidores,
o TIMP-1 demonstra ser o mais potente inibidor endégeno de MMPs, principalmente
das atividades da MMP-9 (BRUMANN et al., 2012). O TIMP-1 é produzido em niveis
bastante elevados quando as células estreladas hepaticas estdo ativadas, sendo
essas células apontadas como as maiores produtoras desse tipo de inibidor
(ARTHUR, 2000; NEUBAUER; SAILE; RAMADORI, 2001), mas também podem ser
produzidos pelas células de Kupffer e hepatécitos (HEMMANN et al., 2007). Na
deposicdo excessiva da MEC ocorre uma super expressao de TIMPs que é
correlacionada com uma diminui¢do significativa de MMPs (NEUMAN et al., 2012).

Por isso os inibidores de metaloproteinases, principalmente TIMP-1, tém sido alvo
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de varios estudos, sobretudo em testes para validar sua importancia como
biomarcadores na ativacdo das células estreladas hepéaticas, em diferentes doencas
do figado (LEROY et al., 2004; LICHTINGHAGEN, 2001).

Vale salientar que, em condic¢es fisiologicas normais do figado, as MMPs e
seus inibidores sdo encontrados em proporcdes equivalentes (VISSE; NAGASSE,
2003). Assim, um balanco equilibrado entre MMPs e TIMPs desempenha um papel
essencial na degradacao do colageno (FALLOWFIELD et al., 2007; TENCY et al.,
2012).

Na esquistossomiase mansodnica os niveis equilibrados das MMPs e os seus
TIMPs, contribuem para a remodelacdo do tecido fibroso tanto em camundongos
como em seres humanos (BARTLEY et al., 2006; TENCY et al., 2012; ZOU et al.,
2007). Em modelo murino infectado foi visto que o desequilibrio entre MMP/TIMP
estd associado ao aparecimento da fibrose hepatica e uma das consequéncias
desse processo € a producdo de niveis elevados de citocinas fibrogénicas (BURKE,
2009).

2.4 DESNUTRICAO PROTEICO-CALORICA E FIBROSE HEPATICA
ESQUISTOSSOMOTICA

Fatores multiplos parecem estar envolvidos na fibrogénese hepética
esquistossomotica, entre eles o estado nutricional do individuo (ANDRADE, 2005;
COUTINHO, 2008; COUTINHO et al., 2010).

A desnutricdo calorico protéica (DCP) é definida como uma condicdo
patolégica gerada pela deficiéncia simultdnea de proteinas e calorias. Constitui-se
em um dos mais importantes problemas de saude coletiva em diversas regides do
mundo, devido a sua magnitude e consequéncias biologicas, acometendo milhdes
de individuos em todo o mundo (MALAFAIA, 2009).

A Organizacéo das Nagbes Unidas vem apresentando estatisticas negativas a
respeito da DCP, destacando que 1 bilh&do de individuos na América Latina, Asia e
Africa, aproximadamente 1/5 da populacdo mundial, encontra-se acometida por
desnutricdo crénica (DOUGLAS, 2002; ELIA; STRATTON, 2000).

Nos paises pobres ou em desenvolvimento, observa-se, frequentemente, a
presenca de um estado nutricional deficiente em individuos residentes em areas

menos favorecidas, onde fatores sécio-econdmicos, politicos, culturais e ambientais
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exercem influencia direta nos habitos alimentares, repercutindo sobre o crescimento
e/ou desenvolvimento da populacédo (ATINMO et al., 2009; MARTINEZ, 2001).

Estudos demonstram que a desnutricdo geralmente encontra-se associada
com doencas de base, principalmente do tipo renal, cardiaco, oncongénico e
hepatico, acarretando, assim, agravamento da morbimortalidade dos pacientes
(MALAFAIA, 2009; STRATTON; ALVARENGA, 2002).

Nas doencas parasitarias, a exemplo da infeccdo pelo S. mansoni, o estado
nutricional do hospedeiro parece intervir na resposta imunoldgica, causando reflexos
diretos sobre o tamanho e composi¢ao dos granulomas hepaticos (RAMOS, 2007).

O estado nutricional parece ser, também, um determinante critico na génese
da fibrose hepatica periportal (COUTINHO et al., 1997a, 2003, 2007, 2010), onde
pode exercer interferéncia direta nos mecanismos de sintese e degrada¢éo da MEC.

Estudos prévios tém demonstrado que a desnutricio agrava a infecgao
esquistossomotica e vice-versa, uma vez que ocorre um efeito sinérgico entre essas
patologias (COUTINHO et al., 1997a). Camundongos na fase crbnica da infeccao
pelo S. mansoni, mantidos em uma dieta multideficiente com aproximadamente 7%
de proteina, ndo foram capazes de desenvolver a fibrose periportal murina
equivalente a de Symmers’ dos seres humanos, detectada geralmente em 30 a 40%
dos animais controles alimentados com racdo balanceada (COUTINHO et al.,
1997a). O que ocorre com os camundongos desnutridos, tem sido objeto de estudo
em varios trabalhos experimentais (COUTINHO, 2004; COUTINHO et al., 19973,
2003, 2007, 2010; COUTO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2004).

Pesquisas anteriores tém detectado os principais efeitos do parasitismo por S.
mansoni sobre o estado de nutricdo e condicdes de saude do hospedeiro
experimental (COUTINHO, 2008). Abordagens diferentes tém sido utilizadas
(COUTINHO, 2004) para reproduzir a fibrose tipo periportal no hospedeiro murino
desnutrido infectado pelo S. mansoni. Dentre essas abordagens foi tentada a
alternancia de dietas, onde foi induzida uma desnutricdo “precoce” em
camundongos, utilizando-se inicialmente, dieta deficiente seguida de dieta
balanceada e, em outro grupo, induzindo-se desnutricdo “tardia”, onde a dieta
balanceada precedeu a dieta deficiente. Os camundongos de ambos 0s grupos néo
desenvolveram a fibrose hepatica periportal. A desnutricdo “tardia” promoveu,
porém, alteracbes na dinamica do processo de deposicéo e reabsorcéo do colageno,

com atraso na reabsorcao, havendo formagéo de granulomas periovulares fibrosos
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volumosos. Todavia, 0 modo pelo qual a desnutricdo pode interferir no processo de
reabsorcao fibrosa, ainda nao foi totalmente esclarecido (COUTINHO et al., 2003).

Uma segunda abordagem avaliou a relagdo entre infeccbes repetidas e o
aparecimento da fibrose hepatica periportal em camundongos desnutridos
(COUTINHO et al., 2007). Nesse estudo, foi observado que as sucessivas infeccdes
promoveram aumento na concentracdo de tecido fibroso, tanto no grupo eutrofico,
quanto no grupo desnutrido, comprovada por analise bioquimica e morfométrica
(COUTINHO et al., 2007). No entanto, a fibrose tipo pipestem néo foi evidenciada no
grupo desnutrido, contrariamente ao que aconteceu no grupo eutréfico.

Em estudos sobre o perfil gendbmico do hospedeiro, foi observado que
camundongos inbred BALB/c infectados pelo S. mansoni e submetidos a
desnutricdo, também ndo desenvolveram fibrose hepética periportal, evidenciando
gue a lesdo independe da linhagem dos animais (CARVALHO, 2004; COUTINHO,
2008), porém guarda relacdo com o estado nutricional deficiente por ingestdo de
dieta hipoproteica.

A resposta imune humoral em camundongos desnutridos também é
influenciada pela insuficiéncia de nutrientes, uma vez que 0s niveis de anticorpos
(IgG1, IgG2a, IgG2h, IgG3 e IgE) sao significativamente mais baixos nesse grupo,
guando comparados aos dos camundongos eutréficos (BARROS, 2008; OLIVEIRA
et al., 2004). Da mesma forma, a resposta imune celular é negativamente
influenciada pela desnutricdo, com niveis de citocinas (IFN-y, IL-5, IL-4 e IL-13)
significativamente mais baixos nos camundongos desnutridos, em comparagdo com
os eutréficos (COUTINHO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2004; SILVA, 2008).

Apesar do acervo de publicacdes ja existentes a respeito das interacées entre
a esquistossomiase mansonica e o estado nutricional do hospedeiro vertebrado, séo
necessarias novas investigacdes que possam elucidar aspectos ainda mal
esclarecidos, tais como: resposta imune, imunorregulacdo e imunopatologia em
hospedeiros desnutridos, relagbes entre desnutricdo e fibrose hepatica

esquistossomotica, tanto no homem como no modelo experimental.
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2.5 O MODELO EXPERIMENTAL MURINO NO ESTUDO DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA

Moore et al. (1979) e Stirewalt; et al. (1997), investigando a susceptibilidade
de varios mamiferos infectados com S. mansoni, verificaram que os camundongos
desenvolvem vermes adultos sexualmente maduros e eliminam ovos viaveis do
parasito nas fezes. Tendo em vista que estes animais sao hospedeiros de baixo
custo e de facil manuseio e manutencéo em laboratério, tornaram-se os hospedeiros
definitivos mais utilizados em estudos experimentais (CAPRON et al., 1982).

Do ponto de vista da doenca, os camundongos apresentam varias
semelhancas com a patologia humana, inclusive pelo desenvolvimento, nos animais
eutroficos, de lesdo hepética semelhante a fibrose periportal do homem (ANDRADE;
CHEEVER, 1993; WARREN, 1966). Este modelo experimental de fibrose hepatica
pipestem foi desenvolvido por Warren e De Witt (1958) e, posteriormente, estudado
com detalhes por Andrade e Warren (1964) e Andrade e Cheever (1993).

A caracterizacdo das fases aguda e crbnica, no modelo murino, é
relativamente dificil, mas a infec¢éo € considerada aguda aproximadamente até a 62
semana e crénica a partir da 122 (FALLON, 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002). A
fiborose pipestem que se desenvolve, na fase crbnica da esquistossomiase
mansonica, em camundongos eutréficos, € um dos modelos experimentais de
fibrose hepética utilizados para elucidar os mecanismos envolvidos nos processos
de fibrogénese em geral (OLIVEIRA et al., 2008).

As relacdes entre esquistossomiase mansoénica e desnutricio vém sendo
estudadas em modelo murino ao longo dos anos (COUTINHO et al., 1997a, 2003,
2007, 2010; COUTINHO; FREITAS; ABATH, 1992). O quadro de desnutricdo
protéico-caldrica tipo marasmatico, em camundongos, pode ser induzido pela
ingestdo de uma dieta humana, confeccionada a partir de dados obtidos em
inquéritos sobre habitos alimentares de populacbes de areas endémicas do
Nordeste do Brasil (COUTINHO et al.,1997b). A dieta € essencialmente hipoprotéica,
resultante de uma mistura de compostos alimenticios, com baixo teor energético-
protéico (COUTINHO et al.,1997a). Camundongos desnutridos, submetidos a
infeccbes de pequena intensidade e longa duracdo pelo S. mansoni, nao
desenvolvem, na fase cronica da parasitose, a fibrose tipo pipestem ou em forma de

“cachimbo de barro” equivalente a fibrose periportal de Symmers’, considerada a



Barros, A. F 38

lesdo mais grave do quadro anatomo-patolégico da esquistossomiase mansonica
humana, por suas repercussoées clinicas e fisiopatologicas, podendo levar o paciente

a morte.
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3 JUSTIFICATIVA

A esquistossomiase mansonica € uma parasitose amplamente difundida no
Brasil, estando localizados em Pernambuco um dos mais importantes focos
endémicos do pais.

A patologia da esquistossomiase € inicialmente devida a inflamacéao
granulomatosa ao redor dos ovos depositados pelo S. mansoni, com subsequente
desenvolvimento de fibrose periportal grave, na fase cronica. No entanto, o0s
mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessa lesdo ainda necessitam de
melhor elucidacéo, principalmente no que se refere a influéncia do estado nutricional
do hospedeiro.

Trabalhos anteriores tém revelado que camundongos infectados pelo S.
mansoni e submetidos a desnutricAo caldrico-protéica ndo sao capazes de
desenvolver fibrose hepdatica periportal, como ocorre em camundongos eutroéficos.
Nesse contexto, o tipo e mecanismos de resposta imune celular, a atuacdo das
células estreladas hepéticas (principais responsaveis pela deposicdo excessiva de
tecido fibroso no figado), a carga parasitaria, maturacédo e viabildade dos ovos e
outros fatores, precisam ser mais profundamente investigados.

A elucidacao dos fatores e mecanismos envolvidos no processo da fibrogénse
hepatica podera explicar a auséncia de desenvolvimento da fibrose “pipestem” no
camundongo esquistossomético desnutrido e contribuir para o estabelecimento de
novas estratégias terapéuticas visando restringir ou promover a regressao da fibrose

na esquistossomiase e em outras hepatopatias fibrosantes do homem.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Quais os fatores que influenciam a fibrogénese hepatica, em modelo

experimental desnutrido, infectado com Schistosoma mansoni?
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se o estado nutricional do hospedeiro influencia a sintese da matriz

extracelular no figado, a resposta imune-celular e o perfil imunopatolégico em

camundongos desnutridos infectados com Schistosoma mansoni (fases aguda e

cronica).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

9)

Avaliar o estado nutricional dos camundongos, através do estudo das

curvas ponderais;

Determinar a carga parasitaria, quantidade de ovos depositados nos
tecidos, sua viabilidade e estadiamento de maturacdo, em relacdo a
producado de colageno hepatico;

Estudar a formacdo do granuloma periovular e o desenvolvimento da
fiborose  hepatica  granulomatosa e  periportal, na infeccdo
esquistossomaética associada a desnutricao;

Mensurar os granulomas periovulares e o tecido fibroso hepéatico
resultante da infeccéo;

Avaliar a producdo da metaloproteinase da matriz extracelular MMP-9 e
seu inibidor TIMP-1;

Quantificar as células estreladas hepaticas apdés sua ativacao,
relacionando os achados com a fibrogénese hepética;

Verificar niveis das citocinas TGF-f31, IL-4, IL-13, IL-17 e IL-23 e relaciona-
los com a imunopatologia hepética.
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6 METODOLOGIA

6.1 ANIMAIS

Camundongos machos, isogénicos, da linhagem C57BL/6, recém
desmamados (21 dias), pesando entre 10 a 15g, foram mantidos em gaiolas
individuais no Biotério Experimental da FIOCRUZ-Recife (Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes - CPgAM), sob condi¢des padronizadas de temperatura (entre 21
e 22°C), luminosidade (ciclos de claro/escuro de 12 em 12 horas) e umidade (45 a
55%). Os animais foram oriundos do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério
(CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz / MS (Rio de Janeiro). Um grupo de
camundongos albinos Swiss, eutanasiados com 60 dias de infecgéo, foi usado para
obtencdo do antigeno soluvel de ovo (SEA) segundo Gazzinelli et al. (1983). A
utilizacdo desses animais foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA - FIOCRUZ), sob licengca n° L 0028/07, cujo certificado encontra-se como
Anexo A.

6.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental foi do tipo intervencionista. Foram formados, quatro
grupos de camundongos C57BL/6 - El (eutréficos infectados); ENI (eutréficos néo
infectados); DI (desnutridos infectados) e DNI (desnutridos nado infectados). Os
grupos foram formados tanto na fase aguda (60 dias de infec¢cdo), como na crbnica
(150 dias de infeccédo). Em cada fase da infeccdo (aguda, cronica) foram utilizados
40 camundongos, sendo 10 para cada um dos quatro grupos, repedindo-se o0

experimento trés vezes para cada fase.

6.3 DIETAS

A desnutricdo foi induzida pela administracdo da dieta basica regional (DBR),
essencialmente hipoprotéica (Tabela 1), contendo aproximadamente 7% de proteina
(COUTINHO et al., 1997a). Os animais eutroficos foram alimentados com Nuvilab,
dieta comercial balanceada (Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo, Parana, Brasil),
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contendo 22% de proteina. As dietas foram administradas aos animais “ad libitum”,

em forma de pellets (biscoitos).

Tabela 1 - Composicéo percentual das dietas.

COMPONENTES g% PROTEINA% CARBOIDRATOS% GORDURA%  MINERAIS% FIBRAS%
DBR:

Feijao Mulatinho 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09
(Phaseolus vulgaris)

Farinha de mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64
(Manihot esculenta)

Charque 3,74 2,74 0,43 0,41** 0,06 -
Batata Doce (roxa) 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48
(Iponaea batatas)

TOTAL 99,65 7,87 69,67 0,80 1,26 7,21
NUVILAB OBS: Dieta comercial balanceada, para camundongos.

(Nuvital Nutrientes Ltda) 100,0 22,00

Fonte: Coutinho et al. (1997a).
Nota: (*) Este valor refere-se a gordura total da charque “magra” e da manta de gordura ( 0,21+ 0,20 =0,41)

6.4 ESTADO NUTRICIONAL DOS ANIMAIS

A avaliagdo do estado nutricional foi realizada através das curvas ponderais
obtidas pela determinacdo semanal da massa corporea dos camundongos, em
balanca eletrbnica (Petit Balance, modelo mk500-C). Diariamente, foram observados
0 comportamento e aspecto clinico dos animais. Este modo de avaliacdo
simplificada do estado nutricional justifica-se pelo fato dessas dietas terem sido
estudadas em trabalhos anteriores, sendo ja bastante conhecida sua composicao,
preparo e repercussodes clinicas e fisiopatologicas (COUTINHO; FREITAS; ABATH,
1992; TEODOSIO et al., 1990).

6.5 INFECCAO DOS ANIMAIS

Os camundongos foram infectados, individualmente, com 40 cercarias de S.
mansoni (cepa LE - Belo Horizonte), oriundas de moluscos Biomphalaria glabrata
criados no Laboratorio de Esquistossomose do CPgAM - FIOCRUZ. A infeccao foi
realizada por via percutanea, 30 dias apds a administracdo das dietas. A partir de

quarenta e cinco dias apos a infecc¢do, todos os animais foram submetidos a exame



Barros, A. F 44

parasitologico qualitativo (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934), para comprovar a

positividade da infeccao.

6.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Todos os grupos de camundongos C57BL/6 foram submetidos a eutanasia
com 60 e 150 dias de infeccdo (fases aguda e crdnica, respectivamente). O grupo de
camundongos Swiss utilizados para obtencdo do SEA foram submetidos a eutanasia
com 60 dias de infeccdo. Todos os camundongos do experimento foram
anestesiados, por via intraperitoneal com Ketamina (115 mg/Kg) associada a
Xilasina (10 mg/Kg). O efeito positivo do anestésico foi avaliado segundo as normas
da CEUA-FIOCRUZ, pela constatacao da auséncia dos reflexos digital e caudal dos
animais.

Os procedimentos efetuados apds a eutanasia foram: a) remocdo do baco
(para cultura de células esplénicas, visando obter sobrenadante celular para estudo
imunoldgico); b) perfusdo do sistema venoso portal (para coleta e quantificacdo dos
vermes); ¢) remoc¢ao e pesagem do figado e baco. Posteriormente, o lobo maior do
figado foi seccionado em cinco fragmentos: um fragmento foi retirado para
histologia, morfometria e imunoflorescéncia (fixado em formol a 10%); e os demais
foram utilizados para dosagem de hidroxiprolina, quantificacdo de colageno
(adicionado a HCI 6N) e digestdo caustica em KOH a 4% para contagem de ovos
(CHEEVER, 1970). Os camundongos mortos foram congelados e, posteriormente,

recolhidos para serem incinerados, conforme as normas de Biosseguranca vigentes.

6.7 AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA

6.7.1 COLETA E QUANTIFICACAO DOS PARASITOS DE S. mansoni

Os camundongos foram perfundidos apos 60 e 150 dias de infec¢do segundo
a técnica de Duvall e De Witt (1967), da seguinte maneira: foi realizada, inicialmente
uma incisdo longitudinal, préxima aos 6rgdos genitais, com o auxilio de pincas e
tesouras cirargicas, indo até a caixa toracica. As visceras foram expostas e a veia
porta cortada. Através de agulha introduzida no ventriculo esquerdo, foi injetada, na

artéria aorta solucdo de perfusdo composta de 8,5¢g cloreto de sodio (VETEC, Rio de
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Janeiro, RJ), 15g de citrato de sédio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), completando-se
com quantidade suficiente de agua destilada para 1000mL. Os vermes recuperados
foram, inicialmente, acondicionados em calice de sedimentacdo e, posteriormente,

separados de acordo com o sexo e quantificados.

6.7.2 CONTAGEM DE OVOS DE S. mansoni EM AMOSTRAS DE FIGADO E
INTESTINO

A guantidade de ovos no figado e intestino foi determinada pela técnica de
Cheever (1970), conforme se segue: (1) fragmentos de figado e de intestino total
foram pesados e colocados individualmente em tubos de ensaio identificados,
contendo 60mL de solucdo de hidroxido de potassio a 4% (VETEC, Rio de Janeiro,
RJ) e acondicionados em estufa de 37°C (Fanem LTDA, modelo 002CD) durante 3h;
(2) Apos digestado dos fragmentos, obteve-se uma solucdo de onde foi retirada uma
amostra de 1000uL, distribuida em camara de contagem de Sedgewick Rafter
(Graticules Limited, modelo S50, Tonobridge, England). Nessa amostra foram
contados 0s ovos encontrados com o auxilio de um microscépio Optico (LEICA,
modelo Leitz Laborluxs, Nussloch, Germany) com objetiva de 4x. A quantidade de
ovos presente nesses 1000uL foi extrapolada para a quantidade total da solucao

(60mL), objetivando-se obter o nimero de ovos em todo o figado e intestino.

6.7.3 OOGRAMA

A classificacdo segundo a viabilidade e maturacédo dos ovos de S.mansoni foi
realizada através da técnica do oograma (PELLEGRINO; FARIA 1965). Um
fragmento da por¢cdo mediana do intestino foi lavado em solucéo salina com pH =
7,2 e rapidamente secado em papel absorvente. Posteriormente, o fragmento foi
dividido em trés por¢gdes de aproximadamente 1 cm, cada um delas foi comprimida
entre lamina e laminula e analisada em microscoépio éptico através de ocular de 10x
e objetiva de 10x. Em cada fragmento foram contados, em média, 100 ovos e
classificados de acordo com o seu estadio evolutivo de maturacdo (ovos imaturos
viaveis de 1° a 4° estadio, ovos maduros viaveis, e ovos inviaveis calcificados, com

miracidio retraido, semi-transparentes).
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6.8 AVALIACAO MORFOLOGICA

6.8.1 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

O fragmento de figado destinado a estudo histologico foi fixado em formol a
10%, com tempo maximo de fixacdo de 24 horas. Depois da fixacdo, a amostra foi
colocada, individualmente, em cépsula histoldgica identificada e desidratada em
cinco banhos de etanol de concentracéo crescente, na seguinte ordem: etanol 70%,
80%, 90% e dois banhos de 100% (CAAL, Sao Paulo, SP), em um processador
automatico de tecidos. Em seguida, o fragmento foi diafanizado em dois banhos de
xilol (CAAL, Séao Paulo, SP) e mergulhado em dois de parafina histolégica a 60°C,
durante 1 hora cada um, sendo ao final, incluido em parafina, em forma de bloco
para microtomia. O bloco foi cortado com espessura de 5um, em micrétomo rotativo
de parafina (LEICA, modelo RM 125RT, Nussloch, Germany) e os cortes obtidos
foram, corados pela hematoxilina (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e eosina (Kanto
Chemical CO, Inc) para analise histopatoldgica; e pelo picrosirius vermelho (Aldrich
Chemical Company, Inc), para quantificacdo do tecido colageno (JUNQUEIRA;
BIGNOLOS; BRENTANI, 1979) e mensuracao dos granulomas esquistossomaticos.

6.9 AVALIACAO DO COLAGENO HEPATICO

6.9.1 ESTUDO BIOQUIMICO

Amostras de figado, obtidas do lobo maior, pesando entre 100 e 200mg,
fixadas em formol a 10%, foram usadas para determinacdo do colageno como
hidroxiprolina (BERGMAN; LOXLEY, 1963), de acordo com os procedimentos que
se seguem: (1) Hidrdlise: os fragmentos de figado foram, individualmente, colocados
em tubos de ensaio contendo 5mL de acido cloridrico (ISOFAR, Rio de Janeiro-RJ)
a 6N e incubados a uma temperatura de 110°C em estufa, por 18 horas. Apos esse
tempo, foram acrescentados 5mL de agua destilada as amostras digeridas e, em
seguida, foram filtradas; (2) Neutralizagcdo: Foram obtidos 2mL de cada amostra
filtrada, adicionado-se a essa aliquota uma gota de fenolftaleina (3,3-bis (4-
hydroxyphenyl)-1(3H)- isobenzofuranone) - (SIGMA, St. Louis, MO, USA) a 1%; (3).

A cada 2mL do filtrado foram adicionados 600uL de solu¢do de hidroxido de sodio
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10N (VETEC, Rio de Janeiro, RJ); em seguida, foram acrescentados 400uL de acido
cloridrico 3N (ISOFAR, Rio de Janeiro, RJ), sendo ajustado o volume final de cada
amostra para 4mL; (4) Coloracao: foram preparadas quatro amostras de 50, 100,
150 e 200uL de hidroxiprolina (trans-4-HYDROXY-LPROLINE; SIGMA, St. Louis,
MO, USA) a 0,1mM, respectivamente, denominadas de padrdo, as quais, a partir
desse instante, acompanharam todas as etapas da técnica; (5) de cada amostra
neutralizada, foram obtidos 200uL, acrescentando-se a cada uma (inclusive ao
padrdao) 400uL de alcool isopropanol (CAAL, Sado Paulo, SP); posteriormente, as
amostras foram oxidadas com 200uL de solugdo “A” [N-Chloro-ptoluene-
sulfonamide sodium solt, Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA] + tampao citrato
acetato) por 4 minutos; (6) foram acrescentados, a cada amostra, 2,5mL da solugao
“B” (reagente de Erlich [p-Dimethylamino-Benzaldehyde, Sigma Chemical, St. Louis,
Mo., USA] + &cido perclérico a 60%) + alcool isopropanol (CAAL, Sao Paulo, SP). (7)
As amostras foram deixadas em banho-maria a 60°C, por 25 minutos; (8) Ao final,
foram esfriadas e lidas em espectrofotbmetro automéatico (Pharmacia, modelo
Ultrospec 3000), em densidade 6ptica com comprimento de onda de 558nm. Os
resultados da leitura foram corrigidos para intensidade da infeccao, dividindo-se a
hidroxiprolina hepética total pelo niamero de ovos de S. mansoni no figado
(CHEEVER et al., 1987).

6.9.2 ESTUDO MORFOMETRICO

Foram analisados cortes histopatoldgicos de figado de 10 animais de cada
grupo infectado (El e DI) corados pelo, picrosirius vermelho. Utilizando-se objetivas
de 10x, foram verificados dez campos microscOpicos aleatérios por animal para
mensurar o percentual de tecido fibroso (%), o volume dos granulomas (V)
encontrados e as densidades volumétrica (Vv) e numérica (Nn) dos mesmos. A
morfometria foi realizada com o auxilio do Sistema de Processamento de Analise de
Imagem LEICA QWIN, versdo 2.6 MC (Leica Cambridge, Cambridge — England),
composto de um microcomputador (contendo o programa de morfometria acima
citado) e o auxilio de microscépio éptico binocular, acoplado a camara de captura
digital (LEICA JVC, modelo TK — C 1380, Pine Brook, NJ, USA). Para obtencdo do
percentual de tecido fibroso, o tecido colageno, foi marcado e quantificado com o

auxilio do programa Qwin 2.6. Foi medido o didametro dos granulomas que
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continham ovo ou vestigio de sua casca. Atribuindo-se aos granulomas uma forma
esférica, os raios obtidos a partir dos seus diametros foram aplicados a férmula para
o0 céalculo do volume da esfera, obtendo-se, assim, o volume dos granulomas.

V=R3 x 1T x 4/3

V = Volume do granuloma
R = Raio da esfera
m=3,14
4/3 = Constante

A densidade volumétrica foi calculada a partir da mensuragdo da area de
todos os granulomas que continham casca ou vestigio de casca de ovo de S.
mansoni, encontrados em campos microscopicos aleatérios. Essas areas foram
marcadas e mensuradas com o auxilio do programa. O resultado da soma dos
valores correspondentes a essas areas foi dividido pelo resultado da soma dos
valores correspondentes as areas totais dos campos aleatorios observados. O

guociente dessa operacao € a densidade de volume.

Vv = Area total dos granulomas
Area total dos compartimentos

Para se obter a densidade numérica, o numero de granulomas encontrados
nos campos microscoépicos aleatdrios foi somado, e o resultado, juntamente com o
valor da densidade de volume, foram aplicados a formula de Weibel (1963).
Nn=0,77 x VN 15
Vv 02

Vv = densidade volumétrica do granuloma
Nn = densidade numérica dos granulomas
0,77 = constante

N = numero de granulomas

Vv = densidade volumétrica dos granulomas

6.10 IMUNOFLUORESCENCIA (ESTUDO DO COLAGENO TIPO | E DAS
CELULAS ESTRELADAS HEPATICAS)

Secgbes de 5 ym de figado, fixadas em formalina a 10% e embebidas em
parafina, foram usadas para deteccdo de a-SMA e colageno tipo | por
imunofluorescéncia indireta. Os cortes foram desparafinizados e aquecidos em

tampéo citrato (pH = 6.0), para recuperacdo antigénica. Filamentos de alfa- SMA
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foram marcados com o uso do anticorpo anti- a-SMA biotinilado (Novotec, Lyon,
France), 1:100, “overnight”, seguido por Alexa 647 conjugado a streptavidina 1:200,
por 1hora (Molecular Probes, Carlsbad, CA). Para a andlise da presenga de a-SMA,
as seccdes foram montadas em meio VECTASHIELD Hardset com DAPI H-1500
(4,6-diamidino-2-phenylindole-Vector Laboratories): nucleos das células coradas em
azul e citoplasma em vermelho.

Para marcacdo do colageno |, as sec¢bes foram tratadas “overnight” com
anticorpo anti-colageno | policlonal de coelho, 1:100, (Santa Cruz, Biotechnology),
seguido por IgG anti-coelho conjugada com Alexa flior 488, 1:200, por lhora
(Molecular Probes). Os cortes foram corados com TO-PRO-3 (Carbocyanine
monomer nucleic acid): onde os nucleos celulares foram corados em vermelho, e
colageno |, em verde.

Dez campos randémicos de cada corte histologico foram estudados,
utilizando-se microscépio confocal Fluoview 1000, com objetiva de 40x (Olympus,
Tokyo-Japan). A analise morfométrica foi realizada com o “software” Image ProPlus

versao 7.0.

6.11 RESPOSTA IMUNE CELULAR

6.11.1 OBTENCAO DE ANTIGENO SOLUVEL DE OVO (SEA)

O antigeno solavel de ovo (SEA), foi obtido como descrito por Gazzinelli et al.
(1983), foi preparado no Laboratério de Imunopatologia e Biologia Molecular do
CPgAM/ FIOCRUZ. Para sua obtencdo, camundongos albinos Swiss foram
infectados por via percutdnea com aproximadamente 120 cercarias de S.mansoni e
perfundidos para retirada dos vermes, ap6s 60 dias de infeccdo. Os figados foram
retirados, fragmentados, embebidos em solugcédo de salina a 1,7% por 24h a 4°C e,
posteriormente, colocados em banho-maria por 2h, a 37°C. Terminado esse tempo,
os figados passaram por um processo de trituracdo (em liquidificador comum) por 5
min e a suspensdo formada foi filtrada, uma vez em malha de 180um e, uma
segunda vez, em malha de 130um. O material filtrado foi distribuido em calices de
sedimentacdo e decantado durante 2h. O sedimento resultante da decantacdo foi
depositado em tubos Falcon de 50mL, submetido a cinco centrifugacdes 200 x ¢

(Centrifuga Beckman Instruments, modelo TJ-6R) de 5min. Apés a centrifugacéo, o
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sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido em 10mL de salina a
1,7%. O sedimento foi macerado manualmente com bastao de vidro, na presenca de
inibidor de protease (EDTA 1mM em metanol, PMSF 1Mm), resfriado e
ultrassonicado (Processador Ultrasonico 500 watts- Cole Parmen, modelo 501) com
trés ciclos de 20 pulsos (sendo cada pulso de 60s, a uma poténcia de 25w). Apos
esta etapa, o material foi ultracentrifugado a 10* x g por 10 min a 4°C e o
sobrenadante submetido a nova ultracentrifugacdo a 10° x g por 1h, a 4°C
(Ultracentrifuca Beckman Coulter, modelo Optima LE-80K, Palo Alto, Califérnia). A
técnica foi finalizada com a dialise do sobrenadante, utilizando-se membrana de
celulose com capacidade de reter proteinas de peso molecular a partir de 12.000

kDa, para completa retirada dos sais presentes no antigeno.

6.11.2 CULTURA DE ESPLENOCITOS

Apés 60 e 150 dias de infeccao, trés camundongos de cada grupo foram
submetidos a eutanasia para remocdo de seus bacos em condi¢cdes estéreis. Um
“pool” de trés bagos de cada grupo de camundongos foi usado para obtencao de
células destinadas ao estudo da resposta imune celular, durante as fases aguda e
cronica da esquistossomose mansonica. As suspensdes de células esplénicas foram
obtidas por maceracéo dos bacos em meio RPMI 1640 (Cultilab, Sado Paulo - Brasil),
acrescidas de antibioticos (Penicilina e Estreptomicina a 1%) e aminoacido (1% de
L-glutamina) e centrifugadas por 5 min a 300 x g a 4°C (Centrifuga refrigerada:
modelo TJ-6R, Beckman Instruments, Inc.). As hemacias foram lisadas pela adi¢édo
de agua estéril ao precipitado, durante 18 s. As células foram ressuspendidas em
meio RPMI suplementado com 10% de SBF (Soro Bovino Fetal - WL. Imunoquimica,
Rio de Janeiro - Brasil) e sua viabilidade observada pelo emprego de Trypan Blue a
10%. As suspensdes celulares foram distribuidas em placas de cultura de 24 pocos,
em duplicata, na concentragdo de 5 x 10° células/mL submetidas a diferentes
estimulos [SEA — 20 pg/mL ou Concanavalina A (ConA) — 5 pg/mL ou simplesmente
meio de cultura (sem estimulo), e entdo, cultivadas por 24, 48, 72 e 120h a 37°C,
em estufa de CO2 a 5% (Forma Scientific Inc.), para obtencéo de sobrenadante e
posterior dosagem dos niveis de TGF-1, MMP-9 , TIMP-1, IL-4, IL-13, IL-17 e IL-23.
Esses quatro tempos de cultivo foram utilizados para determinar qual o melhor deles

para producdo de cada citocina. As culturas sem estimulo foram utilizadas como
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controle interno negativo. Ao mesmo tempo, as culturas estimuladas com o mitégeno
(ConA), foram usadas como controle positivo na avaliacdo da capacidade

imunoproliferativa dos esplendcitos.

6.11.3 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS TGF-B1, IL-4, IL-13, IL-17, IL-23
DA METALOPROTEINASE MMP-9 E DO SEU INIBIDOR TIMP -1

Os niveis de TGF-p1, IL-4, IL-13, IL-17, IL-23, MMP-9 e TIMP-1 foram
determinados através da técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).
Para a citocina TGF-p1, foi utilizado o kit ELISA Ready- Set- Go Development
System (e -Bioscience cat. 88-7344-88, San Diego - CA, USA), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Para a IL-4 (n° catalogo DY 404), IL-13 (n° catalogo DY
413), IL-17 (n° catalogo DY 421), IL-23 (n° catalogo DY 1887), MMP-9 (n° catalogo
DY909) e TIMP1 (n° catdlogo DY980) foi utilizado o Kit DuoSet Mouse da R & D
(DuoSet ELISA Development System, R & D System, Mineapolis, Minessota- USA).
As dosagens das citocinas foram realizadas obedecendo aos protocolos
determinados pelos fabricantes.

A leitura foi feita em comprimento de onda de 450nm no Biorad Laboratories,
modelo 3550. As concentracdes das citocinas nas amostras foram calculadas pelo
programa Microplate manager versédo 4.0, a partir de curvas-padrao obtidas com
seus respectivos recombinantes. Os resultados obtidos sao representativos de trés
experimentos e expressam a mediana e o desvio médio de dosagens feitas em

duplicata.

6.12 ANALISE ESTATISTICA

A significancia dos dados obtidos foi calculada pelo teste “t” de Student, com
o auxilio do “software” BIOESTAT versdo 5.0 (Belém, Para, Brasil-2007) e os
resultados expressos como média aritmética e desvio-padréo (XtDP). O teste nao
paramétrico de Mann-Whitney também foi usado, quando apropriado, sendo 0s
resultados expressos em mediana e desvio médio (Md+DM). Em todos os casos,

valores de p iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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7 RESULTADOS

7.1 AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL DOS ANIMAIS (FASES AGUDA E
CRONICA)

Os animais dos grupos infectados, independentemente da dieta, comecaram
a perder massa corporea depois da infeccdo pelo S. mansoni, realizada na 42
semana apos o inicio do experimento. A diferenca mais expressiva na perda de
massa corporal foi observada nos grupos desnutridos (infectados ou néo), em
comparacao com os eutroficos. A diferenca entre desnutridos e eutroficos infectados
foi estatisticamente significativa, tanto na fase aguda (p = 0,001) quanto na fase
crénica (p = 0,001). Todavia, ndo houve diferenca estatistica significativa, quando as
curvas ponderais dos grupos infectados (eutréficos e desnutridos) foram
comparadas com as dos seus respectivos controles (ndo infectados), nas duas fases

da doenca (Figura 1A e B).
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Figura 1 — Curvas ponderais dos grupos eutrdficos e desnutridos infectados pelo Schistosoma
mansoni e seus respectivos controles (ndo infectados), nas fases aguda (A) e crbnica (B) da

parasitose.
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Fonte: Dados da autora

Fonte: A autora
Nota: p <0,05 foi considerado significativo

7.2 DETERMINACAO DA CARGA PARASITARIA

7.2.1 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE PARASITOS

A Figura 2 representa o numero médio de vermes adultos recuperados do
sistema porta - mesentérico dos grupos desnutrido infectado (DI) e eutréfico
infectado (El), nas fases aguda e cronica da infecgdo. Verificou-se que a carga

em

menor e estatisticamente significativa,

parasitaria dos desnutridos foi
comparacao com o grupo El, nas duas fases da doenca (p = 0, 005 e p = 0, 009,

respectivamente).
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Figura 2 - Parasitos recuperados por perfusdo do sistema porta - mesentérico,
em camundongos desnutridos e eutroficos, infectados pelo S. mansoni, nas
fases aguda (FA) e crbnica (FC).
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Fonte: Elaborada autora
Nota: Os resultados foram calculados X + DP na (FA) e Md + DM na (FC) de dez animais

por grupo, em trés experimentos. p <0,05 foi considerado significativo.

7.2.2 QUANTIFICACAO DE OVOS DE S. mansoni NO FIGADO E INTESTINO

A quantidade média de ovos de S. mansoni, calculada por grama de tecido
hepético, foi inferior no grupo DI, quando comparado ao EIl. Diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada nas fases aguda (Figura 3A) e crbnica
(figura 3B), com valores de p = 0,028 e p = 0, 032, respectivamente.

No intestino, a quantidade média de ovos também foi menor nos desnutridos

(DI), em ambas as fases da infeccéo (Figura 3A e B).
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Figura 3 — Quantidade de ovos encontrados no figado e intestino de
camundongos infectados com S.mansoni, nas fases aguda (A) e crbnica

(B).
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Fonte: Dados do autor

Nota: Os resultados foram calculados X + DP (intestino- A e B e figado - B) e Md
+ DM (figado — A) de dez 10 animais por grupo, em trés experimentos. p <0,05
foi considerado significativo.

7.2.3 OOGRAMA

A avaliagdo percentual dos diferentes estadios de maturacdo de ovos de S.
mansoni encontrados em fragmentos de intestino, na fase aguda da infeccdo pelo S.
mansoni, (Figura 4A), mostrou que o grupo desnutrido (DI) apresentou, quando
comparado com o grupo eutrofico, reducdo significativa do nimero de ovos nos
estadios 1° (p = 0,001), 3° (p = 0,0009) e 4° (p = 0,0007), como também no estadio
de ovos maduros (p = 0,009). Na fase crénica (Figura 4B) ocorreu, nos desnutridos,
reducdo significativa no percentual de ovos maduros (p = 0,009) e aumento

significativo de ovos mortos (p = 0.047). Todavia, ndo houve reducéo significativa do
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namero de ovos nos demais estadios avaliados (1°, 2°, 3° e 4°), quando esses

grupos foram comparados entre si.

Figuras 4 — Percentual de ovos de S.mansoni no intestino de camundongos
desnutridos (DI) e eutroficos (El), em relagcdo a sua viabilidade e estadio de
maturacdo, nas fases aguda (A) e crbnica (B) da parasitose.
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Fonte: Dados do autor
Nota: Foram calculados X + DP (1°, 2°, 3° e 4°- A e B) e Md + DM (maduro e inviaveis- A e B)
de dez animais por grupo, em trés experimentos. p <0,05 foi considerado significativo.

7.3 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

O quadro histolégico no grupo de camundongos eutréficos e infectados (EI),
na fase aguda, apresentou numerosos granulomas, ocupando 0s espagos-porta, ora
isolados, ora em conglomerados, constituidos por polimorfonucleares, as vezes com
intensa proliferacao eosinofilica ou com producéo de tecido colageno sob a forma de
fiboras delgadas de aspecto frouxo (Figura 5A). Na fase crbnica, o estudo
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histopatolégico, no grupo El, revelou auséncia de alteracdes degenerativas nas
células do parénquima hepatico. As lesdes encontradas eram ora de carater
moderado, ora intenso, sendo representadas por infiltracdo de células
mononucleares e alguns linfocitos, nos espacos-porta e em torno de veias
centrolobulares, além de numerosos granulomas formados em torno de ovos de S.
mansoni degenerados ou de restos de cascas. A maioria dos granulomas era de
predominéncia colagena, as vezes exibindo componente exsudativo, particularmente
polimorfonucleares eosindfilos. Esses granulomas eram isolados e distribuidos de
modo nado sistematizado, no parénquima hepatico. Nos casos de infeccdo mais
intensa, apresentavam-se em coalescéncia, formando extensos conglomerados. Em
quatro dos dez camundongos do grupo eutrofico infectado (40%) foram detectados
espacos-porta com intensa deposicdo de ovos, vascularizagcdo aumentada,
acentuada hiperplasia de ductos biliferos e infiltracdo inflamatéria cronica,
caracterizando o desenvolvimento da fibrose hepéatica periportal murina (Figura 5C)
O grupo de camundongos desnutridos e infectados (DI), na fase aguda, exibiu
um perfil histopatolégico com granulomas pequenos, isolados e predominantemente
exsudativos, com alguns focos de necrose e uma discreta deposicdo de fibrilas
colagenas (Figura 5B). No grupo DI em fase cronica, a infec¢do era de intensidade
variavel. Os granulomas eram menores, distribuidos esparsamente no parénquima,
as vezes formando conglomerados, mas em nenhum dos animais foram detectadas
imagens sugestivas de fibrose periportal. Nesse grupo, muitos granulomas
encontravam-se, ainda, em fase exsudativa, com presenca de numerosos

polimorfonucleares eosindfilos e neutréfilos (Figura 5D).
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Figura 5 - Histopatologia hepatica.
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Fonte: Dados da autora

Legenda: (A) Grupo El (fase aguda): Conglomerado de granulomas periovulares em torno dos ovos maduros,
com infiltrac@o celular inflamatéria aguda e deposicao de coldgeno escasso (60 dias apés a infec¢do). H.E. (B)-
Histopatologia hepética do grupo DI (fase aguda) - Granulomas periovulares pequenos e dispersos, com discreto
infiltrado de polimorfonucleares em torno de ovos degenerados (60 dias apds a infecgdo). Picrosirius-red. Figura
C - Histopatologia do grupo El (fase crdnica): fibrose hepatica periportal (pipestem — like fibrosis), mostrando
concentragdo de granulomas periovulares, alargamento fibroso, aumento da vascularizagdo e infiltrag&do
inflamatdria crénica do espaco portal (150 dias de infec¢do). H.E. Figura D -: Grupo DI (fase cronica):
granulomas periovulares pequenos, em torno de cascas de ovos vazias, auséncia da fibrose hepatica periportal
(pipestem - like fibrosis - 150 dias de infecgdo). Picrosirius - red.

7.4 AVALIACAO DO COLAGENO HEPATICO

7.4.1 QUANTIFICACAO BIOQUIMICA

Os niveis de tecido fibroso hepéatico, mensurados como hidroxiprolina,
estavam reduzidos, no grupo DI, sendo estatisticamente significativa a diferenca, em
comparag¢ao com o grupo El, com valores de p = 0,016 e p = 0,009, nas fases aguda
e crbnica, respectivamente (Figura 6). Quando foram comparados os niveis de
hidroxiprolina do grupo EIl da fase aguda com os do grupo El da fase crbnica, a
guantidade mais significativamente (p = 0,009) elevava foi vista na fase crénica. O
mesmo ocorreu quando os niveis de hidroxiprolina foram comparados entre o0 grupo
DI de fase aguda e o da fase cronica, sendo que este Ultimo apresentou valores

mais elevados e significativos (p = 0,009).
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Figura 6 — Quantificacdo bioquimica do colageno hepético nas fases aguda (FA) e
cronica (FC) da esquistossomiase mansonica.
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Fonte: Dados do autor
Nota: Foram calculados X + DP de dez animais por grupo, em trés experimentos.
p 0,05 foi considerado significativo.

7.4.2 QUANTIFICACAO MORFOMETRICA

A comparacdo dos percentuais de tecido fibroso hepatico (figura 7A), apos
analise morfométrica, entre os grupos DI e El, na fase aguda da infeccdo, nao
revelou diferenca estatisticamente significativa (p = 0,426). Na fase crdénica, no
entanto, o grupo DI apresentou percentual de tecido fibroso significativamente menor
que o do grupo EI (p = 0, 020) — dados ndo mostrados. Na comparacao entre os
grupos eutroficos, (infectado e seu controle nédo-infectado), esses camundongos
apresentaram quantidade de tecido fibroso mais elevada e estatisticamente
significativa (p = 0,011) na fase crbnica, quando comparados aos grupos El na fase
aguda, o que, todavia, ndo ocorreu entre os grupos desnutridos (p = 0,106).

A morfometria também revelou que os granulomas do grupo DI eram menos
volumosos (figura 7B), em comparagdo com os granulomas dos grupos El, havendo
diferenca significativa na fase aguda (p = 0,009) e na fase crénica (p=0,028). Houve
reducao significativa dos granulomas no grupo eutrofico na fase crénica (modulagéo
imunologica) quando comparado ao grupo El na fase aguda. Na comparacao entre
0s animais do grupo DI na fase aguda e na fase crbnica, notou-se também reducéo

de volume na fase crbnica, porém sem diferenca significativa (p = 0,918).
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A medida da densidade volumétrica (Figura 7C) ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos DI e El, tanto na fase aguda (p = 0,347) como na fase
cronica (p = 0,916) da infecgdo. Quando a comparacéo foi realizada entre os grupos
El de fase aguda e fase crénica, também nédo houve diferenca estatistica (p = 0,464),
0 mesmo ocorrendo quando os grupos DI (ambas as fases) foram comparados entre
si (p = 0,615).

Quanto ao parametro densidade numérica (Figura 7D), ndo houve diferenca
significativa quando o grupo EIl e o grupo DI foram comparados entre si, tanto na
fase aguda como crbnica da infeccdo, com valores de p = 0,117 e p = 0,601,
respectivamente. Contudo, quando o grupo El de fase aguda foi comparado com o
de fase cronica, houve diferenca significativa (p = 0,047), o mesmo ocorrendo (p =
0,009) quando o grupo DI, fases aguda e cronica, foram confrontados.

Figura 7- Quantificacdo morfométrica do coldgeno hepatico e outros parametros, em camundongos
desnutridos (DI) e eutroficos (El), nas fases aguda (FA) e crbnica (FC) da esquistossomiase
mansonica.
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Fonte: Dados do autora

Nota: A = % tecido fibroso; B = Volume dos granulomas; C = Densiade Volumétrica e D = Densidade Numérica
Foram calculados X + DP (A) e Md + DM (B, C e D) de dez animais por grupo, em trés experimentos. p <0,05 foi
considerado significativo.
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7.4.3 IMUNOFLUORESCENCIA PARA COLAGENO TIPO |

A avaliacdo da quantidade de colageno | no tecido hepéatico dos animais, na
fase cronica, apés imunomarcacdo (Figura 8), revelou expressdo mais elevada
dessa proteina, em areas de tecido fibroso granulomatoso, no grupo El (marcacéo
em verde), ao contrario do que foi verificado no grupo DI (Figura 8A e B). As
diferencas observadas entre os grupos infectados El e DI, quanto a deposi¢cédo de
coldgeno | (Figura 9), foram estatisticamente significativas (p = 0,0001). Nos grupos
sem infeccao, so6 foi possivel visualizar marcacdes nas paredes dos vasos hepaticos
(Figura 8C e D).

O percentual de &rea com imunomarcacao para a expressao de colageno | no
figado no grupo El, foi elevada e significativa (p = 0,0001), em compara¢gdo com seu
controle ndo infectado ENI. N&o foi encontrada diferenca significativa (p = 0,689)
entre os grupos desnutridos DI e DNI, diferenca significativa foi encontrada quando o

grupo DI foi comparado com o El (p = 0,0001) - Figura 9.
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Figura 8 - Imunomarcacédo por Alexa fluor 488 para colageno | (verde), no figado de
camundongos cronicamente infectados por S. mansoni, pela técnica da imunofluorescéncia
indireta. Nicleos celulares corados com TO- PRO 3 (vermelho).

Fonte: Dados da autora.
Legenda: A = Camundongo eutrdfico, infectado; B = Camundongo desnutrido, infectado; C =
Camundongo eutréfico, ndo infectado e D = Camundongo desnutrido, ndo infectado.

Figura 9 - Percentual de 4rea com imunomarcagdo positiva para colageno tipo I, na
fase cronica da infeccao por S. mansoni, em figado de camundongos eutroficos ou
desnutridos e seus respectivos controles.

p=0,0001 El= Eutréfico infectado
p=0.0001 ENI= Eutréfico ndo infectado

DI= Desnutrido infectado
DNI= Desnutrido nao infectado
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Fonte: Dados da autora
Nota: Foram calculados Md + DM de dez animais por grupo, em trés experimentos.
p <0,05 foi considerado significativo
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7.5 IMUNOFLUORESCENCIA PARA CELULAS ESTRELADAS HEPATICAS (HSCs)

Marcagdes positivas (cor vermelha) para alfa actina de musculo liso (a-SMA),
foram obtidas em granulomas que se formaram em torno de ovos ou cascas de ovos
de S. mansoni no figado, bem como nas paredes de vasos sanguineos, tanto na
fase aguda quanto na fase cronica da infeccdo (Figura 10A e B). Nos animais
eutréficos e nos desnutridos controles (sem infec¢do), a marcacdo sé ocorreu em
vasos hepaticos (Figura 10C e D).

N&o houve diferenca significativa (p = 0, 268) na comparacédo do resultado do
percentual de imunomarcacgao para a-SMA entre os grupos El e DI na fase aguda.
Diferenca estatistica (p = 0, 0001), porém, foi vista quando o grupo EIl foi comparado
com o seu controle ENI, o mesmo ocorrendo na comparagéao do DI com seu controle
DNI (p =0, 0001). (Figura 11A).

Na fase crénica da infecgao, a quantidade de células expressando a-SMA foi
bastante similar ao que foi visto na fase aguda. O grupo El, ao ser comparado com o
DI, ndo apresentou diferenca significativa (p = 0,10). Diferenca significativa (p =
0,0001) foi encontrada quando o EI foi comparado com o seu controle ENI,
ocorrendo diferenca significativa, também, (p = 0,0001) na comparacdo entre o
grupo DI e o seu controle DNI (Figura 11B).

Comparando-se os resultados da imunomarcagédo para a-SMA nos grupos
infectados El e DI, confrontando-se as fases da doenca (isto é, El fase aguda x El
fase cronica e DI fase aguda x DI fase cronica), observou-se que El (p = 0,0002) e
DI (p= 0,0001) apresentaram percentual mais elevado e estatisticamente significativo
na fase aguda da infeccdo, em comparacdo com a fase cronica, denotando maior
proliferacéo e ativacdo de células estreladas hepaticas (HSCs) nessa fase. Todavia,
essa multiplicacdo celular foi praticamente equivalente em camundongos
desnutridos e/ou eutréficos de ambas as fases infectados com S. mansoni.
(Figurall A e B).
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Figura 10 - Imunomarcacéo por Alexa-fluor 647 para alfa-actina de
musculo liso (a-SMA), em miofibroblastos (vermelho) e paredes
vasculares, no figado de camundongos cronicamente infectados pelo
S.mansoni.

Fonte: Dados da autora
Legenda: A = eutrdfico, infectado com S.mansoni; B = desnutrido,
infectado com S. mansoni; C = eutréficos, ndo infectados e D = desnutridos, ndo infectados.

64
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Figura 11 - Percentual de imunomarcagao positiva para a-SMA em células estreladas ativadas
(miofibroblastos), nas fases aguda e crbnica da infeccéo por S. mansoni, em camundongos eutr6ficos
ou desnutridos e seus respectivos controles.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: ENI= eutrdfico ndo infectado; DNI= desnutrido n&o infectado; El= eutrdfico infectado; DI= desnutrido
infectado.

Nota: Foram calculados Md + DM de dez animais por grupo, em trés experimentos.

p <0,05 foi considerado significativo.

7.6 RESPOSTA IMUNE CELULAR

7.6.1 CINETICA DE PRODUCAO DE MMP-9, TIMP-1, TGFB1, IL-4, IL-13, IL-17 E
IL-23

A cinética de producao foi estudada apos 24, 48, 72 e 120h de cultura apos
estimulo com ConA, para detectar qual o melhor tempo de producdo de MMP-9,
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TIMP-1, TGFB1 e das interleucinas 4, 13, 17 e 23, em cultura de células esplénicas,
nas fases aguda e crbénica da infeccéo. O critério de escolha do melhor tempo de
producéo - foi tomando como referéncia o grupo “eutrodfico infectado — EI”. Portanto,
verificou-se que o melhor tempo de producdo da MMP-9, TIMP-1 e das citocinas IL-
4, 1L-13, IL-17 e IL-23 foi de 72h e para a citocina TGF-1, foi de 24h.

7.6.2 PRODUCAO DA ENZIMA DA MATRIZ EXTRACELULAR
METALOPROTEINASE 9 (MMP-9)

Foi realizada a comparacao dos niveis de metaloproteinase 9 (MMP - 9) entre
os grupos DI e El (fase aguda), e entre DI e El (fase cronica). Niveis menos
elevados e estatisticamente significativos (p = 0, 003) foram vistos nos grupos DI,
em ambas as fases. Ao comparar-se a producéo dessa enzima entre os grupos El, o
nivel mais elevado e estatisticamente significativo (p = 0, 003) foi encontrado no El
da fase aguda. Na mesma analise realizada entre os grupos DI, a producao da MMP
- 9 encontrava-se mais elevada e estatisticamente significativa (p = 0,003) também
na fase aguda (Figura 12).

Figura 12 - Niveis de metaloproteinase 9 (MMP-9), apds 72h, no sobrenadante de
cultura de células esplénicas de camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos (DI)
ou eutrdficos (El), infectados pelo S. mansoni, nas fases aguda (FA) e cronica (FC).
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Fonte: Dados da autora.

Nota: Os niveis produzidos em cada grupo foram mensurados por ELISA de captura, em
duplicata. Os esplendcitos foram obtidos a partir de um experimentos “pool” de trés bagos por
grupo de animais, sendo cultivados na concentragdo de 5 x10° células/ mL, e estimulados
com SEA (20ug/mL). Os resultados expressam Md + DM da duplicata e sdo representativos
de trés experimentos. p <0,05 foi considerado significativo.
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7.6.3 PRODUCAO DO INIBIDOR TECIDUAL DE METALOPROTEINASE -TIMP-1

A comparacdo entre os grupos DI e EI na fase aguda e na fase cronica,
mostrou niveis de TIMP-1 menores e significativos (p = 0,003) nos grupos DI de
ambas as fases. Quando a producéo do inibidor foi comparada entre os grupos DI, o
nivel de TIMP-1 se revelou mais elevado e significativo no grupo da fase aguda (p =
0,003). O mesmo resultado ocorreu na comparagao efetuada entre os grupos El,
cuja maior producdo de TIMP-1 ocorreu, também, na fase aguda, com valor
significativo de p = 0,003 (figura 13).

Figura 13 - Niveis de producdo, apos 72h, do inibidor de
metaloproteinase TIMP-1, detectados no sobrenadante de cultura de
células esplénicas de camundongos isogénicos C57BL/6, desnutridos
(DI) ou eutréficos (El) infectados pelo S. mansoni, nas fases aguda
(FA) e crbnica (FC).
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Fonte: Dados da autora.

Nota: Os esplendcitos foram obtidos a partir de um “pool” de trés bagos por
grupo de animais, utilizados numa concentracdo de 5 x10® células/ mL, e
estimulados com SEA (20ug/mL). Os niveis produzidos em cada grupo foram
mensurados por ELISA de captura, em duplicata. Os resultados expressam a
Md + DM da duplicata séo representativos de trés experimentos.

p <0,05 foi considerado significativo.

7.6.4 PRODUCAO DA CITOCINA TGF-B1 (FATOR DE TRANSFORMACAO DO
CRESCIMENTO 1)

Os grupos DI e EIl na fase aguda, foram comparados entre si, assim como foi
feito com os grupos DI e El, na fase cronica. Os camundongos desnutridos
mostraram niveis de TGF-B1 significativamente mais baixos, sobretudo na fase
cronica (p = 0,003). Na comparacgéo entre os grupos DI, os niveis de TGF-f1 foram

mais elevados na fase aguda, embora menores do que os do grupo eutréfico,



Barros, A. F 68

reduzindo-se, drasticamente, na fase crbnica. Nos animais eutroficos, a producao

dessa citocina foi sempre mais elevada (Figura 14).

Figura 14 - Niveis de produgdo, apds 24h, do fator de transformacdo do crescimento
(TGF-B1) detectados no sobrenadante de cultura de células esplénicas de camundongos
isogénicos C57BL/6 desnutridos (DI) ou eutrdficos (El), infectados pelo S. mansoni, nas
fases aguda (FA) e crbnica (FC).
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Fonte: Dados da autora

Nota: Os esplendcitos foram obtidos a partir de um “pool” de trés bagos por grupo de animais, e
utilizados numa concentracdo de 5 x108 células/ mL, estimuladas com SEA (20ug/mL). Os niveis da
citocina produzidos em cada grupo foram mensurados por ELISA de captura, em duplicata. Os
resultados expressam a Md + DM da duplicata e sdo representativos de trés experimentos. p <0,05 foi
considerado significativo.

7.6.5 PRODUCAO DAS INTERLEUCINAS: IL-4, IL-13, IL-17 e IL-23

A producéo de IL-4 foi significativamente menor nos grupos desnutridos (DI)
em comparacdo com os eutréficos (El), nas fases aguda e crénica (p = 0,003). Tanto
em camundongos desnutridos como em eutréficos, os niveis dessa citocina
mostraram reducédo significativa com a progressao da infeccao para a fase crénica
(p = 0,003) — (Figura 15A). A producéao de IL-13, em ambos os grupos (desnutridos e
eutroficos) foi menor na fase aguda e substancialmente maior na fase cronica.
Camundongos eutroficos mostraram valores sempre mais elevados do que
camundongos desnutridos, em ambas as fases da infeccéo (p = 0, 003)- Figura 15B.

A producdo de IL-17 foi maior na fase crbnica da infeccdo, com valores
sempre mais elevados no grupo dos eutréficos (p = 0,003). Nao houve diferenca
entre os grupos El e DI, na fase aguda da infeccdo com p = 0,009 (Figura 15C). A
producdo de IL-23 mostrou-se igualmente elevada na fase cronica, em

camundongos desnutridos (DI) e eutroficos (EI) com p=1,00. Nos animais eutroficos,
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a sintese dessa citocina praticamente nao sofreu alteracdo entre as fases aguda e
cronica, ocorrendo elevacdo significativa entre as fases no grupo desnutrido (p
=0,003) - Figura 15D.

Figura 15 - Niveis de produgdo, ap6s 72h, da interleucina 4, 13, 17 e 23 detectados no sobrenadante
de cultura de células esplénicas de camundongos isogénicos C57BL/6 desnutridos (DI) ou eutréficos
(El), infectados pelo S. mansoni, nas fases aguda (FA) e cronica (FC).
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A= Niveis de IL-4; B= Niveis de IL-13; C= Niveis de IL-17; Niveis de IL-23.).

Nota: Os esplendcitos foram obtidos a partir de um “pool” de trés bagos por grupo de animais e utilizados numa
concentragdo de 5 x10° células/ mL, estimuladas com SEA (20ug/mL). Os niveis da citocina produzidos em cada
grupo foram mensurados por ELISA de captura, em duplicata. Os resultados expressam a Md + DM da duplicata
e sdo representativos de trés experimentos.

p <0,05 foi considerado significativo.
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8 DISCUSSAO

Dentre as patologias crénicas do figado, as hepatopatias fibrosantes se
destacam por sua importancia e gravidade, representando problema de saude
publica em diferentes regides do mundo (ANTHONY et al., 2010). Podem resultar de
etiologias diversas, inclusive parasitarias, como é 0 caso da esquistossomiase
mansoOnica, de elevada prevaléncia em Pernambuco e no nordeste do Brasil
(COUTINHO et al., 1997b; GOMES et al., 2012). Nessa parasitose, o figado é o
orgao onde se desenvolve, na fase crbnica, a lesdo mais grave, representada por
excessiva deposicdo de tecido fibroso nos granulomas formados em torno dos ovos
do parasito, 0s quais, por coalescéncia, conduzem a formacéo de extensas placas
de tecido conjuntivo em torno de ramos da veia porta, nos espacos portais do figado
(BOGLIOLO, 1957), caracterizando a denominada fibrose periportal, fibrose de
Symmers ou pipestem fibrosis (fibrose em forma de “cachimbo de barro”).

Nas ultimas décadas, numerosos estudos tém contribuido para um maior
entendimento acerca dos mecanismos patogenéticos e repercussdes
fisiopatoldégicas da fibrogénese nas hepatopatias fibrosantes, passando a
fibrogénese a ser considerada como um processo muito mais dinamico, complexo e
multifatorial, inclusive no caso da fibrose encontrada na esquistossomiase
mansonica cronica (ANDRADE, 2009). A comprovagcdo da reversibilidade do
processo, tanto no caso da fibrose periportal da esquistossomiase (ANDRADE,
2005, 2009), como em hepatopatias fibrosantes de outras etiologias, abriu novas
perspectivas em relacdo a estratégias de tratamento e monitoramento da evolucao
do processo.

O quadro da associacdo morbida desnutricdo / esquistossomiase em modelo
experimental (camundongo), mimetizando o que ocorre, em condi¢cdes naturais, em
areas endémicas, permitiu o estudo de varios fatores envolvidos no mecanismo da
fibrogénese hepatica e das relacdes do estado nutricional do hospedeiro com esses
fatores e com a biologia do préprio parasito (COUTINHO et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2003).

O desenvolvimento de um modelo experimental murino, baseado em
infeccbes de pequena intensidade e longa duracdo, que reproduz,
morfologicamente, a fibrose pipestem do homem no camundongo eutrofico
(ANDRADE; WARREN, 1964; ANDRADE; CHEEVER, 1993), foi de fundamental
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importancia para o aprofundamento dos conhecimentos sobre a fibrose humana de
Symmers.

Além dos j& conhecidos efeitos negativos sobre o crescimento e morfologia
dos parasitos (NEVES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003), relatados na literatura, a
deficiéncia dietética de proteina e outros nutrientes provocou alteracdes na
guantidade, maturacédo e viabilidade dos ovos de S. mansoni, reveladas através da
técnica do oograma, além de reducdo da quantidade de parasitos. Admite-se que
alguns parasitos sejam capazes de desenvolver uma forma de adaptacao fisiologica
qgue lhes permite a sobrevivéncia, apesar da pequena disponibilidade de nutrientes
essenciais no microambiente do hospedeiro (ING et al., 2000).

Alteragbes morfométricas no oviducto e glandulas vitelinas foram relatadas
em esquistossomos obtidos de camundongos desnutridos (ERASMUS, 1973;
OLIVEIRA et al., 2003), o que explica, no presente trabalho, a eliminacdo de ovos
com defeito de maturacdo, ou mesmo, de ovos inviaveis/mortos em camundongos
desnutridos. Como foi mencionado na introducdo desta tese, camundongos
desnutridos ndo conseguem desenvolver o equivalente murino da fibrose de
Symmers (COUTINHO et al., 1997a), apesar das diferentes abordagens utilizadas
para aparecimento dessa lesdo (COUTINHO, 2004; COUTINHO et al., 2003, 2007).

Os dados obtidos na presente investigacdo demonstram, mais uma vez, que a
desnutricdo do hospedeiro teve repercusséo sobre o crescimento dos animais, sobre
a carga parasitaria, sobre a viabilidade e maturacdo dos ovos de S. mansoni,
reduzindo a producédo de tecido fibroso (colageno ) no figado e a sintese de TGF-
B1, IL-4 e IL-13, interferindo na fibrogénese hepatica granulomatosa e portal, na
esquistossomiase mansonica.

Dentre os fatores envolvidos na fibrogénese do figado as HSCs parecem
desempenhar importante papel, devido a sua capacidade proliferativa,
transformando-se em miofibroblastos e induzindo a sintese do colageno da matriz
extracelular (FRIEDMAN, 1993, 2003, 2008a, 2008b; GEA; FRIEDMAN, 2011;
GRESSNER; WEISKIRCHEM, 2006; ENG,; FRIEDMAN, 2000). Na
esquistossomiase experimental em camundongos desnutridos, porém, essas células
sofreram ativacao e transdiferenciacdo em miofibroblastos em proporcéo equivalente
a dos animais eutréficos, ndo parecendo exercerem papel relevante para explicar o
nao desenvolvimento da fibrose pipestem no grupo desnutrido, no qual se esperaria

encontrar menor propor¢cdo de miofibroblastos apds marcagédo pela a-SMA. Assim
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sendo, o estado nutricional do hospedeiro, deficiente ou n&do, ndo guardou relacéo
com a proliferacéo e/ou diferenciacéo dessas células.

As relagbes do estado nutricional com os elementos envolvidos na modulagéo
do colageno hepético (sintese x degradacdo) também foram apreciadas na presente
investigacdo. Dados da literatura informam que a regulacdo dos processos de
fibrogénese x fibrolise € efetuada pelas metaloproteinases (MMPSs), sobretudo a
MMP-9 e seus inibidores, particularmente o TIMP-1 e que essa producdo é
antagobnica (FRIEDMAN, 2008a, 2008b; FRIEDMAN, 2013).

Comparando-se os niveis de MMP-9 e TIMP-1 entre os grupos El e DI de
mesma fase e/ou de fases da infeccdo diferentes, observaram-se niveis
significativamente mais baixos dessa enzima e do seu inibidor nos grupos de
camundongos desnutridos, o que poderia representar mais um efeito negativo ligado
a condicdo de desnutricdo dos animais. Observou-se, também, que a producao de
MMP-9 foi diretamente proporcional a producédo de TIMP-1, em contraposicdo aos
trabalhos de Friedman (2013), porém confirmando resultados obtidos por outros
autores (YUE et al., 2011).

No modelo murino eutréfico, a literatura registra a ocorréncia de niveis
elevados de MMP-9 na fase aguda da infec¢cdo esquistossomatica, paralelamente a
sintese de colageno depositado nos granulomas periovulares maduros (LEUNG et
al., 2011). Camundongos desnutridos infectados apresentaram niveis mais baixos
de MMP-9 e TIMP-1 em relacdo aos animais eutrdficos, nas fases aguda e crénica
da parasitose, com reduzida deposicao de tecido fibroso no figado desses animais.
A relacdo entre TIMP-1 e colageno | foi positiva em ambas as fases, nos
camundongos eutréficos; e negativa nos desnutridos, podendo ter sofrido os efeitos
da deficiéncia proteica dietética.

O “fator de transformacgao de crescimento” (TGF-B1), uma das citocinas
estudadas, € importante na ativacdo e transdiferenciacdo das células estreladas
hepaticas em miofibroblastos (KISSELEVA; BRENNER, 2012), na expresséao de a-
SMA nessas células, sendo, ainda, fator indutor da sintese de colageno |
(BATALLER; BRENNER, 2005; FRIEDMAN, 2008b; KISSELEVA; BRENNER, 2012).
Todavia, a IL-13 é a citocina efetora dominante no processo da fibrogénese
associada a esquistossomiase e também induz a producédo de TGF-31 pelas células
estreladas (KAVIRATNE, 2004).
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Nos camundongos desnutridos, os baixos niveis de TGF-B1 também podem
ter influenciado a fibrogénese hepatica, apesar de Kaviratne et al. (2004) terem
demonstrado que a fibrogénse na esquistossomiase pode ndo guardar relacdo com
TGF-B1, dependendo exclusivamente da IL-13. No presente estudo, a reduzida
producao das citocinas TGF-B1, IL-4 e IL-13 estaria associada a deficiéncia protéica
dietética e teria influenciado a significativa reducdo da sintese de colageno | nos
camundongos desnutridos. E, provavelmente, apesar de sua producdo diminuida,
mecanismos de sinalizacdo dependentes da IL-13 foram responséaveis pela indugéo
da sintese de TGF-B1 e outros fatores fibrogénicos, pelas células estreladas
(KAVIRATNE et al., 2004).

A producgéo de ovos pelos vermes adultos estimula uma forte resposta Th2,
representada por niveis elevados de IL-4 e IL-13 (PEARCE et al., 1991,
STADECKER et al., 2004). No presente estudo, observou-se que os niveis de IL-13
foram mais elevados na fase aguda, em relacédo a IL-4, ocorrendo comportamento
semelhante na fase crbnica da infecdo. Este fenbmeno deve ter ocorrido devido as
funcbes efetoras de cada citocina serem semelhantes, inclusive no que se refere a
producdo de tecido fibroso, sendo a IL-13 considerada um mediador primario da
fibrogénese hepatica (CHIARAMONTE et al., 2001; HOFFMAN; CHEEVER; WYNN,
2000; PEARCE; MACDONALD, 2002). No entanto, a contribuicdo da IL-4 para o
desenvolvimento da fibrose na esquistossomiase é controversa (CHEEVER et al.,
1994; PEARCE et al.,, 1996). Chiaramonte et al. (2001) demonstraram que a
expressdo de IL-4 € mantida em camundongos deficientes em IL-13, porém ela é
incapaz de repor a atividade fibrogénica da IL-13 durante a infecgéo
esquistossomatica.

A escassez de publicacdes sobre as citocinas IL-17 e IL-23, sobretudo em
modelos experimentais esquistossomaéticos desnutridos, dificultaram o entendimento
do seu papel em relacdo a parasitose e a desnutricdo do hospedeiro. A producéo de
IL-17 foi significativamente inferior no grupo desnutrido, na fase crbnica da
parasitose. Sabe-se que o TGF-1 e a IL-6 sdo citocinas importantes para a
diferenciacdo das células produtoras de IL-17 (WEAVER et al., 2006). No entanto,
na auséncia de TGF-B1, uma combinagéo de IL-1, IL-6 e IL-23 pode induzir a
producdo de IL-17 (GHORESCHI et al., 2010). Por outro lado, essa citocina, em
camundongos eutroficos, pode estimular diretamente a producdo de TGF-B1 e

colageno tipo | pelas células estreladas hepaticas (MENG et al., 2012), o que parece
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ter ocorrido em nossa investigacdo, onde os camundongos desnutrido DI, apesar da
significativa reducéo na producédo de TGF-B1, foram capazes de sintetizar IL-17 em
niveis semelhantes (fase aguda) ou significativamente inferiores aos dos animais
eutrdéficos (fase cronica).

Quanto a IL-23 ela parece atuar, principalmente, nas células CD4* (Th 17)
efetoras, induzindo a secrecao de IL-17 (AGGARWAL et al., 2003; OPPMANN et al.,
2000). Com efeito, em ambas as fases da infeccdo, a sintese de IL-17 esteve
atrelada a producdo de IL-23, confirmando o que se acha registrado na literatura
(OPPMANN, 2000).

De acordo com Rutitzky et al. (2008), a IL-23 seria um fator critico que
contribui para exacerbacao da esquistossomiase, favorecendo a producéo de IL-17
e restringindo efeitos regulatérios da IL-10, provocando a liberacao de citocinas proé-
inflamatorias e recrutamento de neutrofilos.

Em nossos experimentos, a IL-23 ndo teve papel relevante na imunopatologia
da associacdo morbida desnutricAo/esquistossomiase. Mais recentemente, outros
fatores vém sendo descritos como também sendo capazes de alterar os
mecanismos envolvidos na fibrogénese hepatica. O Fator de Crescimento de Tecido
Conjuntivo (CTGF) tem sido considerado como mais um importante modulador do
processo de fibrogénese (GRESNNER; GRESNNER, 2008, GRESNNER et al.,
2009). O TGF-B1 estimula a producdo de CTGF, primariamente nos hepatocitos
(GRESNNER et al., 2007). Alguns autores afirmam que a expressao de CTGF pelas
células estreladas pode ser induzida por mecanismo independente, como IL-13
(GRESNNER et al.,, 2007; LIU et al., 2011; WENG et al.,, 2009), a qual agiria
ativando as células estreladas por sinalizacdo via Erk-MAPK (mitogen-activated
protein kinase).

Com base nos resultados obtidos na presente investigacdo, podemos deduzir,
considerando os aspectos morfologicos, bioquimicos, parasitolégicos, imunoldgicos
e imunopatologicos aqui apresentados, que a desnutricAo repercutiu sobre o
crescimento do hospedeiro, a carga parasitaria, a maturacao e viabilidade dos ovos
de S. mansoni, restringindo, também, a sintese do colageno tipo | e a produgéo das
citocinas TGF-1, IL-4, IL-13, IL-17 e IL-23, interferindo, portanto, nos mecanismos e
processos relacionados com a fibrogénese hepatica no camundongo

esquistossomotico desnutrido.
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9 CONCLUSOES

Com base nos dados muriométricos, parasitoloégicos, morfolégicos,

morfométricos, bioquimicos, imunoldgicos e imunopatologicos aqui apresentados,

pode-se concluir que:

a) A desnutricdo associada a infeccdo pelo Schistosoma mansoni repercutiu

sobre o crescimento do hospedeiro, no modelo murino utilizado, bem como

sobre a carga parasitaria, a viabilidade e maturacdo dos ovos do parasito;

b) A associacdo morbida  esquistossomiase/desnutricdo  influenciou,

negativamente, a fibrogénese hepatica, com acentuada reducdo da sintese
de colageno |, principal componente do tecido fibroso;

c) A ativacdo das células hepaticas estreladas (HSCs) e sua transdiferenciacéo

em miofibroblastos ocorreu independentemente do estado nutricional do
hospedeiro, porém em proporcéo equivalente entre camundongos desnutridos
ou eutréficos, ndo parecendo desempenhar papel relevante nessa associagao

morbida;

d) A deficiéncia protéica dietética provocou reducéo da sintese de citocinas pro-

fibrogénicas, particularmente TGF-B1, IL-4 e IL-13, nos camundongos
infectados desnutridos;

Camundongos infectados desnutridos também mostraram niveis mais baixos
de IL-17 e IL-23, cujas altera¢des sugeriram uma interrelacdo comportamental
entre elas, embora 0 seu papel, na esquistossomiase, ainda nao esteja

completamente esclarecido;

f) A auséncia de fibrose periportal em camundongos esquistossomaéticos

desnutridos, também evidenciada na presente investigacdo, pode ser
explicada por alteracbes da fibrogénese hepatica, que guardaram relacéo
com a reduzida sintese de colageno e a deficiente producdo de importantes
citocinas pro-fibrogénicas (sobretudo TGF-B1 e IL-13), alteracbes estas

dependentes do estado de ma — nutricdo do hospedeiro.
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Low transformation growth factor-p1 production and collagen synthesis
correlate with the lack of hepatic periportal fibrosis development in
undernourished mice infected with Schistosoma mansoni
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Undernourished mice infected (Ul) submitted to low and long-lasting infections by Schistosoma mansoni are
unable to develop the hepatic periportal fibrosis that is equivalent to Symmers’ fibrosis in humans. In this report,
the effects of the host’s nutritional status on parasite (worm load, egg viability and maturation) and host (growth
curves, biology, collagen synthesis and characteristics of the immunological response) were studied and these are
considered as interdependent factors influencing the amount and distribution of fibrous tissue in hepatic periovular
granulomas and portal spaces. The nutritional status of the host influenced the low body weight and low parasite
burden detected in Ul mice as well as the number, viability and maturation of released eggs. The reduced oviposition
and increased number of degenerated or dead eggs were associated with low protein synthesis detected in deficient
hosts, which likely induced the observed decrease in transformation growth factor (TGF)-p1 and liver collagen.
Despite the reduced number of mature eggs in Ul mice, the activation of TGF-p1 and hepatic stellate cells occurred
regardless of the unviability of most miracidia, due to stimulation by fibrogenic proteins and eggshell glycoproteins.
However, changes in the repair mechanisms influenced by the nutritional status in deficient animals may account
for the decreased liver collagen detected in the present study.

Key words: Schistosomiasis mansoni - undernutrition - liver fibrosis - cytokines

Mice that were experimentally infected by Schisto-
soma mansoni can develop two distinct and sometimes
mixed histopathological patterns during the chronic
stage of schistosomiasis: scattered small periovular gran-
ulomas with mild nonspecific reactive hepatitis and/or a
concentration of circumoval granulomas causing fibrot-
ic expansion and the development of thin fibrous tracts
connecting portal spaces (murine periportal fibrosis).
This fibrosis mimics the human disease known as Sym-
mers’ fibrosis or “clay pipestem” fibrosis (Andrade &
Warren 1964, Warren 1966, Andrade & Cheever 1993).

Henderson (1993), working with inbred male CBA/J
mice chronically infected with S. mansoni, reported the
development of two syndromes that pathologically and
immunologically imitate the intestinal and hepatos-
plenic clinical forms of the human disease. Later, Silva
(2004) found that these two histological patterns (scat-
tered granulomas and periportal fibrosis) had similar
immunological profiles in well-fed BALB/c mice.
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The periportal fibrosis is due to massive egg laying
by S. mansoni females and the development of periovu-
lar granulomas around intrahepatic portal veins, lead-
ing to the obstruction and destruction of the vessel walls
(Andrade 1987). Due to fibrogenic stimuli from antigens
derived from miracidia bodies (Hang et al. 1974) and, to
a lesser extent, from the eggshells themselves (de Wal-
ick et al. 2012), inflammatory cells and macrophages are
activated and secrete fibrogenic cytokines such as trans-
formation growth factor (TGF)-B1, interleukin (IL)-13
and other mediators, which contribute to the regulation
of the inflammatory response as well as stimulate the
activation of hepatic stellate cells (HSCs) also known
as pericytes, fat-storing cells or Ito’s cells (Geerts 2001,
Gressner et al. 2002).

The HSCs are located in the perisinusoidal space
(Friedman 2008). They are actin-containing cells with
high plasticity and the capacity to become transformed
into myofibroblasts, an important matrix synthesising
cell also involved in vascular remodelling of the fibrous
tissue (Baptista & Andrade 2005). In response to chron-
ic hepatic injury, HSCs differentiate into myofibroblasts,
expressing intermediary filaments of alpha-smooth mus-
cle actin (a-SMA) and collagen and secrete components
of the extracellular matrix (Friedman 2008), whose sta-
bility is regulated by metalloproteinases and their tissue
inhibitors, according to Hemmann et al. (2007).
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Investigations of the interrelationships between schis-
tosomiasis and host nutritional status have demonstrated
that mice infected by S. mansoni and fed a low-protein
diet develop, in the acute stage of the disecase, small
periovular granulomas with fewer inflammatory cells,
reduced amounts of fibrous tissue in the liver and an in-
ability to develop the murine “pipestem”-like fibrosis
or periportal fibrosis (Coutinho et al. 1997, 2003, 2007)
as was seen in 30-50% of well-fed animals submitted to
low and long-lasting infections (Warren 1966, Andrade
& Cheever 1993). Experiments on shifting from a defi-
cient to a balanced diet and vice-versa, repeated infec-
tions or the use of different strains of inbred mice have
been all unsuccessful (Coutinho 2004).

Previous studies on the development of the hepatic
periportal fibrosis in well-nourished mice infected (WI)
have demonstrated the importance of immunological
mechanisms, emphasising the role of the T-helper (Th)2
response (Pearce & MacDonald 2002) and of IL-4, IL-
10 and IL-13 as key cytokines for fibrogenesis (Hilkens
et al. 1997). Undernourished-infected mice (UI) pro-
duce low levels of IL-4 (Oliveira et al. 2004) and IL-13
(Coutinho et al. 2010).

The host’s nutritional status interferes with the
course of S. mansoni infection in undernourished mice
(UI), with negative effects on the growth and develop-
ment of the parasites (Neves et al. 2001, 2002, Oliveira
et al. 2004) and on egg release.

In this paper, the effects of the nutritional status on
the biology of UI mice (growth curves) and parasites
(worm load, egg viability and maturation), as well as on
the collagen synthesis and the characteristics of the im-
munopathological response, were studied.

All these variables (nutritional status, egg unviabil-
ity, low fibrogenic cytokine response, low collagen syn-
thesis) are likely interdependent factors that influence
the amount and distribution of fibrous (collagen) tissue
in the liver periovular granulomas and portal spaces, ex-
plaining the absence of development of the murine type
of periportal schistosomal fibrosis in UI mice.

MATERIALS AND METHODS

Animals and experimental infection - Sixty C57BL/6
mice and 100 Swiss Webster mice [for soluble egg an-
tigen (SEA) preparation] at 21 days of age, weighing
11-15 g, were kept in individual wire-bottomed cages.
They were raised and maintained at the animal facilities
of Aggeu Magalhdes Research Centre [Oswaldo Cruz
Foundation (Fiocruz), Recife, state of Pernambuco, Bra-
zil]. Water and food were provided ad libitum. Mice were
maintained in a temperature (23°C) and light-controlled
environment.

Ethics statement - Animal experiments were per-
formed in accordance with the Animal Care and Use
Committee of Fiocruz (state of Rio de Janeiro), under
license L 0028/07.

Experimental design and infection - Mice were in-
fected percutaneously with 40 recently shed S. mansoni
cercariae obtained from laboratory-raised Biomphalaria
glabrata snails (Belo Horizonte strain). The animals

were distributed into the following groups: group 1 [un-
dernourished non-infected (UNI)], group 2 [undernour-
ished-infected (UI)], group 3 [well-nourished non-infect-
ed (WNI)] and group 4 [well-nourished infected (WI)].
Infection was confirmed in each mouse by the detection
of S. mansoni eggs in the facces 50 days after cercarial
exposure. Animals were fed their respective diet from
30 days before infection to the end of the experiment and
were euthanised 60 and 150 days after infection.

Diets - Undernutrition was induced in mice by feed-
ing them with a multi-deficient and essentially low-pro-
tein diet (7-8% protein), planned to simulate a diet usual-
ly ingested by low-income individuals living in endemic
areas of Manson’s schistosomiasis in Northeast Brazil
(Coutinho et al. 1997) and is thus referred to as the re-
gional basic diet. The control diet (NUVILAB) was a
pelleted commercial balanced chow for mice produced
by Nuvital Nutrientes Ltda (Colombo, PR, Brazil), with
22% protein content.

Evaluation of nutritional status - Body weight was
weekly recorded and food consumption was measured
every day. As this experimental model of mouse under-
nutrition has been extensively studied in previous inves-
tigations (Coutinho 1980, Teodésio et al. 1990, Coutinho
et al. 1992, 1997, 2003), it was considered unnecessary
to evaluate other parameters.

Parasitological studies - Parasites recovery and
counting mice were killed by intraperitoneal injection of
ketamine 115 mg/kg and xylazine 10 mg/kg. They were
perfused after 60 (acute) and 150 (chronic) days of in-
fection, according to the Duvall and DeWitt technique
(1967). Worms recovered after perfusion of the portal
system were counted and separated according to sex.
Eggs in the liver and intestine were quantified after di-
gestion with 4% potassium hydroxide (Cheever 1970).

Oogram procedures - Fragments of the small intes-
tine (terminal ileum), of 1 cm length, were removed from
all animals. They were later transferred to Petri dishes
containing isotonic saline, opened lengthwise with scis-
sors to remove excess mucus, partially dried on absorb-
ent paper, weighed and placed between a glass slide and
a plastic cover. The preparation was pressed on a rubber
surface padded with absorbent paper (Pellegrino et al.
1963, Pellegrino & Faria 1965). The terminal ileum was
used because this segment is the most frequent intestinal
site for oviposition of several strains of S. mansoni in
mice (Valadares et al. 1981). Using a light microscope
at a magnification 100X or 400X in questionable cases,
all eggs on each slide were counted and classified ac-
cording to their developmental or maturation stage, fol-
lowing specific features of each stage. A qualitative and
quantitative oogram evaluation was performed and in
each fragment an average of 100 eggs were counted and
classified as viable (mature, immature in 4 different de-
velopment stages) or dead (calcified, with retracted mi-
racidium, semi-transparent) according to the following
features: mature eggs (containing an already developed
miracidium); immature first stage (embryo at one-third
of the diameter of the egg); immature second stage (em-
bryo at one-half of the length of the egg); immature third



stage (embryo at two-thirds of the length of the egg); im-
mature fourth stage (embryo almost entirely occupying
the eggshell) (Pellegrino et al. 1963).

Morphological studies - The livers were removed,
rinsed with phosphate buffered saline, weighed and di-
vided into several portions. One section of the liver was
fixed in 10% formaldehyde for histologic examination.
Tissues were embedded in paraffin and the 5 pm-thick
sections obtained were stained with haematoxylin-eosin
and picrosirius-red method for collagen (Junqueira et
al. 1979). Another portion of the liver was placed in 4%
potassium hydroxide for egg counting (Cheever 1970).
A liver portion weighing 100-200 mg was used for hy-
droxyproline determination, according to Bergman and
Loxley (1963).

Morphometry - Randomly sampled 5 pm-thick liver
histological sections, stained with picrosirius-red for
collagen, were examined by semiautomatic morphom-
etry using the LEICA Q500 MC Image Processing and
Analysis System (Leica Cambridge, Cambridge, Eng-
land). For morphometric measurements, a total sectional
area of 6.6 mm? per animal was evaluated. All perio-
vular granulomas were included. A spherical shape and
normal size distribution were assumed. The following
granuloma parameters were calculated: size, volume
density and numerical density. The granuloma volume
density was calculated as the quotient of the total granu-
loma profile area to the total sectional area studied per
animal. The number of granulomas per unit volume of
liver was assessed by applying Weibel’s formula. The
sectional area of red-stained fibrous tissue was directly
measured and calculated as a percentage of the total area
examined, as previously described (Coutinho et al. 1997,
Barbosa-Junior 2001).

Biochemical study - From each animal, a fresh liver
sample was used for the determination of collagen, meas-
ured as hydroxyproline by the Bergman and Loxley (1963)
spectrophotometric method B. Values for hepatic colla-
gen were expressed in micromoles of hydroxyproline per
gram of liver and corrected for intensity of infection by
dividing the hydroxyproline content in the whole liver by
the number of eggs per liver, results being expressed for
10,000 eggs. Calculations for this correction were made
using a simplified electronic spreadsheet developed by
Cheever (1987) and used in subsequent papers.

Immunofluorescence - Formalin-fixed paraffin-em-
bedded 5 pm-thick sections were used for detection of
a-SMA and type-I collagen by indirect immunofluores-
cence. Sections were deparaffinised and heat-induced
antigen retrieval in citrate buffer (pH 6.0) was per-
formed. a-SMA filaments were labelled using a bioti-
nylated anti-a-SMA antibody, 1:100, overnight (Novo-
tec, Lyon, France), followed by Streptavidin Alexa-Fluor
647, 1:200, for 1 h (Molecular Probes, Carlsbad, CA).
For type-I collagen labelling, sections were treated with
rabbit polyclonal anti-type-I collagen, 1:100, overnight
(Santa Cruz, Biotechnology), followed by anti-rabbit
IgG conjugated with Alexa-Fluor 488, 1:200, for 1 h
(Molecular Probes). For the detection of a-SMA, sec-
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tions were mounted in VECTASHIELD® HardSet™
Mounting Medium with DAPI H-1500 (4, 6-diamidino-
2-phenylindole, Vector Laboratories): cell nuclei stained
blue and cytoplasms, red. For type-I collagen, sections
were stained with TO-PRO®-3 (carbocyanine monomer
nucleic acid): nuclei stained red and type-I collagen,
green. Ten random fields per mouse were studied with
a Fluoview 1000 confocal microscope using a 40X ob-
jective (Olympus, Tokyo, Japan). Morphometric analysis
was performed with Image ProPlus v.7.0 software (Me-
dia Cybernetics, Inc, Rockville, MD, USA).

Cell culture - After 60 and 150 days of infection,
mice from all experimental groups were killed and
their spleens removed under sterile conditions. For each
group of mice, splenocytes were extracted from a pool
of three spleens. The splenocytes were resuspended in
RPMI-1640 medium (Cultilab, Sao Paulo, Brazil), to
which 10 mL of 1% penicillin and streptomycin solu-
tion, 1% L-glutamine and 10% foetal bovine serum
(Gilson) were added. Cell viability was observed after
staining with 10% Trypan Blue. Splenocytes were cul-
tured in 24-well plates at a final concentration of 5 x
10°cells/mL in a 5% CO, oven (Forma Scientific, Inc)
and later stimulated with 20 pg/mL of SEA (Gazzinelli
et al. 1983) or 5 pg/mL of concanavalin A. The levels
of supernatant TGF-B1 were determined after cultures
of 24 h, 48 h, 72 h and 120 h, in both acute and chronic
phases of schistosomal infection.

TGF-pI cytokine detection - The levels of TGF-p1
were determined as ng/mL, through ELISA, using the
ELISA Ready-Set-Go Development System kit (e-Bi-
oscience, San Diego, CA, USA) and according to the
manufacturer’s instructions. Each result is representa-
tive of three experiments in duplicate. The kinetics of
this cytokine (24 h, 48 h, 72 h and 120 h) showed that
the peak of secretion was detected in the supernatant of
24 h cultures, the peak of secretion observed in the W1
group used as a reference. Readings were performed in
the Bio-Rad Laboratories model 3550 microplate reader
at a wavelength of 450 nm. The levels of TGF-BI in the
samples were calculated utilising the Microplate Manag-
er software v.4.0, using standard curves of their respec-
tive recombinants. The results are shown as arithmetic
mean and standard error of the mean.

Statistical analysis - The data are presented as the
means =+ standard error of the means. The statistical ana-
lyses performed using BioEstat software, v.5.0 (Belém,
Para, Brazil, 2007), included the Student’s ¢ test or the
non-parametric Mann-Whitney U test, when appropri-
ate. For all experiments, p-values < 0.05 were considered
statistically significant.

RESULTS

Host nutritional status is related to low body weight
and low parasite burden - Ul mice had lower body weight
curves than WI animals, in both acute and chronic phas-
es of schistosomal infection. However, schistosomiasis
did not significantly affect the growth and development
of the mice (data not shown).
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These mice showed a low worm recovery during the
course of the experiment (Fig. 1A, B) with significant
differences than the well-fed group (acute phase: p =
0.0275; chronic phase: p = 0.0090).

Host undernutrition interferes on the amount of
egg release, egg viability and evolution or maturation
- Egg counts in the liver and intestine were also lower
in UT animals, at both the acute and chronic phases (Fig.
1C-F). A greater number of dead eggs or remnants of
eggshells were found in fragments of intestine from Ul
mice during both phases of the disease, with significant
differences between the UI and the WI groups at the
chronic phase (p = 0.0472). During the acute phase, the
oogram of Ul mice showed a significant reduction in the
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or scattered in the hepatic parenchyma. They appeared iso-
lated or in aggregates (Fig. 2A) and predominantly com-
posed of polymorphonuclear cells, sometimes intensely
infiltrated by eosinophils. A loose connective neoforma-
tion could be observed around S. mansoni eggs, housing
inflammatory cells of the acute phase in addition to low
numbers of lymphocytes and eventually macrophages. A
few foci of acute coagulative necrosis were detected. Ul
mice showed isolated small-sized granulomas in the prox-
imity of dead eggs or the remains of eggshells throughout
the liver parenchyma (Fig. 2B).The fibrous tissue was less
conspicuous and almost always absent and low numbers of
scattered acute inflammatory cells were observed around
some immature or dead eggs.

During the chronic phase, the livers of WI mice dis-
played isolated granulomas or aggregates of these struc-
tures around mature eggs and an annular or lamellar
fibrous tissue with low numbers of cells (lymphocytes,
plasmocytes and epithelioid cells). Only two animals out
of a group of five showed a portal concentration of circu-
moval granulomas causing fibrotic expansion and neo-
vascularisation of medium-sized to large portal spaces
(Fig. 2C), in addition to thin fibrous tracts connecting
portal spaces (murine “pipestem”-like fibrosis).

UI mice, however, showed only very small granu-
lomas with low numbers of inflammatory cells and re-
duced collagen synthesis (Fig. 2D). None were able to
develop the “pipestem”-like fibrosis as described in the
group of WI mice.

e

Fig. 2: liver histopathology. A: well-nourished infected mouse with
Schistosoma mansoni. Conglomerates of well-developed periovu-
lar granulomas around mature eggs, acute inflammatory cellular
infiltration and scarce collagen deposition (60 days of infection)
(haematoxylin-eosin 50X); B: undernourished-infected mouse with
S. mansoni. Small scattered periovular granulomas with a poor infil-
trate of polymorphonuclear cells around remnants of eggs (60 days of
infection x 100, Picrosirius-red); C: well-nourished mouse. Periportal
liver fibrosis (“pipestem”-like fibrosis) showing concentration of pe-
riovular granulomas, fibrous enlargement, increased vascularisation
and chronic inflammatory infiltration of the portal space (150 days
of infection, x 100, Picrosirius-red); D: undernourished mice. Groups
of small periovular granulomas around empty eggshells, but absence
of “pipestem”-like fibrosis (150 days of infection, x 100, Picrosirius-
red); ai: acute inflammatory infiltrate; eg: eggshells (remnants); ft:
fibrous tissue; gr: circumoval granulomas; nv: neovascularisation.
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Morphometric analysis (picrosirius-red staining) re-
vealed that during the acute phase, the percentage of fi-
brous tissue in the liver of Ul mice was similar to that
observed in WI animals (Fig. 3A). At the chronic phase,
however, the synthesis of collagen in the UI mice was less
than in the WI group (p = 0.0204) (Fig. 3B).

The liver collagen measured biochemically as hy-
droxyproline also showed significant differences be-
tween Ul and W1 mice at both the acute (p = 0.0163) and
chronic (p = 0.009) phases of the infection (Fig. 3C, D).
Infected mice had higher levels of hydroxyproline when
compared with control non-infected groups, regardless
of their nutritional status.

Morphometric analysis also revealed that the mean
volume of the periovular granulomas was significantly
lower in the UI group, in both acute (p = 0.009) and
chronic (p = 0.0283) phases of the schistosomal infec-
tion (Fig. 4A).

Differences were not detected between Ul and WI
mice with regard to periovular granuloma volume den-
sity or numerical density at either phase of schistosome
infection (Fig. 4B, C).

Host undernutrition had no influence on the activa-
tion of HSC, but interfered with the production of TGFp-1
and hepatic type-I collagen - During the chronic phase,
HSCs were activated to similar levels, in both Ul and W1
mice, as demonstrated by the presence of Alexa-Fluor
647-labelled cells (Fig. 5A-E). a-SMA-positive cells (red)
were detected in periovular granulomas and in blood ves-
sel walls. Although significant differences were found be-
tween the WI and WNI groups (p = 0.0001) and between
the UI and UNI groups (p = 0.0001), no differences were
detected between the WI and Ul groups, at either phase of
infection (p = 0.286 and p = 0.1029, respectively).

Striking differences in type-I collagen were detect-
ed between Ul and WI mice (p = 0.0001) at the chronic
phase (Fig. 6A-E) with the increased deposition of col-
lagen in periovular granulomas, vessel walls and por-
tal spaces observed in the infected WI animals. In Ul
mice, the green fluorescence of collagen fibres was less
evident and was restricted to a few granulomas, with
portal spaces showing no evidence of increased fibrous
deposition.

The mean levels of TGF-B1 were significantly lower
in the Ul mice at the acute phase of infection (p =0.0039),
which decreased drastically as the disease progressed to
the chronic phase, when titres were detected at approxi-
mately five times lower (p = 0.0039) than those of the W1
mice (Fig. 7A, B).

DISCUSSION

Previous investigations on the interactions between
the host nutritional status and infection by S. mansoni
have called attention to the role of undernutrition on
the biology and differentiation of the parasites, induc-
ing phenotypic changes in adult worms of both genders
(Ferreira & Coutinho 1999, Neves et al. 2002, Oliveira
et al. 2003), most likely owing to the lack of essential nu-
trients for their adequate growth and development. Nu-
tritional deficiency also influences the immune response
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and immunopathology of schistosomiasis in the murine
experimental host (Coutinho 2004, Oliveira et al. 2004,
Coutinho et al. 2007, 2010).

Schistosomal hepatic fibrosis (Symmers’ fibrosis) is a
chronic lesion involving essentially portal spaces, whose
etiopathogenesis is still incompletely understood. In hu-
mans, both periovular granulomas and a diffuse pro-
gressive periportal fibrosis contributing to the increased
amount of fibrous tissue develop within the liver.

The experimental “pipestem”-like liver fibrosis
(Symmers’ fibrosis of humans) that develops in 30-50%
of mice infected by S. mansoni (Andrade 1987, Andrade
& Cheever 1993) cannot be reproduced in Ul outbred
and/or inbred mouse models (Coutinho 2008). Different
experimental approaches that have tried to reproduce
the lesion in UI mice have been unsuccessful thus far
(Coutinho 2004). However, further studies on the immu-
nological profile of these animals provided promising
results regarding the role of some cytokines secreted at
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both the acute (60 days) and chronic stages (150 days) of
murine schistosomiasis (Coutinho et al. 2010).

It has been previously reported that schistosome-
undernourished infected mice are able to develop a hu-
moral immune response, but antibody titres are much
lower than in control well-fed animals (Oliveira et al.
2004, Coutinho et al. 2010). The production of the cy-
tokines interferon (IFN)-vy, IL-4 and IL-10 is lower in the
UI mice, but in INOS-knockout mice, as infection pro-
gresses to the chronic phase, the kinetics of IFN-y runs
an antagonistic course when compared to that of W1 ani-
mals (Ramos et al. 2006). On the other hand, the secre-
tion of IL-13, a pro-fibrogenic cytokine, at the chronic
phase, has been found to be at alternatively low and high
levels of concentrations in splenocyte culture superna-
tants (Coutinho et al. 2010). The Th2 cytokines and, in
particular, IL-13 and the IL-13 receptor (IL-13Ra2) ap-
pear to be crucial for the hepatic fibrogenesis associated
with schistosomal infection (Wynn et al. 2004).
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In this study, the host nutritional status was related
to low body weight curves, low parasite burdens and low
egg loads detected in Ul mice. It was found that host
protein undernutrition negatively interfered with tissue
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egg release, as well as on egg viability and the degree of
maturation (oogram), as a high metabolism appears to
be necessary for a perfect oogenesis by S. mansoni adult
females (Tempone et al. 2002).

UI C57BL/6 mice infected with S. mansoni developed
a CD4" T-cell mediated immunopathology character-
ised by small hepatic granulomas surrounding parasite
eggs. This pathological finding is in line with previous
reports (Cheever 1987, Rutitzky et al. 2009). The high
expression of type-I collagen was detected in the perio-
vular granulomas of WI mice at the early and/or final
collagenous stages (productive granulomas), as well as
on blood vessel walls. In Ul animals, however, type-I
collagen deposition was less evident and restricted to a
few granulomas with statistically significant differences
between the UI and WI groups. In the chronic stage of
schistosomiasis, the amount of collagen (hydroxypro-
line) was approximately four times less in the UI group
when compared to well-fed animals.

The data gathered thus far suggest that nutritional
deficiency interferes directly with connective tissue
changes occurring in murine hepatic schistosomiasis
(Coutinho et al. 2003).

Recently, HSCs have gained increasing attention, not
only as contractile cells, but also as obligatory regula-
tors of vascular development (Lee et al. 2007), stabili-
sation, maturation and remodelling of the connective
matrix. This is strongly indicative of the role played by
these capillary-associated actin-containing cells in the
remodelling of the extracellular matrix and associated
vascular lesions (Andrade 2009). The consistent mor-
phological association between HSCs and extracellular
matrix reinforces their important role in hepatic fibro-
genesis. a-SMA, a cytoskeletal protein, is one of the six
actin isoforms expressed in mammalian tissue and is the
single most reliable marker of stellate cells activation and
differentiation into myofibroblasts (Friedman 2008). Ul
and WI mice were able to activate HSCs to similar levels,
as shown by Alexa-Fluor 647 positively labelled cells ex-
pressing 0-SMA in their cytoplasms. These positive cells
(red) could be observed in periovular granulomas and
blood vessel walls at both the acute and chronic phases
of schistosomal infection. Despite this, the production
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Fig. 7: levels of transformation growth factor (TGF)-B1 in the supernatant of splenic cells (24 h culture) in undernourished-infected (UI) and
well-nourished infected (WI) mice with Schistosoma mansoni in the acute (A) and chronic (B) phases of the infection.



of type-I collagen in the chronic phase was significantly
lower in Ul mice, but this difference appeared to be re-
lated to the interference by dietary protein deficiency on
the synthesis of collagen and likely other elements of the
extracellular matrix (Coutinho et al. 2003).

Studies on the cellular kinetics of hepatic fibrosis have
demonstrated the involvement of different cell types, in
addition to HSCs, including eosinophils and macrophages
and their relationships to the development of the granu-
lomatous response and the production of profibrotic cytok-
ines. The deposition of eggs by S. mansoni followed by the
release of SEA incites a granulomatous response in which
CD4" T cells (Mathew & Boros 1986) and eosinophils
(Rumbley et al. 1999) play an important role. Addition-
ally, CD8" T cells, B cells and M2 macrophages (alterna-
tively activated macrophages) play a role in the formation
and regulation of hepatic granulomas (Herbert et al. 2004,
Hams et al. 2013). It has been found that M2 macrophages
induced by Th2 responses promote collagen synthesis and
fibrogenesis via the metabolism of L-arginine to proline
and polyamine by arginase-1 (Song et al. 2000).

In this study, the levels of TGF-B1 in UI were sig-
nificantly lower at the beginning of the infection (acute
phase), falling drastically to levels approximately five-
times lower than those detected from WI animals at the
chronic phase.

The reduced egg laying in tissues and the increase
in the amount of degenerated and dead eggs detected in
UI mice did not entirely impair the activation of HSCs
because fibrogenic stimuli from the remaining miracidia
bodies and even from immunogenic cellular proteins and
glycoprotein molecules derived from the eggshells (de
Walick et al. 2012) were sufficient to induce the differ-
entiation of HSCs (Ito’s cells, perisinusoidal cells, peri-
cytes) into myofibroblasts. Thus, TGF-f1 was produced,
although at lower concentrations.

The results obtained in this experiment suggest that
host malnutrition is directly responsible for the reduced
egg laying and low maturation of S. mansoni eggs, lead-
ing to a decreased release of immunogens and thus af-
fecting the expression of fibrogenic cytokines such as
TGF-B1, in addition to IL-4, IL-10 and IL-13, as previ-
ously reported (Coutinho et al. 2010). The low expres-
sion of fibrogenic cytokines, however, is sufficient to
activate HSCs, but these cells in Ul mice are unable to
adequately synthesise type-I collagen. Dietetic protein
deficiency, together with the low immunogenic stimulus
generated by the reduced oviposition and egg unviabil-
ity, may account for the low liver collagen production
and the inability of UI mice to develop the murine type
of liver periportal fibrosis.
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