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Ata da vigésima defesa de dissertagcdo de mestrado do Programa de Pés-
Graduagdo em Ciéncias da Saude, da aluna Luciana Maria de Oliveira, sob a
orientacdo do Dr. Rodrigo Corréa Oliveira e co-orientada pelo Dr. Jeffrey
Bethony

Aos dezesseis dias do més de marce do ano de dois mil e seis, as
quatorze horas, realizou-se no auditério do Centro de Pesquisa René
Rachou, o exame da vigésima dissertacdo de mestrado do Programa de POs-
Graduagdo em Ciéncias da Saude do Centro de Pesquisa René
Rachou/FIOCRUZ, como parte dos requisitos para a obtencdoc do titulo de
Mestre em Ciéncias - area de concentracdo Biologia Celular e Molecular.
A dissertacdo da aluna Luciana Maria de Oliveira intitula-se “Aspectos
funcionais e fenotipicos de Linfécitos T CD4+ de pacientes portadores
da forma crénica intestinal da esquistossomose mansoni na auséncia ou
presenca de co-infecgdes por geo-helmintos”. A banca examinadora foi
constituida pelos professores: Dxs Rodrigo Corréa Oliveira
CPgRR/FIOCRUZ (orientador e presidente da banca), Dra. Teresa Cristina
de Abreu Ferrari - UFMG(membro titular), Dra. Symone Fulgéncio Lima -
CPQRR/FIOCRUZ (membro titular) e Dra. Silvana Maria Eloi Santos -
CPQRR/FIOCRUZ (membro suplente). Apds arglir a aluna e considerando que
a mesma demonstrou capacidade no trato do tema escolhido e
sistematizacdo na apresentacdo dos dados, a Banca Examinadora assim se
pronunciou: De acordo com o regulamento do Programa de Pés-Graduacdo em

R 3 2 : g / .
Ciéncias da Saude, a aluna fol considerada Iy gevére. V. .

Uma vez encerrado o exame, eu, Rodrigo Corréa Oliveira, presidente da
Banca, assino a presente ata Juntamente com os membros da Banca

Examinadora. Belo Horizonte, dezesseis de marc¢o de dois mil e seis.
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Dr. Rodrigo Cdrréa Oliveira
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Dra. Teresa Cristina de Abreu Ferfari

e @ L~ .
S M apad i/t__\ oo o —~

Dra.lSymone Fulgéncid Lima

Av. Augusto de Lima, 1715 Barro Preto Belo Horizonte MG Brasil Cep: 30190-002
Tel.: 55 0xx31 3295 3566 Fax: 55 Oxx31 3295 3115 http://www.cpqrr.fiocruz.br/ensino



Dedico ds duas pessoas que mais amo:

meus pais Anilson e Alcina.

Verdadeiros mestres que me proporcionaram
o maior de todos os ensinamentos:

amor proprio e respeito aos outros.

Amo vocés!



AGRADECIMENTOS

“A grandeza de uma profissao é, talvez,
antes de tudo, unir os homens:
s6 ha um luxo verdadeiro, o das relagbes humanas”.

Antoine de Saint-Exupery



Aos meus orientadores que me ajudaram a trilhar os caminhos que
levam ao amadurecimento profissional, wm agradecimento muito
especial:

Ao Dr. Rodrigo Corréa-Oliveira, pela grande contribuicio para minha carreira

cientifica e pela amizade, carinho e respeito dedicados a mim em todo este periodo
de convivéncia. Meus agradecimentos pela oportunidade que me foi dada de
ingressar no laboratério de Imunologia Celular e Molecular (LICM), pela orientacdo no
desenvolvimento deste projeto e, ainda, pela sua constante disponibilidade e boa
vontade em me atender para discutirmos os aspectos técnico-cientificos e as duvidas
que surgiram ao longo deste trabalho. Sua amizade e dedicada atencdo foram
motivagdes para continuar a gratificante tarefa de aperfeicoar meus conhecimentos.

Ao Dr. Jeffrey Bethony, pela confianga em minha capacidade profissional,

pela oportunidade de participar em varios projetos sob sua coordenagao, inclusive o
projeto que deu origem a esta dissertagdo e também pela orientagédo e ajuda durante
os experimentos. Agradeco também pela amizade e carinho dedicados a mim durante
este periodo de convivéncia.

Ao Dr. Olindo Assis, uma pessoa iluminada e de sensibilidade extrema que,

além de excelente profissional foi sempre o amigo que acreditou no meu potencial e
me abriu muitas portas. Vocé sempre foi e continuara sendo o amigo de todas as
horas. Agradego também pela colaboragdo na padronizagdo do uso da metodologia
de analise da proliferagao celular por citometria de fluxo e pela enorme contribuicdo
nas discussdes e na elaboragao desta dissertagao.

A Dra. Andréa Teixeira, exemplo de profissionalismo e humanidade, pela

grande contribuicdo para meu aprendizado profissional e pessoal, pelo incentivo
constante e, principalmente, por sua sincera amizade. Sempre lembrarei com carinho
e gratiddo os ensinamentos recebidos, a colaboragdo na padronizagédo do uso da
metodologia de analise da proliferagdo celular por citometria de fluxo e a enorme
contribuicdo nas discussdes e na elaboracao desta dissertacao.



A minha familia, que reiine as pessoas que mais amo e que estdo
sempre juntas para superar as dificuldades ou para comemorar as
vitorias mutuas: Amo vocés!

A meus pais Anilson e Alcina, pessoas a quem muito amo e que me deram,

nao apenas a vida, mas todas as bases necessarias para eu me tornar quem sou
hoje. Obrigada pelo amor, respeito, carinho e incentivo que sempre me dedicaram.

A meus irmaos Rogério, Cristina e Luis, por sempre acreditarem em mim e

me incentivarem a realizar meus sonhos. Pelo enorme amor, amizade e respeito que
nos une, além dos lagos fraternos.

A minha irma Yualéria um agradecimento especiall Obrigada por sua
colaboracéo e incentivo na realizagdo deste sonho em especial.

As minhas cunhadas Nilza e Senair, a meus cunhados Elinei e Carlos, e,
principalmente, a meus sobrinhos William, Helen, Erika, Guilherme, Ana Luisa e
Iago. Agradego por compreenderem a auséncia e o distanciamento que este periodo
nos impés.

As pessoas especiais com as quais a vida me presenteou e com quem
aprendi a valorizar o companheirismo, a lealdade e a amizade.

Ao Ricardo Marcelo, companheiro de todas as horas... mesmo quando a

distancia nos separa! Obrigada por transformar cada instante em que estamos juntos
em grandes momentos! E ainda, obrigada pelo companheirismo, pela amizade e por
me incentivar sempre a realizar meus sonhos. _4mo vocé!

Aos amigos do coragdo: C(ristina, Solange, Carol, Vladimir, Denise,
Pollyana e Ricardo Fujiwara (LICM), Fernanda, Regina e Zilma (Hemominas) e a
Paulinha (Arrozinho) pela amizade sincera que sempre me dedicaram e pelo
incentivo durante esta e muitas outras fases da minha vida. “4migo é coisa para se

guardar do lado esquerdo do peito”.



A todos os amigos do LICM, tanto aqueles que jd terminaram seus
trabalhos e partiram para novas conquistas, quanto aqueles que ainda
estdo presentes no laboratorio, agradeco o agraddvel convivio.

Agradecimento especial aos amigos Ariane, Denise, Gustavo, Vanessa e
Carol pela colaboragdo na padronizagdo do uso da metodologia de anélise da

proliferacao celular por citometria de fluxo.

A Clari ganc[m, pela eterna alegria e disposicdo em ajudar e, principalmente,
pela amizade e carinho a mim dedicado.

A vice-chefe do LICM, Dra. Iramaya, pelo apoio, incentivo e agradavel

convivio. Agradeco também as discussdes e sugestdes que enriqueceram este
trabalho

A todos os funcionarios da area administrativa, em especial & gerente, Eliane
Léo e a Ana Beatriz (Tiza) por todo o apoio recebido, pelo agradavel convivio, pelo

carinho e pela amizade.

A todos os técnicos do LICM que realizam um importante servico de apoio aos
trabalhos realizados. Agradecimento também a Ana Pacheco, Sérgio e Rita pelo
apoio nos servigos gerais.

A todos os funciondrios e amigos do CPQRR, pelo agraddvel
convivio durante estes anos.

Gostaria de agradecer especialmente & 4na Carolina, pelos ensinamentos de
bioestatistica e pelo auxilio nas andlises estatisticas. E também ao Segemar, pela
dedicacgao e profissionalismo com que atende na biblioteca e, pela agilidade em obter
materiais que auxiliaram na revisao bibliografica.

Aos amigos do Curso de Pés-Graduagéo em Ciéncias da Saude, em especial
ao Gustavo, Pollana, Fernanda e Graga. Foi muito gratificante e enriquecedora a

nossa convivéncia diaria.

Ao Dr. Roberto Sena e Dr. Alvaro Romanha, ex-diretor e ao atual diretor do
CPgRR, respectivamente. A coordenadora Dra. Virginia Schall e a todos os
professores do Curso de Pés-Graduagéao em Ciéncias da Saude do CPqRR.



Aos wvoluntdrios das comunidades de dreas endémicas sem os quais este
trabalho nao teria sido possivel.

A Dra. Andréia Gazzinelli da Faculdade de Enfermagem da UFMG, Dra.
Licia Alves e a técnica Marlucy da UNIVALE pelos dados parasitolégicos e envio
do material bioldgico. E ainda, ao amigo Wes[ey pela colaboragdo nas analises dos
dados parasitologicos.

A Dra. Teresa, Dra. Symone e Dra. Silvana, membros da banca

examinadora, pela grande contribuicdo para o aprimoramento desta dissertagdo e
para minha formacao académica.

As agéncias financiadoras deste trabalho: Centro de Pesquisas René Rachou -
CPgRR, Fundacao Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Universidade de George Washington -
GWU e National Institutes of Health - NIH.

Finalmente, a todos aqueles que me ajudaram a chegar neste
momento e realizar este projeto, mas, por razdo de espago ndo puderam
ser discriminados neste agradecimento.



“‘Bem longe, la na luz do sol, estdo as minhas mais altas aspiragdes.
Talvez eu ndo as alcance, mas posso olhar para cima e ver sua beleza,
acreditar nelas e tentar seguir para onde elas apontam”.

Luisa May Al Cott



RESUMO

Infecgdes helminticas representam uma das mais prevalentes doengas parasitarias
do mundo, sendo as co-infecgdes frequentemente observadas em areas endémicas.
Tém-se postulado que as infecgdes helminticas podem aumentar a susceptibilidade
a outras infecgbes ou agir de maneira sinérgica na ativagao dos mecanismos imunes
protetores. Neste contexto, a resposta imune celular especifica e o perfil de
expressao de citocinas, fatores importantes na ativacdo de mecanismos protetores ja
foram avaliados. Entretanto, pouco se sabe sobre os fatores e mecanismos que
levam a imunidade protetora ou que contribuem para a persisténcia dos parasitos
em humanos co-infectados por Schistosoma mansoni e geo-helmintos. Neste estudo
nos avaliamos a resposta imune celular de linfocitos T (LT) CD4" de pacientes com
esquistossomose intestinal na auséncia (XTO) ou presenca (CO) de co-infecgdes
por geo-helmintos. Células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) foram
estimuladas por antigenos brutos de ovos (SEA) ou de vermes adultos (SWAP) de
S. mansoni. Analises da incorporagao de BrdU (fase S do ciclo celular) e do fenétipo
celular (tais como CD4 e marcadores de ativagao) foram realizadas por citometria de
fluxo. Nossos resultados demonstram maior envolvimento de LT CD3" comparados
aos linfocitos B (LB) CD19*. Apos estimulagéo in vitro com SWAP, o percentual
médio de LB CD19" dos pacientes do grupo XTO foi maior comparado com aquele
observado em individuos ndo infectados. Entretanto, nenhuma diferenga significativa
na frequéncia e reatividade das subpopulacdes de LT CD3" foi observada entre os
grupos. Contudo, observamos uma subpopulagao de LT expressando altos niveis da
molécula CD4 (CD4™C") que apresentou diferentes perfis de reatividade apos
estimulacgdo in vitro. Nas culturas estimuladas com SWAP foi observada uma maior
freqiiéncia de LT CD4™C" reativos em pacientes do grupo XTO comparada aquela
observada no grupo CO, mas semelhante ao grupo NI. Analises de marcadores de
ativagdo/memoria demonstraram maior percentual médio de LT CD4™C¢" CD69",
CD25%, HLA-DR® e CD45RO* comparado a subpopulacdo de LT CD4"
convencionais. Estes dados estdo de acordo com a literatura que descreve os LT
CD4M"®" como células antigeno-especificas, recentemente ativadas que apresentam
fendtipo de memodria e que podem estar relacionadas a estimulacdo antigénica
cronica.

Palavras-chave: S. mansoni, geo-helmintos, co-infeccdes, LT CD4M¢H,



ABSTRACT

Helminthic infections are one of the most prevalent parasitic diseases in the world,
and concomitant helminthic infections are frequently observed in endemics areas. It
has been postulated that helminthics infections may lead to an increase of host
susceptibility to other infections or act synergistically to activate immune effectors
mechanisms that may lead to clearance of the infections. In this context, the specific
immune cellular response and cytokines expression profiles, factors known to be
important in the activation of protective mechanisms were evaluated. However, it is
not known what are the effect(s) of the immune response against one infection on the
protective response to a second infection. It also not known how these responses
may contribute for the persistence of co-parasitic infections in chronic human
Schistosoma mansoni infections. In this study, we evaluated the immune cellular
responses of T CD4" lymphocytes of patients with intestinal schistosomiasis and
patients with intestinal schistosomiasis plus geo-helminthic infections. Peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were stimulated with soluble antigens extracts from
adult parasites (SWAP) and of parasite eggs (SEA) of S. mansoni. Analysis of BrdU
incorporation (phase S of the cellular cycle) and of cell phenotype (such as CD4 and
activation markers) were performed by flow cytometry. Our results show higher
involvement of T CD3" lymphocytes when compared to the B CD19" lymphocytes.
After in vitro stimulation with SWAP, the mean percentage of B CD19" cells in
patients of XTO group was higher when compared with that of non-infected
individuals. However, no statistically significant differences between frequency and
reactivity of T CD3" lymphocytes subpopulations were observed when we compared
the groups of patients. Nevertheless, we observed a subpopulation of T cells
expressing high levels of CD4 (CD4"™®") with differential expression patterns of
reactivity. In cultures stimulated with SWAP, we observed a higher frequency of T
CD4M" reactive in mono-infected patients when compared to the co-infected
individuals. Analysis of activation/memory markers show higher mean percentage of
CD69", CD25", HLA-DR" e CD45RO" in T CD4M"®H cell subpopulation than T CD4*
conventional. These data are in agreement with those previously reported that T
CD4M'®! cells are a population highly and recently activated antigen-specific effectors
cells, that display a memory phenotype and could be involved in process of chronic
antigen stimulation.

Key-words: S. mansoni, geo-helminthes, co-infections, LT CD4™¢H,
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diferenciagdo, nomenclatura normalizada para as diversas moléculas de
superficie de células do sistema imune.

CD3: molécula de superficie de linfécitos T

CD3C: cadeia peptidica { que, juntamente com as cadeias vy, 6 e € formam o
complexo CD3

CD4: molécula de superficie de linfocitos T com fungéo auxiliadora

CD8: molécula de superficie de linfocitos T com fungdes citotoxicas e, ou
supressoras

CD19: molécula de superficie de linfécitos B



CD25: cadeia o do receptor de IL-2, marcador de ativacdo celular
intermediaria e de células reguladoras

CD28: molécula de superficie co-estimuladora de linfécitos T

CD38: molécula de superficie, marcador de ativagao celular inicial

CD44: molécula de superficie de células de memoéria

CD45RA: isoforma leve da molécula de superficie celular (CD45), marcador
de células n&o primadas por antigenos

CD45R0O: isoforma pesada da molécula de superficie celular (CDA45),
marcador de células de memoria

CD62L: molécula de adesao celular (selectina) de células ndo primadas
CD69: molécula de superficie, marcador de ativacao celular inicial

CD71: receptor de transferrina humana que é expresso sobre mondcitos,
linfoblastos em proliferagdo e na maioria das células de linhagens tumorais
CD80: molécula de superficie celular de APC membro da familia B7

CD86: molécula de superficie celular de APC membro da familia B7

CD152: molécula de superficie co-estimuladora de linfocitos T (CTLA-4)
CdO: Corrego do Onga, localidade rural do municipio de Governador
Valadares que é endémica para helmintoses

CE: cultura experimental que recebeu acréscimo de estimulos inespeficos
(PHA) ou especificos (SEA ou SWAP)

Ci: Currie, medida de atividade radioativa

CMBlast: meio de cultivo celular suplementado

CMV: Citomegalovirus

CO: sigla para identificar grupo de individuos apresentando a forma
intestinal da infecg&o por S. mansoni e co-infecgdo com geo-helmintos

COg,: formula quimica da molécula de didxido de carbono

cpm: contagens por minuto

CPgRR: Centro de Pesquisas René Rachou

CTLA-4: antigeno 4 associado a linfocitos T citotoxicos

CXC: quimiocinas que possuem dois residuos de cisteinas separados por
outro aminoéacido

CXCL12: quimiocina 12 do grupo CXC, também denominada SDF-1a/p
CXCRA4: receptor 4 das quimiocinas do grupo CXC

DALYs: do inglés, “Disability Ajusted Life Years”, ou seja, deficiéncias

ajustadas por anos de vida



DNA: &cido deoxiribonucleotideo

DNAse |: deoxiribonuclease |

ELISA: ensaio imunoenzimatico

epg: ovos por grama de fezes

et al: do latim, significa colaboradores

Facs: do inglés, “Fluorescence Activated Cell Sorter”

FIGs.: figuras

FIOCRUZ: Fundacao Oswaldo Cruz

FITC: isotiocianato de fluoresceina, substancia que emite fluorescéncia no
comprimento de onda do espectro verde da luz visivel

FL1: canal de deteccdo da fluorescéncia verde, classificada como
fluorescéncia do tipo 1 nos ensaios de citometria de fluxo

FL2: canal de detecgdo da fluorescéncia laranja, classificada como
fluorescéncia do tipo 2 nos ensaios de citometria de fluxo

FL3: canal de deteccdo da fluorescéncia vermelha, classificada como
fluorescéncia do tipo 3 nos ensaios de citometria de fluxo

FoxP3: fator de transcricao da familia “forkhead”

FSC: sigla para parametro de tamanho celular em ensaios de citometria
FUNASA: Fundacgao Nacional de Saude

g: grama

GO: do inglés, “Gap 07, fase ou estado no qual células viaveis permanecem
sem comprometimento com a progressao no ciclo celular

HCV: virus da hepatite C

HIV: virus da imunodeficiéncia humana

HIVgp120: proteina do virus HIV

3H-Td: [metil->H] timidina, ou seja, timidina marcada com tritio

HTLV-1: virus linfotrépico humano do sorotipo 1

HLA-DR: produtos dos genes do complexo de histocompatibilidade principal
do tipo Il, marcadores de ativacao tardia

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IE: indice de estimulagao

IgA: imunoglobulina da classe A

IgG1: isotipo 1 da imunoglobulina da classe G

IgG4: isotipo 4 da imunoglobulina da classe G

IgE: imunoglobulina da classe E



IgM: imunoglobulina da classe M

IFN: interferon

IL: interleucina

Kunits: unidades multiplicadas por mil

L: litro

L1 - L5: 1° a 5° estagios de desenvolvimentos de larvas de helmintos

LB: linfocitos B

Ick: proteina tirosina quinase membro da familia Src

LT: linfécitos T

M: molar

MEM: meio essencial minimo, solugao nutritiva para cultivo celular

MFF: Max Facs Fix, solugao fixadora de células para ensaios de citometria
mg: miligrama, 10 grama

ug: micrograma, 10 grama

MHC: do inglés, Main Histocompatibility Complex, ou seja, Complexo de
Histocompatibilidade Principal

mL: mililitro, 10 litro

uL: micrograma, 107 litro

mmol: milimolar, 10 molar

N: normalidade

NaN;: férmula quimica da molécula de azida sédica

NE: nordeste

NI: sigla para identificar individuos do grupo nédo infectados por quaisquer
helmintos

NOD: camundongos diabéticos ndo obesos. Estes camundongos exibem
susceptibilidade espontdnea ao desenvolvimento de diabetes mellitus
autoimune (tipo 1) dependente de insulina (IDDM)

O,: férmula quimica da molécula de oxigénio

OMS: Organizagao Mundial de Saude

p56'°: proteina tirosina quinase membro da familia Src

pH: potencial hidrogenidnico

PPD: derivado da proteina tuberculina purificada

PBMC: do inglés, “Periferal Blood Monocuclear Cells”, ou seja, células

mononucleadas do sangue periférico



PBS: do inglés, “Phosphated Buffer Solution”, ou seja, solugdo tampao
salinico fosfatado

PBS-P: solugéo tampao salinico fosfatado permeabilizadora

PBS-W: solugéo tampao salinico fosfatado para lavagem de células

PE: ficoeritrina, substadncia que emite fluorescéncia no comprimento de
onda do espectro laranja da luz visivel

PFA: paraformaldeido

PHA-P: fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris

PKB: proteina quinase B, participa da via de transducao de sinais

POD: peroxidase dismutase

pop: populagao

PPO: 2,5-difeniloxazole

POPOP: 1,4-bis 2-5-fenil-oxazolil-benzeno

Q1l-Q4: quadrantes 1 a4

Rh: antigeno Rho(D) do sistema sanguineo eritrocitario Rh

RPMI 1640: solucéo nutritiva para cultivo celular e que ndo contém timidina
na sua composi¢cao quimica

rs: coeficiente de correlagdo de Spearman

S: fase de sintese de DNA durante progressao pelo ciclo celular

Sch: sigla usada neste trabalho para identificar Schistosoma mansoni
SDF-1a/B: do inglés: stromal cell-derivated factor 1, ou seja, fator derivado
de células do estroma. Também denominada quimiocina CXCL12.

Shc: proteina adaptadora da via de transducdo de sinais

Src: familia de proteinas com atividade tirosina quinase

SE: sudeste

SEA: solugao antigénica de ovos de S. mansoni

ShuN: soro humano normal AB Rh+

Sp.: especie

SSC: sigla para parametro de complexidade ou granulosidade intracelular
em ensaios de citometria de fluxo

SWAP: do inglés, “Solution Worm Adult Protein”, solugdo antigénica de
vermes adultos de S. mansoni

TA: temperatura ambiente

TC.: tricolor, substancia que emite fluorescéncia no comprimento de onda do

espectro vermelho da luz visivel



TCR: receptor de células T

Th: linfécitos T auxiliares (do inglés, h = helper)

ThO: células T CD4" indiferenciadas que apresentam um padrdo misto de
secrecao de citocinas do tipo 1 e do tipo2

Th1: linfécitos T auxiliares que secretam citocinas do tipo 1

Th2: linfécitos T auxiliares que secretam citocinas do tipo 2

TNF: fator de necrose tumoral alfa

Tr: células T reguladoras

TT: toxdide tetanus

Tween 20: polioxietilensorbitano monolaurato

UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais

VdG: Virgem das Gragas, localidade rural do Municipio de Ponto dos
Volantes — MG que é endémica para helmintoses

VzV: varicela-zoster virus

X g: giros por minuto

XTO: sigla para identificar grupo de individuos apresentando a forma
intestinal da infecgcao por S. mansoni

XX: numero 20 em algarismo romano

ZAP-70: proteina tirosina quinase associada a cadeia CD3(
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1. INTRODUCAO

“O individuo que pesquisa esta emitindo sinais.
Podem ser captados a distancia,

as vezes nao é captado pelo vizinho que esta ao lado.
Mas € isto que € a parte interessante da ciéncia.

E haver um outro individuo, ndo importa de onde seja,
gue esté interessado no mesmo tema.”

Zilton Andrade



Introducdo

1.1 Importancia e epidemiologia das helmintoses

Os helmintos formam um grupo diversificado de organismos filogeneticamente
nao relacionados, pertencentes a dois filos distintos: os vermes cilindricos
classificados no filo Nemathyelmintes e os vermes planos classificados no filo
Plathyelmintes. Em ambos os filos, vermes ancestrais de vida livre originaram
organismos com habitos parasitarios que sado agentes etioldégicos de infecgdes
crénicas em hospedeiros imunocompetentes (Maizels et al. 2004).

Em termos de saude publica, os vermes platelmintos do género Schistosoma
sdo 0s que causam as maiores prevaléncias mundiais. Ja entre os helmintos
nematoddeos os vermes transmitidos pelo solo (geo-helmintos) se destacam. Dentre
as principais espécies de geo-helmintos com importancia médica, podemos citar:
Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercoralis, Trichura trichiura, e os parasitos da
familia Ancylostomatidae - Ancylostoma duodenale (primitivamente distribuida na
Asia e regido do Mediterraneo) e Necator americanus (originalmente na Africa
subsaariana) (Maizels et al. 2004).

Evidéncias obtidas de estudos paleo-parasitologicos sugerem que helmintos e
hospedeiros humanos co-existem a milhares de anos. Neste sentido, foi descrito o
encontro de ovos de Schistosoma haematobium em tecidos dessecados dos rins de
uma mumia egipcia da dinastia XX (1250-1000 aC) (Ruffer 1910 apud Araujo & Ferreira
2000). Corroborando este achado, Deelder e colaboradores (1990 apud Kloos & David
2002) também relataram a identificacdo de antigenos de S. haematobium em um
adolescente egipcio que viveu a aproximadamente 5.000 anos. Estudos em sitios
arqueoldgicos da América do Sul também revelaram a existéncia de ovos de
ancilostomideos em coprolitos recuperados do intestino de mumias datadas de
7.230 */- 80 anos (Araujo et al. 1981; Ferreira et al. 1987 apud Araujo & Ferreira 2000).

Apesar das evidéncias sugestivas de que as infecgdes helminticas surgiram a
mais de 7.000 anos, elas ainda representam um grande problema médico sanitario e
causam endemias em varias regides do mundo. Nos paises em desenvolvimento
das regides tropicais e subtropicais, a existéncia de ambientes naturais propicios
(exemplo: temperatura, umidade, etc) e o grande numero de pessoas vivendo em
baixas condicbes socioecondmicas sio fatores que favorecem as altas taxas de
prevaléncia destas endemias.

Segundo dados epidemioldgicos estimativos do ano de 2002 da Organizagao

Mundial da Saude (OMS), mais de dois bilhées de individuos estdo infectados por
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helmintos em todo o mundo. Além disso, 40% de toda a morbidade mundial,
excluindo-se aquela relacionada a malaria, foram relacionadas as infecgdes
helminticas. Estima-se também que 300 milhdes de individuos apresentam elevadas
cargas parasitarias que resultam em deficiéncias para o paciente e em prejuizos
socioecondmicos para as nacdes onde as helmintoses sdo endémicas (OMS 2002).

Analisando os dados epidemioldgicos das infecgdes helminticas isoladas e
tomando-se como exemplo a infeccado por A. lumbricoides, dados estimativos
mundiais consideram a infeccdo acometendo 1,45 bilhdes de individuos, dos quais
350 milhbées apresentam algum tipo de morbidade associada. Além disso, 60 mil
mortes por ano estdo associadas a esta infecgdo (OMS 2002).

Quanto aos ancilostomideos, estima-se que mais de um bilhdo de individuos
estejam infectados, sendo que 150 milhdes apresentam algum tipo de morbidade
associada (Crompton 2000; OMS 2002). Além disso, apenas no ano de 2002, 65 mil
mortes em todo o mundo foram relacionadas as infec¢des por ancilostomideos (OMS
2002).

Apenas no continente americano, 135 milhdes de individuos encontram-se
infectados por ancilostomideos, correspondendo a 35% de prevaléncia (SABIN
VACCINE INSTITUTE 2006). No Brasil, segundo estimativas nacionais para a infecgao
por ancilostomideos, observa-se 10 a 40% de prevaléncia (da Silva 2003). Entretanto,
em termos regionais, Fleming e colaboradores (2006) relataram uma prevaléncia de
68,2% em uma regido rural do estado de Minas Gerais.

Considerando-se a infecgao por Schistosoma sp, pode-se dizer que ela afeta
mais de 200 milhdes de individuos em todo o mundo, dos quais 20 milhdes
apresentam morbidade grave. Além disso, 15 mil mortes por ano s&o associadas as
sequelas da infecgdo por S. haematobium (exemplo: o céncer de bexiga e os
disturbios renais) e por Schistosoma mansoni (exemplo: a hipertensdo porta e a
fibrose periportal) (OMS 2002).

Em relacdo a historia natural da infecgdo no continente americano, o
surgimento da esquistossomose ocorreu com o trafico de escravos africanos durante
o periodo de colonizacdo (Morgan et al. 2005). No Brasil, a combinacao de fatores,
tais como: a existéncia de grandes corpos d’agua com habitat propicio para o
desenvolvimento dos planorbideos susceptiveis, o clima quente e umido associados
a condigbes sanitarias precarias e ao intenso fluxo migratério interno favoreceu o

estabelecimento, expansido e manutencao desta helmintose (Coura & Amaral 2004).
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Desde a década de 60, programas de controle da esquistossomose foram
implantados no pais e obtiveram sucesso no controle da morbidade da doencga e/ou
relativo sucesso em reduzir os indices de prevaléncia e os focos isolados.
Entretanto, estes programas nao interromperam a transmissdo nem reduziram as
taxas de prevaléncia a indices inferiores a 5%. Além disso, estes programas nao
conseguiram evitar a ocorréncia de novos focos em areas antes indenes (Coura &
Amaral 2004).

Atualmente, a esquistossomose esta presente em 18 estados federativos,
sendo endémica desde o estado do Maranhao (NE) até os estados do Espirito Santo
e Minas Gerais (SE). Focos isolados da doenga ocorrem nos estados do Para, Piaui,
Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Norte, Goias e
Tocantins (Coura & Amaral 2004). Estima-se um total de 25 milhdes de pessoas
vivendo em areas de risco de transmissao, sendo que 2,5 milhdes de individuos
encontram-se infectados (OMS 2001).

Além dos dados de prevaléncia das infecgdes helminticas, a partir de 1990
comegaram a se calculadas novas estimativas quantitativas que consideram as
taxas de incapacidade fisica (anemia, retardo no crescimento, etc) e mental (prejuizo
no rendimento escolar, problemas cognitivos, etc) associadas a tais infecgdes. Estas
estimativas consideram o numero de anos vividos com as deficiéncias e foram
denominadas DALYs (do inglés: Desability Ajusted Life Years, ou seja, Deficiéncias
Ajustadas por Anos de Vida) (OMS 2002).

Segundo estas estimativas, a ancilostomose apresenta 22,1 milhdes de
DALYs associadas, principalmente a deficiéncias de ferro e desnutricdo. As DALYs
para a ascariose eram estimadas em 10,5 milhdes e a esquistossomose
apresentava DALYs de 4,5 milhdes. Porém, esta estimativa para a esquistossomose
€ considerada subestimada, pois a infeccdo causa seqlelas muito graves e o
tratamento dificulta o calculo correto desta estimativa. (OMS 2002).

Corroborando a idéia de DALYs subestimada para a esquistossomose,
recentemente King e colaboradores (2005) relataram estimativas de incapacidades
com pesos 4 a 30 vezes maiores que 0 peso por incapacidades idade-especifica
atribuida a esquistossomose no Global Burden of Disease Project (Murray et al. 1996),
que foi de 0,5%. Estas novas estimativas de incapacidades resultaram de meta-
analises realizadas com base em uma revisao sistematica dos trabalhos da literatura
(margo de 1921 e julho de 2002) que descreviam incapacidades fisicas e/ou mentais

associadas a todas as formas clinicas da esquistossomose (King et al. 2005).
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1.2 Biologia dos helmintos

Apesar das diferengas filogenéticas e biolégicas (exemplo: diferentes ciclos
evolutivos, diferentes habitats ocupados pelos vermes adultos no hospedeiro), as
infeccbes causadas pelos geo-helmintos ou pelo Schistosoma podem evoluir
apresentando desde formas assintomaticas (inaparentes) até formas com morbidade
grave, chegando mesmo ao 6bito em alguns casos.

Como ja descrito na literatura, os ciclos de vida dos helmintos séo
caracterizados por rapidas mudancas estruturais e fisiolégicas que garantem a estes
parasitos adaptarem-se a vida em ambientes especificos e com grandes diferencas
de osmolaridade, temperatura, tensdo de O,, entre outras (El-Ansary & Al-Daihan S
2005). Além de garantir plasticidade e adaptabilidade aos parasitos, as rapidas
mudangas morfolégicas e fisioldgicas séo fatores importantes que ajudam no escape

ao sistema imunoldgico dos hospedeiros (El-Ansary & Al-Daihan S 2005).

1.2.1 Biologia dos ancilostomideos

As espécies de ancilostomideos A. duodenale e N. americanus diferem em
aspectos morfolégicos, sendo que a primeira espécie possui dentes nas margens da
boca (do latim, Ancylos = curvo e Toma = boca) e a outra espécie (do latim, Necator
= assassino) possui laminas cortantes no lugar de dentes (Rey 2001).

A patogenia da ancilostomose pode ser causada por agdo traumatica
(migracdo das larvas), acao irritativa dos vermes (irritagdo intestinal) e agao
espoliadora dos vermes (anemia e hipoproteinemia). A anemia ferropriva causada
pela perda de sangue induzida pela ancilostomose é um grave problema de saude
publica, que pode gerar diversas consequéncias, principalmente em criangas,
adolescentes do sexo feminino e mulheres gravidas (Crompton 2000).

O ciclo de vida dos ancilostomideos € monoxénico, apresentando duas fases
distintas. Na fase externa ou exdgena, estagios larvais de vida livre desenvolvem-se
no solo até a forma infectante. Na fase interna ou enddgena, os parasitos
sexualmente maduros vivem no intestino delgado (duodeno) do hospedeiro.

O ciclo evolutivo comega com larvas filaridides (L3) infectantes penetrando

ativamente através da pele ou da mucosa dos hospedeiros e alcancando os
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capilares sanguineos ou linfaticos. Migrando pelo sistema circulatério, estas larvas
alcangam os pulmdes e se transformam em larvas de 4° estagio, que continuam a
migracdo em direcdo a faringe e sdo deglutidas, chegando finalmente ao intestino
delgado onde desenvolvem maturidade sexual.

Vermes adultos copulam no duodeno e liberam os ovos que sao eliminados
juntamente com as fezes dos hospedeiros. Nos solos com condicbes naturais
favoraveis (temperatura, umidade e oxigenag&do) ocorre a formacgédo de larvas
rabditoides (L1) e, em seguida, a eclosdo. As larvas L1 liberadas sofrem duas mudas
até transformarem-se nas larvas infectantes, que penetram ativamente em novo
hospedeiro, completando o ciclo.

E importante ressaltar que a infecgdo também pode ser passiva, pela ingest&o
das larvas infectantes. Neste caso, as larvas L3 alcangam diretamente o intestino
delgado, atravessam a mucosa intestinal e infectam as células de Lieberkihn, onde
se transformam em larvas de 4° estagio. As larvas L4 retornam, ent&o, ao intestino

delgado e desenvolvem-se até o estagio adulto (Crompton 2000).

1.2.2 Biologia do Ascaris lumbricoides

A espécie A. lumbricoides € a mais cosmopolita de todos os helmintos, sendo
descrita em varias regides do mundo e acometendo todas as faixas etarias. Apesar
de cosmopolita, € mais comum nas regides tropicais e subtropicais devido a
presenca de condi¢gdes naturais favoraveis a sobrevivéncia dos ovos nos solos.

Como descrito para os ancilostomideos, os parasitos sexualmente maduros
vivem no intestino delgado do hospedeiro vertebrado, entretanto, o habitat do A.
lumbricoides € a regido do jejuno e do ileo.

A patogenia associada a ascariose € variada devido as migragdes sistémicas
das larvas, podendo ocorrer hemorragia da mucosa intestinal, hemorragia pulmonar
e reacgao local eosinofilica em alvéolos (broncopneumonia) e obstru¢des intestinais
(durante infecgbes massivas). Abscessos também podem se formar em diversos
orgaos devido a localizagdes ectopicas destes helmintos (Heggers et al. 1995).

O ciclo evolutivo também é muito semelhante ao ciclo dos ancilostomideos,
apresentando poucas diferengas. A infeccédo é passiva e ocorre pela ingestdo de
ovos embrionados contendo a larva infectante de 3° estagio (L3) que eclodem no

intestino delgado. As larvas L3 atravessam a parede do intestinal, entram no sistema
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circulatério e migram até os pulmdes, onde sofrem duas mudas. Em seguida, as
larvas L5 migram até a faringe e, se deglutidas, retornam ao intestino delgado e
maturam.

Os parasitos sexualmente maduros copulam e liberam ovos embrionados
(contendo larvas de 1° estagio) que alcangam o solo junto com as fezes. Nos solos
os embrides sofrem duas mudas até transformarem-se em larvas infectantes

(Heggers et al. 1995).

1.2.3 Biologia do Schistosoma mansoni

Diferentemente dos geo-helmintos, o habitat dos vermes adultos do S.
mansoni € endovenoso. O primeiro relato da doenca ocorreu em 1852, na cidade do
Cairo (Egito) quando Theodor Bilharz descreveu a presenca destes vermes nas
veias mesentéricas durante necropsia (Bilharz 1852 apud Coura & Amaral RS 2004). Em
1907 o pesquisador Sambon descreveu a espécie S. mansoni (Sambon 1907 apud
Coura & Amaral 2004), sendo que a presenca desta espécie foi confirmada no Brasil
através da descricdo de casos registrados por Piraja da Silva no ano de 1908 (Piraja
da Silva 1908 apud Coura & Amaral 2004).

O ciclo evolutivo deste parasito & heteroxénico, ou seja, os vermes
necessitam de um hospedeiro intermediario (onde reproduzem de forma assexuada)
e um hospedeiro definitivo (no qual reproduzem de forma sexuada) para
completarem o ciclo de vida. Além disso, o ciclo envolve dois estagios larvais de vida
livre que se desenvolvem em corpos d’agua com iluminagdo, temperatura e
oxigenagao adequadas.

Descrito independentemente por Leiper no Egito (Leiper 1915) e por Lutz no
Brasil (Lutz 1916 apud Coura & Amaral 2004), o ciclo comega com a penetragao ativa
das larvas infectantes (cercarias) através da pele ou mucosa dos hospedeiros
definitivos. Apds a penetragdo as cercarias sofrem transformagdes morfologicas e
fisiologicas tornando-se esquistossémulos, migram pelo sistema circulatério através
de varios 6rgaos (incluindo coracao e pulmbes). Os esquistossdmulos que chegam
ao sistema porta intra-hepatico desenvolvem maturidade sexual.

Os vermes adultos acasalam-se e migram para o ramo inferior da veia

mesentérica onde realizam a postura de ovos. Uma parte dos ovos liberada na

31



Introducdo

corrente sanglinea atravessa a parede vascular e intestinal e é liberada, juntamente
com as fezes, para o meio ambiente. Os ovos que alcangcam corpos d’agua com
condigbes naturais favoraveis eclodem, liberam larvas moveis e ativas (miracidios)
que nadam ativamente e penetram em caramujos susceptiveis (planorbideos do
género Biomphalaria).

No caramujo os miracidios se reproduzem e transformam-se em esporocistos
primarios e secundarios. Os esporocistos secundarios se transformam em cercarias
(larvas infectantes méveis e ativas) que deixam o caramujo e nadam até encontrar
um hospedeiro definitivo susceptivel (marsupiais e mamiferos, incluindo o homem),
no qual penetram ativamente, completando o ciclo de vida.

Considerando que o casal de vermes adultos do S. mansoni vive nas veias
mesentéricas onde realizam a postura, uma parte dos ovos pode ser transportada
pela corrente sanguinea até o figado ou o bago, onde fica retida nos tecidos. As
secregcoes glandulares de miracidios presentes nos ovos férteis que ficam
aprisionados tém acgdo toxica e imunogénica com consequente reagao inflamatoria
granulomatosa que pode originar lesbes cumulativas nos tecidos afetados e
complicagdes relacionadas a morbidade grave da doenga (Wynn et al. 2004).

Considerando-se a histéria natural e a evolugao clinica da esquistossomose,
esta doenca pode apresentar duas fases distintas: aguda e crbnica. Em areas
consideradas hiperendémicas (taxas de infecgdo > 90%), a fase aguda da doenga é
rara, sendo mais comum e apresentando maior gravidade nas areas ndo endémicas
(Gelfand 1964).

A fase aguda pode ser dividida em pré-postural e pés-postural, sendo que a
primeira fase inicia-se com a penetracado das cercarias e pode durar de 10 a 30 dias.
Nesta fase, a dermatite cercariana é o sintoma classico, caracterizada por prurido
intenso e erupcdes urticariformes (Torres 1976), mas pode ocorrer também febre,
mal-estar, anorexia e intensa eosinofilia (Barbosa et al. 2001; Wynn et al. 2004). Além
disso, estudos com infecgdes experimentais em macacos tém relatado a ocorréncia
de morte nesta fase. As mortes foram associadas a presenca de toxinas circulantes
provenientes de vermes mortos e de secregbes glandulares produzidas por
esquistossémulos (Fairley 1951).

A fase aguda pos-postural inicia-se a partir do 15° ou 20° dia apds exposigao,
sendo que estudos imunolégicos em modelos experimentais relatam que a reagéo
de hipersensibilidade do tipo granulomatosa (granulomas) se inicia nesta fase
(Grzych et al. 1991).
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A fase crbnica da esquistossomose € graduada de acordo com a gravidade
da doengca e pode ser classificada como forma intestinal, hepatointestinal e
hepatosplénica, sendo que esta ultima pode ser subdividida em hepatosplénica
compensada ou descompensada. A existéncia e a extensado de fibrose hepatica ou
intestinal, avaliadas através de exames de ultra-som, determinam o grau de
morbidade da esquistossomose.

A morbidade grave é rara (5 a 10%) e se caracteriza por fibrose de Symmers
e fibrose periportal (Cheever & Andrade 1967). O desenvolvimento de
comprometimento intestinal, hepatico e/ou esplénico se deve as obstrucbes dos
ramos intra-hepaticos da veia porta, que podem levar ao surgimento de circulagao
colateral intra-hepatica e esofagiana, hipertensdo portal, hepatoesplenomegalia e
ascite (Cheever & Andrade 1967).

A forma cronica intestinal € muito comum nas areas endémicas (90 a 95%) e
pode ser assintomatica ou apresentar sintomatologia restrita a desconforto
abdominal e diarréia mucossanguinolenta. Esta forma clinica esta associada a varios

eventos imunossupressores que serao discutidos mais detalhadamente abaixo.

1.3 Aresposta imune contra parasitos

O sistema imune dos vertebrados €& composto por um repertorio de
mecanismos de defesa induziveis que permitem o reconhecimento de antigenos
(resposta induzida) e o desenvolvimento de diferentes funcbes efetoras que
efetivamente eliminam muitos dos parasitos (Janeway et al. 2001).

A inducao de subpopulacdes de células T auxiliadoras € essencial para a
eficacia da resposta imune antigeno-especifica, sendo que erros na indugdo da
resposta de células T podem resultar em resposta imune ineficaz e, ou
imunopatologias (Graham 2002).

As células do sistema imune humano podem permanecer viaveis por mais de
20 anos sem sofrer divisdo celular (Buckton et al. 1967 apud Beverley & Maini 2000). Isto
€, algumas células do sistema imune podem permanecer na fase GO do ciclo celular,
sendo que a exposigao ao antigeno pode ativa-las e induzir a saida para a fase G1,

permitindo a progressao do ciclo celular (Pardee 1989). Entretanto, a ativacéo celular
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também pode induzir as células do sistema imune a sofrerem um processo de
anergia ou apoptose, levando a supressao da resposta e tolerancia (Sun et al. 2003).

Portanto, a proliferagdo celular € um evento precoce na resposta imune
antigeno-especifica, sendo a quantificacdo da taxa de proliferacdo celular uma
ferramenta muito utilizada para avaliar a atividade funcional de células do sistema
imune (Gazzinelli et al. 1983; Gazzinelli et al. 1985; Gaines et al. 1996; Bahia-Oliveira et al.
1992; Viana et al. 1994; Malaquias et al. 1997; Mehta & Maino 1997; Groux et al. 1998;
Hellerstein 1999; lezzi et al. 1999; Reome et al. 2000; Mduluza et al. 2001; Rosato et al.
2001; Corréa-Oliveira et al. 2002; Sun et al. 2003).

A progressao do ciclo celular depende da integracdo de sinais de ativagao e
co-estimulacdo (Gudmundsdottir et al. 1999). A ativacdo celular inicia-se com a
exposigao a estimulos mitogénicos ou antigénicos que pode ser mediada por
receptores de células T (TCR) ou por receptores de células B (BCR). A co-
estimulacdo é induzida pela ligagdo de moléculas, tais como o CD28 da superficie
de linfécitos T com os ligantes especificos presentes na superficie das células
apresentadoras de antigenos - APC (exemplo: CD80 e CD86, membros da familia
B7) (Manzotti et al. 2002).

Assim, as células T que sao ativadas na presenca de sinais de co-
estimulagao proliferam e originam clones antigeno-especificos. Em seguida, através
de mecanismos de diferenciacao, os clones de linfocitos transformam-se em células
efetores/memoria que, finalmente, serdo responsaveis pelos mecanismos efetores
da resposta imune celular (Beverley & Maini 2000; Rosato et al. 2001).

A ativacdo e diferenciacdo celular sdo processos caracterizados por
alteragdes na expressao de moléculas de superficie dos linfocitos, sendo estas
expressodes diferenciadas importante nos estudos sobre a resposta imune antigeno-
especifica. Neste sentido, células ndo primadas tém sido caracterizadas como sendo
aquelas CD62L"'°" e CD45RA", sendo que a perda gradual destas moléculas € uma
indicacdo de ativagdo celular (Dutton et al. 1998). Além disso, a expressao das
moléculas CD69, CD25 (cadeia o do receptor da IL-2) e HLA-DR (MHC-II) tém sido
utilizadas como evidéncias de ativagdo celular inicial, intermediaria e tardia,
respectivamente (Caruso et al. 1997; Black et al. 2002).

Considerando-se a resposta imune celular e o papel de diferentes populacdes
celulares no desenvolvimento da imunidade antigeno-especifica, a subpopulagao de
LT auxiliares CD4" representa um papel destacado no desenvolvimento da

patogénese de varias infecgdes. Neste sentido, estudos em modelo murino
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utilizando a infecgao pelo S. mansoni e outras infecgdes tém demonstrado que o
processo de diferenciacdo pode gerar duas subpopulacgdes de linfocitos T CD4"
distintas em relacao ao tipo de citocinas por elas produzidas.

Células auxiliares do tipo 1 (Th1) que sao produtoras de citocinas, tais como
IL-2 e IFN-y, estariam associadas a imunidade celular e hipersensibilidade do tipo
tardia (Mosmann et al. 1986; Mosmann & Sad 1996). Células auxiliares do tipo 2 (Th2),
produtoras de citocinas, tais como IL-4, IL-5 e IL-13 estariam envolvidas com a
producao de anticorpos e com a inducao de hipersensibilidade imediata (Mosmann et
al. 1986; Fiorentino et al. 1991). Além destas subpopulagdes, existe um conjunto de
células T nado diferenciadas e produtoras de um padrdo misto de citocinas que
originam as duas subpopulag¢des Th1 e Th2, denominadas ThO (Mendoza 2006).

Apesar de ter sido descrita a presenca de células Th1 e Th2 com fungdes
bem definidas e opostas em modelo murino, uma divisdo tdo caracteristica ndo é
observada em estudos envolvendo humanos, nos quais se observa apenas uma
tendéncia a polarizacado da resposta imune em diregao a um tipo ou outro.

A auséncia de divisdo caracteristica entre as respostas imunes Th1 e Th2 em
estudos humanos pode ser devida a dificuldades, inerentes a tais estudos, de
padronizacao de diversos fatores, tais como: presencga de diversas fases evolutivas
do parasito no hospedeiro, resposta imune diferenciada a cada estagio evolutivo,
diferentes graus de exposigao e formas clinicas, entre outros.

Além disso, esta auséncia de polarizacdo pode, ainda, demonstrar o carater
importante do balango da resposta imune no desenvolvimento de susceptibilidade e
resisténcia as infecgdes. A importdncia do balanco da resposta imune no
desenvolvimento de patogénese ja foi descrita anteriormente pelo nosso grupo
(Corréa-Oliveira et al. 1998) nas infec¢gdes por S. mansoni e também pelo grupo de
(Mduluza et al. 2001) na infecgao por S. haematobium.

Ainda em relagdo a subpopulagdo de LT CD4", evidéncias recentes tém
sugerido que a regulacdo positiva do marcador CD4 é um evento precoce e
universal no processo de ativagcdo celular em resposta a peptideos antigénicos e
pode ser utilizada para identificar populagées celulares reativas a antigenos
especificos. Neste contexto, alguns trabalhos tém descrito uma populagéo
minoritaria de linfocitos T CD4" apresentando elevada densidade de expresséo do
marcador CD4, denominados LT CD4™®" (Ridgway et al. 1998; Costa et al. 2000; Ebert
& McColl SR 2001; McCabe et al. 2001; Novak et al. 2001; O'Connor & Devaney 2002).
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O percentual destas células CD4MHcH

na circulagao (isto é, antes de
estimulagéo in vitro) € muito reduzido, representando menos de 0,4% das células
vivas (Ridgway et al. 1998). Porém, apos 96 horas de estimulagao in vitro o percentual
das mesmas aumenta sensivelmente (10 a 20% das células vivas). As células
CD4"" também tém sido descritas como reativas a antigenos convencionais
(Ridgway et al. 1998; Novak et al. 1999 e 2001; McCabe et al. 2001; O'Connor & Devaney
2002) com possivel participacdo no desenvolvimento de imunopatologias, tais como
o diabetes em camundongos NOD (Lejon & Fathman 1999: Reijonen et al. 2002 e 2003)
ou as reagoes hospedeiro versus transplante (Krieger et al. 2000).

Como visto acima, a ativagdo exacerbada de células T pode causar
imunopatologias, sendo que falhas na ativagcdo podem comprometer a imunidade
contra patdégenos. Portanto, a ativagdo € um processo altamente regulado, sendo
controlada em varios pontos, ndo apenas pela interacdo dos receptores com os
antigenos, mas também por sinais co-estimuladores adicionais e/ou por moléculas
inibidoras que podem ser soluveis ou de superficie (Manzotti et al. 2002).

A interagao entre a molécula CD28 de LT com as moléculas CD80 e CD86
das APC & um exemplo de sinal co-estimulador que induz a progressédo do ciclo
celular e a expressao de citocinas. Portanto, a interacdo destas moléculas € um
ponto de regulacao da ativacao celular.

O antigeno 4 associado a linfécitos T citotoxicos (CTLA-4, também
denominado CD152) expresso na superficie de linfocitos T ativados compete com a
molécula CD28 pelos sitios de ligacao as moléculas CD80 e CD86, atuando, assim,
como um regulador negativo da ativagao celular (Manzotti et al. 2002; Steel & Nutman
2003; Zouain et al. 2004). Neste sentido, a expressao constitutiva de moléculas CTLA-
4 em células T reguladoras (Tr) murinas e humanas foi descrita por diversos autores
(Takahashi et al. 2000; Dieckmann et al. 2001; Birebent et al. 2004; Dieckmann et al. 2005),
sendo que a agao reguladora desta proteina foi evidenciada em varios trabalhos da
literatura (Manzotti et al. 2002; Birebent et al. 2004).

Evidéncias experimentais sugerem que a expressao de CTLA-4 interfere com
eventos de transducdo de sinais intracitoplasmaticos regulados por STAT5 por
competir com este fator de transcricdo, sendo que esta competicdo parece ser
importante para a fungao da molécula CTLA-4 (Srahna et al. 2005).

A memoria celular € outro mecanismo da resposta imune e pode ser definida
como uma resposta alterada de um animal em seguida a re-exposigcdo ao mesmo

antigeno sendo, em geral, mais rapida e intensa (Dutton et al. 1998).
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A diferenciacdo em células de memoaria € outro processo bastante complexo,
também caracterizado pela expressao diferencial de moléculas de superficie celular.
Assim, estudos fenotipicos utilizam a combinacdo de diferentes marcadores para
caracterizar as células de memoria, tais como a alta expressdo das moléculas CD44
(CD44"®M e da isoforma de alto peso molecular CD45R0O, combinada com a baixa
expressao da molécula CD62L e dos marcadores de ativagao CD25 e CD69 (Dutton
et al. 1998).

Em suma, a resposta imune antigeno-especifica é caracterizada por
reconhecimento do antigeno, ativagéo, proliferacdo e diferenciagdo em células
efetoras/memodria que serdo responsaveis pelos mecanismos imunes efetores
(Janeway et al. 2001). Assim, a avaliacdo do perfil de expressdo de marcadores de
ativacao/diferenciacido e da taxa de proliferacao celular € uma excelente ferramenta
para o estudo da resposta imune antigeno-especifica. Neste contexto, Rosato e
colaboradores (2001), utilizaram analises simultaneas da progressao no ciclo celular
e da expressdo de marcadores de superficie em PBMC e células T humanas
estimuladas com o antigeno toxoide tetédnico (TT) e demonstraram haver
estimulacao seletiva de células T CD4".

Além disso, evidéncias obtidas de anadlises simultdneas de fendtipos de
ativacdo e proliferacdo celular demonstraram que estes eventos podem ser
independentes. Estudos realizados com células de individuos saudaveis (Caruso A et
al. 1997) e de pacientes portadores de artrite idiopatica juvenil (Black et al. 2002)
demonstraram que as aquisi¢des dos marcadores de ativacdo CD69, CD25, CD71 e
HLA-DR nao se correlacionaram com proliferagcao celular. Do mesmo modo, Lee e
colaboradores (2004) utilizaram extratos da bactéria oral Treponema denticola para
estudar a resposta imune e demonstraram que estes extratos interferiram com a
linfoproliferagdo por impedir as células de entrarem na fase S do ciclo celular.
Contudo, estes extratos bacterianos nao inibiram a expressao dos marcadores de
ativagao celular CD25 e CD69.

1.3.1 Imunologia das helmintoses

Os helmintos representam otimos exemplos de patégenos multicelulares
complexos que desenvolvem doengas crénicas e sobrevivem por varios anos (em

média 5 a 10 anos) no hospedeiro humano imunocompetente, a despeito de uma
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forte resposta imune induzida por eles. Neste sentido, avaliacbes da prevaléncia da
infeccdo por ancilostomideos e da indugdo de resisténcia a infecgdes e/ou
reinfecgdes mostraram resultados controversos.

Estudos sobre as infeccdes por A. lumbricoides e ancilostomideos na Africa
do Sul, relataram que a prevaléncia da ascariose diminuiu com o aumento da idade,
sugerindo resisténcia adquirida, sendo que a prevaléncia da ancilostomose
permaneceu constante em todas as faixas etarias (Schutte et al. 1981). Todavia, um
outro estudo relatou um aumento na prevaléncia da ancilostomose com a idade, até
se atingir um platd, a partir do qual permanecia constante (Behnke 1987).

Contrastando com estes resultados, a equipe de Hawell-Elkins descreveu
uma curva de prevaléncia para a ancilostomose que apresentava uma forma
convexa, demonstrando uma diminui¢do em individuos idosos que é sugestiva de
resisténcia adquirida com a idade (Hawell-Elkins et al. 1988).

Uma explicagdo para a variabilidade de resultados descritos na literatura é
que estes estudos ndo levam em consideragdo os fatores genéticos e/ou as
diferentes taxas de exposi¢cao dos participantes avaliados. Bethony e colaboradores
(2002) relataram que estes sao importantes aspectos que influenciam a prevaléncia
e a intensidade das infecgbes helminticas.

Quanto ao desenvolvimento de resposta imunoldgica contra a ancilostomose,
foi relatado o desenvolvimento de resposta imune humoral significativa contra
antigenos do parasito, entretanto, esta imunidade humoral ndo foi protetora (Behnke
1987). Outro experimento, utilizando ensaios de proliferacdo de PBMC, relatou o
desenvolvimento de resposta celular contra antigenos derivados de larvas de N.
americanus que também n&o era efetiva no combate a reinfecgdes (Taylor & Turton
1976).

Contudo, em relacdo a imunidade contra a infeccdo por S. mansoni, a
existéncia de associagao entre os niveis de anticorpos séricos e a imunidade
passiva (de mae para filho) foi sugerida em humanos (Montesano et al. 1999; Attallah
et al. 2003) e também em animais experimentais (Knopf & Coghlan 1989). Além disso,
estudos experimentais utilizando coelhos infectados com cercarias atenuadas
demonstraram que a transferéncia passiva do soro destes coelhos para
camundongos susceptiveis conferiu protegcdo contra o desafio com S. mansoni
(Fallon et al. 1996).

Em relacdo ao perfil de resposta imune celular, a tendéncia a polarizacao da

resposta em direcdo ao polo Th2 e a indugdo de mecanismos imunomoduladores
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sdo caracteristicas comuns de muitos helmintos (Quinnell et al. 1995; Pritchard & Walsh
1995; Rumbley et al. 1999; Maizels et al. 2004). Além disso, tem sido demonstrada uma
associagao entre a resposta imune Th2 e uma carga reduzida de helmintos no
intestino (Pritchard et al. 1997).

Considerando-se que a associagao parasito-hospedeiro deve ter surgido ao
acaso, com o decorrer de milhares de anos, uma série de adaptagbes pode ter
ocorrido, tanto no parasito quanto no hospedeiro. Varios autores tém descrito a
modulacdo da resposta imune do hospedeiro como uma estratégia evolutiva de
muitos patdégenos que induzem doengas crdnicas (Damian 1997; Maizels &
Yazdanbakhsh 2003).

Corroborando esta hipétese, evidéncias experimentais demonstram que as
infecgdes helminticas crénicas estdo entre os principais co-fatores que produzem
alteracbes acentuadas em populagdes periféricas de células T e nos padrdes de
ativacao destas células (Bentwich et al. 1996). Neste sentido, ja foi relatado que a
presenca de helmintoses induziu uma diminuicdo na razao entre linfécitos T
auxiliares e linfocitos T citotoxicos/supressores (CD4'/CD8") e na razéo entre células
T auxiliares ndo primadas (CD45RA") e de memoria (CD45RO") (Kalinkovich et al.
1998). Além disso, um aumento na frequéncia da populacéo de células T CD3", e de
suas subpopulagdes, expressando HLA-DR foi relatada em experimentos com
humanos portadores de diferentes formas da esquistossomose, sendo a modulagao
da ativagédo de LT CD4" associada a forma cronica assintomatica (Martins-Filho et al.
1999).

1.3.2 Imunologia da esquistossomose

Os eventos imunolégicos descritos para a fase aguda pré-postural incluem
hipersensibilidade mediada por IgE, resposta imune celular e humoral anti-
esquistossémulos (IgM e/ou IgG), além de produgédo de anticorpos IgA direcionada
contra antigenos de ovos e vermes adultos (Rabello 1995).

Na fase aguda da esquistossomose, a resposta celular de linfocitos T
auxiliares € claramente Th1, dominada por alta produgdo das citocinas pro-
inflamatorias IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, e baixa produc&o das citocinas IL-4 e IL-5
(Araujo et al. 1996; Corréa-Oliveira et al. 1998; de Jesus et al. 2002).
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O papel do IFN-y na esquistossomose murina parece estar relacionado a
morte de esquistossémulos, sendo que experimentos in vitro demonstraram o
envolvimento de macréfagos na morte destas larvas (Esparza et al. 1988; James 1986;
James & Glaven 1987). O mesmo foi observado para macréfagos humanos (James SL
et al. 1990). Além disso, a administragdo de anticorpos anti-IFN-y em camundongos
vacinados com cercarias atenuadas diminuiu parcialmente a protecdo contra a
infecgdo (Smythies et al. 1992).

Em estudos sobre a resposta imune celular, uma intensa resposta proliferativa
de PBMC direcionada contra antigenos derivados de ovos (SEA) e uma fraca
resposta direcionada contra antigenos de preparagdes de vermes adultos (SWAP)
tém sido observadas (Colley et al. 1977; Ottensen et al. 1978; Nash et al. 1982; Gazzinelli
et al. 1985).

Todavia, na fase crbnica da esquistossomose a resposta imune celular e
humoral contra SWAP tornam-se predominantes (Colley et al. 1977; Ottensen et al.
1978; Gazzinelli et al. 1987). Além disso, a resposta contra SWAP é dependente da
parasitemia, apresentando-se reduzida em individuos com altas cargas parasitarias
(Eliner et al. 1981; de Jesus et al. 1993). Corroborando este fato, em pacientes com a
forma crénico-intestinal e com altas cargas parasitarias que apresentavam resposta
de proliferagdo ausente ou reduzida, o tratamento quimioterapico restaurou a
resposta linfoproliferativa de PBMC (Ottensen et al. 1978; Gazzinelli et al. 1985 e 1987).

Na fase cronica intestinal, a modulagcdo da resposta imune contra o
Schistosoma €& bem relatada. Porém, os mecanismos de ag¢do que levam a
imunomodulagdo sdo pouco entendidos e bastante controversos. Trabalhos da
literatura ja descreveram a participacdo de diferentes populagdes celulares, tais
como, linfocitos T supressores CD8" (Parra et al. 1991; Pearce & Pedras-Vasconcelos
1997) e células B (Cheever et al. 1985). Outros estudos demonstraram o envolvimento
dos fatores soluveis do soro, tais como: os complexos imunes (Goes et al. 1991), a IL-
10 (Flores-Villanueva et al. 1996; Malaquias et al. 1997; Rezende et al. 1997; Falcao et al.
1998) e os anticorpos idiotipos (Colley et al. 1987; Parra et al. 1988; Eloi-Santos et al.
1989; Montesano et al. 1989; Parra et al. 1991).

Quanto ao perfil de citocinas na fase cronica intestinal da esquistossomose,
este se apresenta como Th2, sendo dominado por alta expressao das citocinas IL-4,
IL-5 e, principalmente, da citocina reguladora IL-10 (Araujo et al. 1996; Malaquias et al.
1997; Corréa-Oliveira et al. 1998; Falcdo et al. 1998). Um estudo em modelo murino

avaliou o perfil de citocinas, sendo relatado que, nas 6 primeiras semanas de
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infeccdo a producdo de IFN-y foi predominante. Apos a 8% ou 12% semanas
(coincidindo como inicio da produgdo de ovos pelos parasitos) os niveis desta
citocina se reduziram e as citocinas do tipo Th2 passaram a predominar (Grzych et al.
1991). Outro estudo demonstrou que camundongos vacinados, apds receberem
injecées de ovos mudavam o padréo de resposta imune do tipo Th1 para o tipo Th2
(Pearce et al. 1991).

O papel de citocinas reguladoras, tal como a IL-10, no mecanismo de
regulacdo da resposta imune contra diversas doencas tem sido foco de muitos
estudos (Holaday et al. 1993; King & Nutman 1993; Sieling et al. 1993; Chensue et al. 1994;
Malaquias et al. 1997; Montesano et al. 1997; Perrin et al. 1999). Neste contexto, a IL-10
ja foi relacionada a modulagao da resposta de linfocitos T em infec¢gdes humanas por
filaria (King & Nutman 1993), Micobacterium leprae (Sieling et al. 1993), Leishmania sp
(Holaday et al. 1993) e Schistosoma sp (Araujo et al. 1996; Malaquias et al. 1997). Um
possivel mecanismo de acédo da IL-10 para indugao de imunomodulacio, proposto
por Perrin e colaboradores (1999), sugere que esta citocina altera as vias de
transducao de sinais intracitoplasmaticos, com consequente bloqueio da ativagao e
proliferacao celular.

Quanto a resposta imune humoral induzida na fase crénica intestinal da
esquistossomose, sdo descritos altos titulos dos anticorpos IgE e IgG4. Estes
anticorpos representam importante papel nos mecanismos de defesa contra a
doenga, apesar dos experimentos de van Dan e colaboradores (1996) ndo terem
encontrado uma relagao entre o aumento de resisténcia a reinfecgcdes com a idade e
os niveis de IgE especificos contra antigenos do parasito.

Corroborando a importancia destes anticorpos, Hagan e colaboradores (1991)
demonstraram significante correlagdo entre a produgcdo de anticorpos IgE
especificos contra Schistosoma e a aquisicdo de imunidade a esquistossomose.
Vaérios trabalhos também demonstraram um aumento na relagdo IgG4:IlgE em
pacientes com altas cargas parasitarias (Hagan et al. 1991; Rihet et al. 1992; Demeure
et al. 1993). Além disso, um estudo avaliando a resposta imune humoral contra
antigenos de S. mansoni demonstrou padrées de agregac¢ao familiar na resposta
dos isotipos IgE e 1gG4 especificos, reforcando o papel destes anticorpos na
resisténcia/susceptibilidade a esquistossomose (Bethony et al. 1999).

Entretanto, o papel biolégico destas imunoglobulinas na infecgdo por S.
mansoni ou por outros helmintos ainda ndo estd bem esclarecido. Porém, as

evidéncias sugerem que IgG4 pode interferir na imunidade protetora adquirida por
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bloquear a ativagéo especifica da cascata do complemento competindo com IgG1 e,
também, por bloquear a degranulacdo de mastocitos ao competir com a ligagdo de
IgE aos antigenos do parasito (Butterworth et al. 1987). Esta hipdtese é favorecida
pelas caracteristicas bioquimicas do isotipo IgG4 que ndo apresenta sitios de ligagao
para proteinas do sistema do complemento na sua porcao Fc, além de apresentar a
capacidade de se ligar a mastocitos sem, contudo, induzir o processo de
degranulacao (Burton & Woof 1992; Jefferis et al. 1995).

1.3.3 Imunologia no contexto das co-infec¢gdes helminticas

A imunomodulagdo dirigida contra células T antigeno-especificas induzidas
por infeccbes helminticas crénicas podem influenciar a indugao da resposta imune
contra outros antigenos, ja que esta modulagdo é regulada por citocinas nao-
especificas (Maizels et al. 2004). Varios estudos demonstraram que o microambiente
produzido pelas citocinas Th2, comuns nas infeccbes helminticas, influencia o
desenvolvimento de resposta imune a vacinagdes com novos antigenos (Kullberg et
al. 1992 e 1996; Borkow & Bentwich 2000; (Cooper et al. 2001).

Além disso, varios trabalhos tém relatado que muitos individuos cronicamente
infectados com helmintos apresentam-se co-infectados por outros patégenos com
altas prevaléncias nas areas endémicas para transmisséo de helmintoses, tais como
por virus (Borkow et al. 2001; Wolday et al. 2002; El-Kady et al. 2005; Santos et al. 2004),
bactérias (Borkow et al. 2001; Bentwich 2000; Elias et al. 2005), protozoarios (Nacher
2004) ou outros helmintos (Geiger et al. 2002; Corréa-Oliveira et al. 2002).

Nao é surpreendente também que os estudos sobre a resposta imune nas co-
infecgcdes apresentem resultados diferentes daquele observado na mono-infeccéo,
dependendo de quais patdégenos estdo envolvidos e as espécies de hospedeiros co-
infectados (Borkow & Bentwich 2000; Corréa-Oliveira et al. 2002; Geiger et al. 2002; El-
Kady et al. 2005; Nacher 2004; Santos et al. 2004; Elias et al. 2005).

Neste contexto, El-Kady e colaboradores (2005) estudaram as co-infecgbes
por S. mansoni e o virus da hepatite C (HCV), relatando maior nivel de IFN-y nos
individuos mono-infectados por HCV, quando comparado aos individuos mono-
infectados por S. mansoni ou co-infectados. Além disso, os niveis de IL-4 e IL-10
foram mais elevados nos individuos co-infectados, quando comparados aos

portadores de mono-infec¢ao por HCV.
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Ja em estudos de co-infecgbes por dois helmintos (Schistosoma mansoni e
Strongyloides stercoralis) e pelo virus HTLV-1, foi demonstrado que PBMC dos
individuos co-infectados com S. mansoni e HTLV-1 apresentaram diminuicdo na
producdo de IL-5 e redugdo nos niveis de IgE especificos contra SWAP. Os
individuos com infecgdes tripla apresentaram menos células produzindo IFN-y e
mais células produzindo IL-10 que os individuos portadores de infec¢des unicas pelo
HTLV-1 ou co-infecgdes apenas com os helmintos (Santos et al. 2004).

Em estudos experimentais sobre a resposta imune nas co-infecgbes por S.
mansoni e Mycobacterium bovis (BCG) foram encontrados altos niveis de IL-4 e IL-5
quando PBMC de camundongos co-infectados foram estimulados in vitro com SEA.
Ao mesmo tempo, foi observada uma diminuicdo na resposta de proliferacdo de
esplendcitos contra o antigeno especifico (PPD) derivado desta bactéria, assim
como contra o antigeno inespecifico concavalina A (Elias et al. 2005). Este
experimento demonstra que a supressao da resposta imune induzida por antigenos
de ovos do S. mansoni age de forma inespecifica, influenciando a resposta imune
contra outros antigenos néao relacionados a esquistossomose.

Considerando-se que em areas endémicas para S. mansoni ocorre também
alta prevaléncia para geo-helmintos, uma porcentagem significativa de co-infec¢des
por estes helmintos tem sido relatada (Petney & Andrews 1998; Booth et al. 1998;
Brooker et al. 2000; Howard et al. 2002; Tchuem Tchuenté et al. 2003; Raso et al. 2004).
Um estudo sobre epidemiologia e imunologia das infec¢gdes por nematodeos
intestinais e S. mansoni, realizado em uma comunidade rural do estado de Minas
Gerais, demonstrou que N. americanus era o parasito mais prevalente (68,2%),
seguido por A. lumbricoides (48.8%) e S. mansoni (45.3%), sendo que 60.6% dos
individuos infectados eram portadores de infecgdes multiplas (Fleming et al. 2006).

Em estudos envolvendo infecgoes multiplas tem sido relatada a existéncia de
associacao entre diferentes pares de helmintos. A existéncia de interacdes positivas
(sinergismo) entre N. americanus e S. mansoni foi evidenciada em diversos estudos
(Chamone et al. 1990; Corréa-Oliveira et al. 2002; Keiser et al. 2002a e 2002b; Raso et al.
2004; Fleming et al. 2006), sendo que este sinergismo parece induzir um aumento na
intensidade de infeccao destes helmintos (Fleming et al. 2006).

Entretanto, as co-infecgdes por A. lumbricoides e S. mansoni apresentam
interacdo negativa predominante, sendo evidenciada pelas menores prevaléncias
desta associacdo de helmintos nas areas endémicas e por reduzida intensidade de

infecgdo por S. mansoni nestas co-infecgdes (Fleming et al. 2006).
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Apesar da elevada prevaléncia de co-infeccdes por helmintos e da existéncia
de relagbes de sinergismo e antagonismo entre diferentes pares de helmintos, a
maioria dos estudos sobre imunidade contra estas infeccdes tem sido realizada de
forma isolada, sem considerar as possiveis interagdes entre a resposta imune nas
infecgdes multiplas.

Além disso, uma grande parte dos estudos que considera tais interacdes se
restringe a avaliar a reatividade cruzada entre antigenos e anticorpos (Corréa-Oliveira
et al. 1988; Noureldin et al. 2000; Geiger et al. 2002; Abdel Megeed et al. 2005). Neste
sentido, ja foi demonstrado que anticorpos séricos de individuos infectados com e A.
lumbricoides e ancilostomideos apresentam reatividade cruzada com antigenos de
S. mansoni (Corréa-Oliveira et al. 1988).

Um estudo envolvendo a resposta contra Fasciola hepatica e Schistosoma sp.
também demonstrou a existéncia de reatividade cruzada entre anticorpos séricos
contra antigenos destes parasitos (Noureldin et al. 2000). Além disso, anticorpos
monoclonais anti-Trichinella spiralis acoplados a uma coluna de sefarose foram
utilizados para isolar um antigeno presente no fluido de um cisto hidatico,
demonstrando a existéncia de reatividade cruzada entre Echinococcus granulosus e
T. spiralis (Abdel Megeed et al. 2005).

Geiger e colaboradores (2002) avaliaram a resposta proliferativa in vitro de
PBMC de individuos residentes em area endémica para ancilostomideos mas
apresentando baixa prevaléncia para S. mansoni. A estimulagdo por antigenos
derivados de vermes adultos de Ancylostoma caninum e por antigenos de S.
mansoni (SEA e SWAP) resultou em altos niveis de resposta proliferativa, sendo que
PBMC de individuos normais endémicos apresentaram os maiores niveis de
proliferagdo em resposta a esses antigenos. Além disso, PBMC de individuos
normais endémicos e de individuos infectados com T. trichiura apresentaram
reatividade cruzada contra antigenos de A. lumbricoides e de S. mansoni (SEA e
SWAP).

Raros trabalhos descrevem avaliagdes sobre as influéncias do microambiente
criado pela presenca de co-infecgdes por helmintos na inducdo da resposta imune
contra os antigenos destes parasitos. Um estudo avaliou a influéncia da infecgao por
S. mansoni em camundongos susceptiveis a infecgbes pelo nematdédeo Trichuris
muris, um dos poucos helmintos que induzem uma resposta Th1. Os resultados
deste trabalho demonstraram que durante a co-infeccdo com T. muris e S. mansoni

foram induzidos altos niveis de anticorpos da classe IgE e de citocinas IL-4, IL-5, IL-
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10, assim como baixos niveis de IFN-y. Este ambiente predominantemente Th2 foi
protetor contra a infeccdo por T. muris, sendo estes vermes completamente
eliminados pelo hospedeiro (Curry et al. 1995).

Um outro estudo sobre a imunidade induzida contra antigenos de S. mansoni,
ancilostomideos e A. lumbricoides demonstrou que o helminto S. mansoni tem efeito
significativo sobre outras infec¢cdes helminticas. Neste estudo foi relatada uma
resposta imune predominante contra antigenos de S. mansoni (SEA e SWAP),
independente da presencga de outras helmintoses, em areas onde este parasito era
prevalente. Todavia, em areas onde a maior prevaléncia era de ancilostomideos ou
A. lumbricoides e n&o existiam infeccbes por S. mansoni, tanto a resposta imune
humoral como a celular foi direcionada contra os antigenos do parasito mais
prevalente (Corréa-Oliveira et al. 2002).

Em suma, diversos trabalhos relataram associagdes entre o perfil de resposta
imune e a parasitemia durante infecgdes helminticas e demonstraram a existéncia
de reagbes cruzadas entre antigenos de diferentes espécies destes parasitos. Além
disso, ja foi sugerido que durante co-infeccbes a resposta imune induzida contra
uma espécie de parasito pode influenciar a resposta contra outros patégenos.
Contudo, algumas perguntas ainda nao foram respondidas, dentre elas: quais sdo os
fatores da resposta imune contra infec¢gées por geo-helmintos que atuam sobre a
resposta imune protetora especifica para S. mansoni? Ou como a resposta imune a
esses parasitos interagem entre si?

O estudo dos aspectos funcionais e fenotipicos de LT CD4" de pacientes
portadores da esquistossomose cronica intestinal, considerando o contexto da
infeccao (auséncia ou presenga de co-infecgdes por geo-helmintos) é de extrema
importancia, pois pode contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos na resposta imune que contribuem para a persisténcia de co-infeccoes
parasitarias em humanos cronicamente infectados por S. mansoni.

A possibilidade de demonstrar como a mono-infecgao ou as co-infecgdes por
S. mansoni e geo-helmintos influenciam a ativagéo, proliferagdo e diferenciagao de
LT CD4" e, por sua vez, interferem com a resposta imune celular, justificam o estudo
realizado neste trabalho.

Nossa hipotese é que as co-infecgdes por S mansoni e geo-helmintos podem
potencializar a indugdo de mecanismos imunes supressor/regulador, alterando a
ativacao e proliferacao de populagdes celulares especificas e, conseqlientemente a

resposta imune celular contra antigenos derivados de S. mansoni.
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“Se alguém segue em frente, confiante, na direcao de seus sonhos e desafios, para viver a
vida que imaginou, encontrard um grande sucesso nas horas comuns do dia-a-dia”.

Autor desconhecido



Objetivos

2.1 Objetivo Geral

. . . r . . r . + .
Avaliar os aspectos funcionais e fenotipicos de linfécitos T CD4 de pacientes
portadores da forma cronica intestinal da esquistossomose mansoni na auséncia ou

presenca de co-infecgbes por geo-helmintos.

2.2 Objetivos Especificos

A) Comparar a reatividade in vitro de PBMC avaliada pelas metodologias de
deteccdo de Timidina tritada (*H-Td) ou Bromo-deoxi-Uridina (BrdU)

incorporados ao DNA celular durante fase S do ciclo celular;

B) Caracterizar a frequiéncia e a reatividade in vitro de linfocitos B CD19" e
linfécitos T CD3™;

C) Determinar a frequéncia e a reatividade in vitro das subpopulac¢des

majoritarias de linfocitos T CD4" e linfécitos T CD8";

D) Quantificar a freqléncia e reatividade in vitro da subpopulagdo minoritaria
de linfécitos T CD4™CH;

E) Estudar comparativamente os aspectos fenotipicos da subpopulagao de

LT CD4" convencional e da subpopulagdo de LT CD4M¢H,

a. Avaliar a expressao dos marcadores de ativagéo celular inicial (CDG69,
CD62L), de ativagao intermediaria (CD38 e CD25) e ativagdo tardia
(HLA-DR);

b. Estudar a freqiiéncia in vitro de LT auxiliares CTLA-4";
c. Quantificar a freqiiéncia in vitro de LT auxiliares CD25"'°";

d. Analisar a frequéncia e a expressdo in vitro dos marcadores de
memoéria (CD44 e CD45R0O/CD45RA);

F) Pesquisar a existéncia de correlagdo entre os principais achados sobre os
aspectos funcionais e fenotipicos in vitro das populacdes celulares e

outros parametros biologicos relacionados as infecgdes helminticas.
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“O endeusamento das técnicas produz
ou um formalismo arido,

ou respostas estereotipadas.

Seu desprezo, ao contrario,

leva ao empirismo sempre

ilusério em suas conclusoes,

ou a especulacdes abstratas e estéreis”.

Maria Cecilia S. Minayo



Populagao Estudada e Metodologia

Neste estudo utilizamos antigenos brutos do S. mansoni (SEA e SWAP) para
estimular in vitro PBMC isoladas de voluntarios residentes em areas endémicas de
Minas Gerais para avaliar a resposta imune especifica, mediada por LT CD4", no
contexto da mono-infecgado por S. mansoni e das co-infecgdes por este parasito e os
geo-helmintos.

3.1 Selecao das areas endémicas

O Laboratério de Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas
René Rachou - Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqRR-FIOCRUZ), em convénio com a
Faculdade de Enfermagem da UFMG e a Universidade Vale do Rio Doce (UNIVALE)
realizaram levantamentos seccionais no9 estado de Minas Gerais para identificar
areas endémicas para S. mansoni e outras infeccbes helminticas. Estes
levantamentos envolveram toda a populacdo de uma area selecionada onde foram
determinadas a presenca e a intensidade de infecgdo para as helmintoses.

Exames parasitologicos de fezes foram realizados utilizando-se o método
Kato-Katz (Katz et al. 1972). Este método apresenta algumas limitagdes, tal como a
dificuldade de visualizagao de larvas de alguns helmintos, tais como de Taenia sp. e
Strongyloides sp.) e/ou a presenca de protozoarios (Engels et al. 1996). Porém, este
método permite a quantificacdo da infeccdo pelos helmintos identificados. Assim,
considerando-se que a intensidade de infeccdo € um importante fator na
determinacao da patogenia das infecgdes helminticas, foi feita a escolha por se
utilizar um método parasitologico quantitativo.

Em dias consecutivos, foram coletadas trés amostras de fezes de cada
participante, sendo analisadas duas laminas para cada amostra coletada, totalizando
seis laminas examinadas por voluntario. A média aritmética das contagens de ovos
obtidas nas seis laminas analisadas foi calculada e a intensidade de infecgao
expressa como numero de ovos por gramas de fezes (epg).

Um total de 61 individuos foi recrutado de comunidades selecionadas que
apresentaram moderada (>10% a <50%) a alta (> 50%) prevaléncia de infec¢ao por

S. mansoni, de acordo com a classificacdo da OMS (OMS 2002).
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3.2 Critérios de inclusdo dos participantes

Os voluntarios foram incluidos neste estudo segundo os seguintes critérios:

a. o voluntario, ou responsavel legal, concordou em participar do estudo e
assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, apos receber
informagdes sobre o estudo, fornecidas em linguagem leiga e adaptada a

cultura local, para permitir a plena compreensao dos participantes;

b. todos os voluntarios tinham residéncia fixa na area endémica para

transmissao de S. mansoni e geo-helmintos a pelo menos dois anos;

c. nao tinham relatos de tratamentos com anti-helminticos nos ultimos dois

anos;

d. todos os individuos infectados por S. mansoni que foram incluidos neste
estudo, independente de serem mono- ou co-infectados, apresentavam
apenas a forma clinica crbnica intestinal da esquistossomose, pois, as
outras formas clinicas da doenga estdo associadas a mudancgas
significativas da resposta imune (Gazzinelli et al. 1983b; Martins-Filho et al.

1999) e ndo eram objetos de estudos deste trabalho.

Independente de participacdo neste estudo, todos os individuos que
participaram dos levantamentos seccionais receberam tratamento para todas as
infeccbes helminticas detectadas nos exames coproldégicos, conforme tratamento
padrdao de 50mg/kg de peso para esquistossomose (praziquantel) e 400mg de
albendazol (dose unica) para as outras parasitoses. No caso de infecgdo por S.
stercoralis, o tratamento consistiu de trés doses consecutivas de 400mg do
albendazol.

Este estudo, parte de um projeto maior intitulado “Interrelacdo entre a
genética e a co-infeccdo helmintica”, do Laboratério de Imunologia Celular e
Molecular do CPqRR-FIOCRUZ foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de
Pesquisas René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil, Ministério da Saude (Protocolo # 002/2000 - ANEXO B).

48



Populagao Estudada e Metodologia

3.3 Definicdo dos grupos avaliados

Os individuos incluidos neste estudo foram classificados, segundo os critérios

abaixo, em trés grupos (TAB. 2):

a. Nao infectados (NI): individuos sadios, sem nenhum sinal ou sintoma
clinico e que nao apresentaram ovos ou larvas de quaisquer helmintos em

nenhuma das seis laminas do exame de fezes;

b. Mono-infectados (XTO): pacientes que possuiam um ou mais ovo(s) de
S. mansoni identificados em pelo menos uma das seis laminas do exame
de fezes, sendo negativos para os demais helmintos. Além disso, os
individuos incluidos neste grupo ndo apresentavam sintomas clinicos,

exceto por ocasional desconforto intestinal.

c. Co-infectados (CO): pacientes que possuiam um ou mais ovo(s) de S.
mansoni € um ou mais ovo(s) de pelo menos um dos geo-helmintos (N.
americanus ou A. duodenale, A. lumbricoides) identificados em pelo
menos uma das seis laminas do exame de fezes. Além disso, os
individuos incluidos neste grupo nao apresentavam sintomas clinicos,

exceto por ocasional desconforto intestinal.

3.4 Caracterizacao da populacéo estudada

Para realizacdo deste estudo, foram selecionadas trés localidades: Palha e
Virgem das Gragas, localidades rurais do municipio de Ponto dos Volantes - MG e
Cdrrego do Onga, uma localidade rural do municipio de Governador Valadares - MG.

Ponto dos volantes € um municipio com uma populagao estimada de 10.529
habitantes. A pecuaria € dominada por rebanhos bovinos, suinos e frangos. A
lavoura de café e o extrativismo de madeiras sao outras fontes de renda comuns
(IBGE 20086).

Codrrego do Onga € uma das 14 localidades que formam a comunidade de
Corrego dos Melquiades em Governador Valadares. Cada localidade é cortada por,
pelo menos, um corrego permanente que é a principal fonte de agua das familias

residentes. Durante a estag&o seca, canais de irrigagdo séo construidos para manter
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as plantagbdes de arroz que, juntamente com o feijdo, o milho, a banana e o café
representam a agricultura de subsisténcia da regido. A venda de leite também
constitui uma fonte de renda familiar (Silveira 2002).

Em relagdo a prevaléncia das infecgdes helminticas analisadas isoladamente,
as localidades selecionadas para este estudo apresentaram moderada a alta
prevaléncia para S. mansoni (Palha + VdG: 49,1% e CdO: 57,1%), além de
moderada intensidade de infecgdo por S. mansoni (Palha + VdG: 150 epg e CdO:
399 epg). Quanto a prevaléncia de ancilostomideos e A. lumbricoides, ambas
localidades apresentaram baixas taxas (Palha + VdG: 47,65% de ancilostomideos e
19,1% de A. lumbricoides e CdO: 38,8% e 9,2%, respectivamente).

Na Tabela 1 foram resumidos os dados de prevaléncia das infecgdes
analisadas neste estudo, considerando as estatisticas para as infecgdes simples, co-
infeccbes duplas (S. mansoni e ancilostomideos) ou co-infecgdes triplas (S.
mansoni, ancilostomideos e A. lumbricoides) para as duas localidades incluidas
neste estudo.

Na Tabela 2 estdo resumidos os dados de intensidade de infeccdo, idade e
género (masculino e feminino) dos voluntarios incluidos neste estudo que foram
segregados em grupos de acordo com o contexto da infecgao (NI, XTO e CO). Além
disso, a intensidade de infeccdo por S. mansoni e geo-helmintos também foi
representada em graficos de disperséo individual (FIG. 1). Considerando as classes
de infecgdo propostas pela OMS para S. mansoni e geo-helmintos (OMS 2002),
podemos observar que os individuos avaliados neste estudo apresentaram baixa (1-
99 epg) ou média (100-399 epgq) intensidade de infecgao por S. mansoni, exceto por
um individuo que apresentou uma carga parasitaria acima de 399 epg. Do mesmo
modo, podemos observar que nenhuma diferenca significativa (p > 0,05) na
intensidade de infec¢do por S. mansoni foi encontrada entre os grupos XTO e CO.

Em relagao a infecgao por geo-helmintos, todos os individuos pertencentes ao
grupo CO estavam infectados com ancilostomideos, sendo que apenas cinco destes
estavam co-infectados com A. lumbricoides (co-infecgdes triplas). Quanto a carga
parasitaria, os individuos apresentaram apenas baixa intensidade de infec¢céo por
ancilostomideos e A. lumbricoides (1-1.999 epg e 1-499 epg, respectivamente),
exceto por um individuo que apresentou uma carga parasitaria de A. lumbricoides
acima de 500 epg.

Em relacdo a idade dos voluntarios, podemos observar que a mediana de
idade diferiu significativamente (p = 0,0276) entre os grupos CO e NI, sendo muito
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maior nos individuos nao infectados (TAB. 2). Além disso, foi observada uma
correlagao negativa entre a idade dos voluntarios e a intensidade de infecgao por S.
mansoni (FIG. 2A).

Corroborando dados da literatura que sugerem a existéncia de sinergismo
entre S. mansoni e ancilostomideos (Fleming et al. 2006), analises de correlagao
demonstraram uma associagao positiva entre a intensidade de infeccdo por S.

mansoni e a intensidade de infecgdo por ancilostomideos (FIG. 2B).

Tabela 1 - Prevaléncias das co-infecgbes por S. mansoni e geo-helmintos nas areas

endémicas avaliadas neste estudo.

Palha
T cdo

VdG
Sch (% 16,80 36,30
Sch+Anc (% 2590 18,70
Sch+Anc+Asc (%) 06,40 02,20
Sch Total (%9 4910 57,20

VdG = Virgem das Gragas, CdO = Cérrego do Onga,
Sch = Schistosoma mansoni, Anc = Ancilostomideos,
Asc = Ascaris lumbricoides.

Tabela 2 - Caracteristicas da populagao estudada.

Mediana da intensidade de infec¢cédo (epg)

n Mediana de
Grupos (M/F) idade (anos) S. mansoni Ancilostomideos A. lumbricoides
1N 19 (05/14) 58.0 (07-90) 00 00 00
B XTO 18(09/09) 45.5(21-69) 54 (05-394) 00 00

Bco 24 (15/09) 37.0 (04-69) 106 (08-496) 260 (32-1448) 00 (00-1820)

Valores entre parénteses = variagdo maxima e minima do intervalo. n = nimero de individuos, M =
masculino, F = feminino, epg = ovos por grama de fezes.
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Intensidade de infec¢do por S. mansoni dos individuos dos grupos XTO e CO. (B)
Intensidade de infecgdo por ancilostomideos (Anc) e A. lumbricoides (Asc) dos individuos
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forca da associagéo entre as variaveis foi representada pelo valor p, sendo considerados
estatisticamente significativos os valores p < 0,05.
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3.5 Obtencao de sangue total

O sangue dos voluntarios foi coletado pela manha, por profissionais
habilitados do CPgRR-FIOCRUZ, em tubos contendo o anticoagulante heparina
sédica (VACUTAINER - BD, EUA). O sangue coletado foi mantido a temperatura
ambiente (TA) e enviado, dentro do prazo de 12 horas, para o Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular do CPgRR-FIOCRUZ localizado em Belo Horizonte.

O sangue de 29 voluntarios foi utilizado nos ensaios de blastogénese para
avaliagao da proliferagao pela metodologia de detecgao de BrdU incorporado, sendo
0 sangue dos outros 32 voluntarios utilizado nos ensaios de imunofenotipagem
celular. Além disso, o sangue de todos os 61 voluntarios foi utilizado nos ensaios de
blastogénese para avaliagdo da proliferagdo pela metodologia de detecgéo da 3H-Td
incorporada.

Todos os ensaios utilizando sangue foram realizados dentro do prazo maximo

de 24 horas apos a coleta.

3.6 Producéo dos antigenos brutos de S. mansoni

O ciclo de vida do S. mansoni (cepa LE) € mantido no CPgqRR-FIOCRUZ em
camundongos albinos suigcos e em caramujos do género Biomphalaria. Ovos e
vermes adultos de S. mansoni foram coletados de camundongos infectados para a
preparagao dos antigenos SEA e SWAP. Foi utilizado o protocolo descrito por
(Gazzinelli et al. 1983b) com algumas modifica¢des, descritas a seguir.

Suspensodes de vermes adultos e ovos em solugao salina 1,7% foram obtidas
e, em seguida, os vermes ou ovos foram triturados, separadamente, por sonicagao
em homogeneizador de tecido com pistdo de teflon (WIRTIS, DT), até completo
rompimento dos mesmos. Os extratos obtidos foram centrifugados a 50.000 x g, a
4°C, por 90 minutos, sendo os sobrenadantes de cada preparacdo coletados e
submetidos a dialise por 48 horas a 4°C, em membrana de dialise (THOMAS
SCIENTIFIC, EUA) imersa em uma solugdo contendo 0,03% NaH,PO4.H,O + 01%
NayHPO4 + 0,9% NaCl (tampéo salinico fosfatado - PBS 0,015M, pH 7,4) (reagentes
SIGMA, EUA).
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O conteudo protéico de cada preparagao antigénica obtida apds processo de
dialise foi determinado pelo método colorimétrico de deteccdo e quantificacdo de
proteinas totais utilizando o kit BCA™ Protein Assay (PIERCE®, EUA). Finalmente, as
preparagdes antigénicas foram esterilizadas em filtros de 0.22um de poros (THOMAS
SCIENTIFIC, EUA) e estocadas a -80°C, em aliquotas de 500uL, até o momento do

uso.

3.7 Obtencao de PBMC

A obtencdo de PBMC foi realizada segundo procedimento descrito por
(Gazzinelli et al. 1983b), com algumas modificacbes descritas a seguir.
Resumidamente, sangue total heparinizado e homogeneizado foi adicionado,
delicadamente, sobre uma camada de solugéo histopaque 1077 (SIGMA, EUA), na
proporcao de 2:1, em tubos cdnicos de polipropileno com capacidade para 50mL
(FALCON - BD, EUA). Esta preparagao foi submetida a centrifugagcéo 40 minutos, 400
x g, T.A., em centrifuga Beckman, modelo J-6B (BECKMAN INSTRUMENTS, Irvine,
EUA).

Apos centrifugagao, as PBMC foram coletadas na interface entre o plasma e o
histopaque, sendo entdo, transferidas para novos tubos codnicos de polipropileno
com capacidade para 50mL e lavadas por trés vezes em meio essencial minimo -
MEM (GIBCO, EUA). Em cada etapa de lavagem 10mL de MEM foram adicionados e
a preparacéao celular foi submetida a centrifugacado por 10 minutos, 400 x g, a 4C°,
seguida pelo descarte do sobrenadante.

O concentrado de células obtido ao final do processo de lavagem foi
ressuspendido com 1mL de meio de cultura celular RPMI 1640 (GIBCO, EUA). Uma
aliquota de 10 uL desta suspenséo celular foi retirada e diluida em 190uL de solugao
de Turck’s (2% de acido acético glacial + 1% cristal violeta), sendo esta preparacéo
utilizada para contar as células em Camara de Neubauer (HAUSSER SCIENTIFIC,
Horsham, EUA).

Finalmente, o volume da suspensdo celular foi ajustado para conter 10’
células por mililitro, utilizando RPMI 1640 suplementado com 5% de SHuN inativado

a 56°C por 30 minutos + 1,6% de L-glutamina + 3% de coquetel antimicético e
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antibiético (meio completo para cultivo de células - CMBlast) (reagentes SIGMA,
EUA).

A suspensao celular assim obtida foi utilizada para ensaios de blastogénese e
de imunofenotipagem celular. Todas as etapas do procedimento, exceto a contagem
das células, foram realizadas sob condicbes estéreis em capela de fluxo laminar
(VECO - modelo VLFS 12M, EUA).

3.8 Blastogénese para deteccdo de *H-Td incorporada ao DNA

O ensaio de proliferacdo celular (blastogénese) foi realizado segundo
procedimento descrito por (Gazzinelli et al. 1983b), com algumas modificagcbes
descritas a seguir: PBMC foram obtidas e o cultivo celular foi realizado em placas de
cultura de poliestireno, fundo chato e 96 pogos (FALCON - BD, EUA). Aliquotas de 25
uL da suspensao de PBMC foram transferidas para nove pogos de uma placa de
cultura denominada “estimulo especifico” e para seis pog¢os de outra placa de cultura
denominada “estimulo inespecifico”.

Aos primeiros trés pogos de ambas as placas foram adicionados 175uL de
meio CMBlast, recebendo estes pogos a denominagéo de cultura controle (cc). Na
placa “estimulo inespecifico”, aos trés outros pogos foram adicionados 150uL do
meio CMBlast + 25 uL de fitohemaglutinina de Phaseolo vulgaris (PHA-P) (SIGMA,
EUA) de forma a se obter uma concentragdo final de 2,5 pug/mL. Estes pogos
receberam a denominacdo de culturas experimentais com estimulo inespecifico
(PHA).

Na placa “estimulo antigénico”, a trés pogos foram adicionados 150 uL do
meio CMBlast + 25 uL de SEA e aos outros trés pogos foram adicionados 150 uL do
meio CMBIlast + 25 uL. de SWAP, de forma a se obter uma concentragdo final de 25
ug/mL em cada pogo. Os trés primeiros pogos foram denominados de culturas
experimentais com estimulo especifico (SEA) e os outros trés pogos foram
denominados de culturas experimentais com estimulo especifico (SWAP).

As placas “estimulo inespecifico” foram previamente incubadas por 66 horas e
as placas “estimulo especifico” foram previamente incubadas por 90 horas, sendo a
incubagao realizada a 37°C em incubadora de atmosfera Umida contendo 5% de

CO, (FORMA SCIENTIFIC, Marietta, OH, EUA). Em seguida, a cada pogo foram
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adicionados 10uL de uma solugdo de timidina tritada a 1uCi (SIGMA, EUA)
apresentando atividade especifica de 20Ci/mmol e as placas foram incubadas por
mais seis horas nas condi¢des descritas acima.

Ao final do periodo de incubacdo as células foram lisadas e o DNA coletado
em microfibra de vidro Whatman 934-AH (THOMAS SCIENTIFIC, EUA), com auxilio de
um coletor automatico de células M-24S (Cell Harvester Brandel, M-24S, EUA). A
microfibra de vidro contendo o DNA, foi submetida a secagem e os confetes
(correspondentes a cada pogo) colocados em frascos para cintilagdo (SKATRON
INSTRUMENTS, EUA) contendo 2,0 mL de coquetel de cintilagdo [333ml de Tolueno
(Nuclear, Brasil) + 5g de PPO (WINLAB, UK) + 0,1g de POPOP (FISCHER, EUA)].

A radioatividade incorporada pelo DNA replicante foi determinada em
cintilador liquido Beckman LS6000SC (BECKMAN INSTRUMENTS, Irvine, EUA). Cada
amostra foi contada durante 2 minutos com os canais de tritio [°H] e carbono
quatorze ["C] abertos. Os resultados foram expressos como contagens por minuto
(cpm) e os dados analisados através do indice de estimulagao (IE), que foi obtido
pela divisdo do valor, em cpm, da cultura experimental pelo valor da cultura controle,
ou seja: IE = CE (cpm) : cc (cpm)

Todas as etapas do procedimento, exceto a determinacdo da radioatividade
por cintiliacdo liquida, foram realizadas sob condicbes estéreis em capela de fluxo
laminar (VECO - modelo VLFS 12M, EUA).

3.9 Blastogénese para deteccao de BrdU incorporado ao DNA

Este ensaio foi adaptado a partir dos trabalhos de (Dolbeare et al. 1983; Gaines
et al. 1996; Mehta & Maino 1997). Resumidamente, as PBMC foram obtidas e o cultivo
celular foi realizado em placas de cultura de poliestireno, fundo chato e 48 pocos
(FALCON - BD, EUA), contendo um volume final de cultura igual a 1000uL por poco.
Aliquotas de 75 uL da suspensédo de PBMC foram transferidas para nove pogos de
uma placa de cultura denominada “estimulo especifico” e para seis pogos de outra
placa de cultura denominada “estimulo inespecifico”.

Aos primeiros trés pogcos de ambas as placas foram adicionados 925uL de
meio CMBlast, recebendo estes pogos a denominagao de cultura controle (cc). Na
placa estimulo inespecifico, aos trés outros pogos foram adicionados 900uL de meio
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CMBlast + 25 uL de PHA-P, obtendo-se uma concentragao final de 2,5 ug/mL. Estes
pocos receberam a denominacdo de culturas experimentais com estimulo
inespecifico (PHA).

Na placa estimulo antigénico, aos outros trés primeiros pogos foram
adicionados 900uL de meio CMBlast + 25uL de SEA e aos outros trés pogos foram
adicionados 900uL de meio CMBlast + 25uL de SWAP, de forma a se obter uma
concentragao final de 25ug/mL em cada pogo. Os trés primeiros pogos foram
denominados de culturas experimentais com estimulo especifico (SEA), sendo os
outros pogos denominados de culturas experimentais com estimulo especifico
(SWAP).

As placas “estimulo inespecifico” foram previamente incubadas por 48 horas e
as placas “estimulo especifico” foram previamente incubadas por 72 horas, sendo a
incubagao realizada a 37°C em incubadora de atmosfera Umida contendo 5% de
CO,. Em seguida, a cada pogo foram adicionados 90uL de uma solugdo de uma
solugao de BrdU (BD - Pharmingen, EUA) a 330ug/mL, obtendo-se uma concentragao
final de 30ug/mL, sendo as placas novamente incubadas por mais 24 horas nas
condicdes descritas acima.

Apoés o periodo de incubacédo, as PBMC foram transferidas para tubos de
codnicos de poliestireno com capacidade para 15mL (FALCON, BD, EUA) contendo
PBS (PBS 0,015M, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA e 0,1% de NaN3) (reagentes
SIGMA, EUA) e centrifugadas a 400 x g, 4°C por 10 minutos, sendo o sobrenadante
aspirado com o auxilio de uma bomba a vacuo.

Finalmente, o concentrado celular foi ressuspendido em 500uL de uma
solucao de PBS-W. A proliferacdo celular e o fendtipo de superficie das células
presente nesta suspensao foram avaliados pela deteccédo de imunofluorescéncia por
citometria de fluxo.

Todas as etapas do procedimento, exceto a etapa final apds a incubacao,
foram realizadas sob condi¢gdes estéreis em capela de fluxo laminar (VECO - modelo
VLFS 12M, EUA).

57



Populagao Estudada e Metodologia

3.10 Deteccdo da proliferacédo celular por citometria de fluxo

Este ensaio foi adaptado a partir dos trabalhos de (Dolbeare et al. 1983; Gaines
et al. 1996; Mehta & Maino 1997), sendo que as concentracbes e o tempo de
incubacdo dos reagentes BrdU e DNAse foram determinados por curvas de
concentracao e cinética, respectivamente, previamente realizadas em experimentos
de padronizagao.

Aliquotas de 50uL da suspensdo de PBMC, obtida no ensaio de blastogénese
descrito acima, foram transferidas para tubos de ensaio de poliestireno com
capacidade para 5mL (FALCON, BD, EUA), contendo 50uL de anticorpos contra
antigenos de superficie celular ou respectivos anticorpos isotipicos marcados com
PE (TAB. 3). Os anticorpos foram previamente diluidos em PBS-W numa
concentracgéao final de Sug/mL. A suspenséo foi incubada por 30 minutos, T.A. e ao
abrigo da luz.

Em seguida, as hemacias ainda contidas nas amostras foram lisadas e as
PBMC fixadas com uma solucéo de lise comercial (Facs Lyse Solution - BD, EUA) por
10 minutos, T.A. e ao abrigo da luz. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 400 x
g por dez minutos, a 18°C e o sobrenadante descartado. Posteriormente, foram
lavadas com PBS-W e permeabilizadas por dez minutos, T.A., com PBS-P (solu¢ao
de PBS 0,015M, pH 7,2 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de NaNs e 0,5% de saponina)
(reagentes SIGMA, EUA).

A suspensao celular foi centrifugada a 400 x g, por um periodo de 10 minutos
a 18°C, sendo posteriormente lavada com PBS-W. Em seguida, as amostras foram
incubadas por 30 minutos, a 37°C e ao abrigo da luz, com 50 uL de uma solugao
contendo PBS-P + anticorpos anti-BrdU marcados com FITC (TAB. 3) a 5ug/mL +
DNAse | a 5ug/ml (atividade especifica de 500Kunits/mL - SIGMA, EUA).

Apos o processo de desnaturagdo do DNA e marcagdo com os anticorpos
anti-BrdU, as células foram primeiramente lavadas com 150 uL de PBS-P e, em
seguida, com 200 uL de PBS-W. Posteriormente, foram adicionados 200 uL de
solugao fixadora contendo 1% PFA + 10g/L de cacodilato de sd6dio + 6,67g/L de
NaCl (Max Facs Fix - pH: 7,2) (reagentes SIGMA, EUA) e a suspensao celular foi
utilizada para aquisicdo de dados em citbmetro de fluxo (FACSCalibur - BD, EUA),

utilizando o programa especifico CELLQuest™ (BD, EUA).
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3.11 Ensaio de imunofenotipagem celular

Este ensaio foi realizado de acordo com as recomendacgdes dos fabricantes
de anticorpos, com algumas modificagées descritas a seguir: aliquotas de 50uL da
suspensao de PBMC, obtida no ensaio de blastogénese descrito acima, foram
transferidas para tubos de ensaio de polipropileno com capacidade para 5mL.

A cada tubo foram adicionados 50uL de anticorpos contra antigenos de
superficie celular ou dos respectivos anticorpos isotipicos marcados com diferentes
fluorocromos (TAB. 4). Os anticorpos foram previamente diluidos em PBS-W numa
concentracgéao final de 5ug/mL.

As suspensoes celulares foram incubadas por 30 minutos, TA e ao abrigo da
luz. Em seguida, as hemacias ainda presentes nas amostras foram lisadas e as
PBMC fixadas utilizando solugao de lise comercial por 10 minutos, T.A. e ao abrigo
da luz.

As amostras foram, entado, centrifugadas a 400 x g por dez minutos, a 18°C e
o sobrenadante descartado. Posteriormente, as amostras foram lavadas com PBS-W
e, finalmente, 200 uL de MFF foram adicionados a amostra. A aquisicdo dos dados

foi realizada no FACSCalibur, utilizando o programa especifico CELLQuest™.

Tabela 3. Painel de anticorpos utilizados nos ensaios funcionais por citometria de
fluxo.

Anticorpos Monoclonais Conjugados com Fluorocromos

Tubos FITC PE
01 a-BrdU [Clone: B44]* a-CD4  [Clone: L200]*
02 «-BrdU [Clone: B44]* a-CD3  [Clone: SK7]*
03 a-BrdU [Clone: B44]* a-CD8  [Clone: 3B5]*
04 o-BrdU [Clone: B44]* «-CD19 [Clone: HIB19]*
05 o-lgG o-lgG

* BD-Pharmingen, EUA
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Tabela 4. Painel de anticorpos utilizados nos estudos de aspectos fenotipicos de
PBMC.

Anticorpos Monoclonais Conjugados com Fluorocromos

Tubos FITC PE TC/Cy-Chrome
01 o-CD4 [Clone: RPA-TA]*  4-CD25 [Clone: M-A251]* o-CTLA-4 [Clone: BNI3]*
02 a-CD4 [Clone: RPA-TA]*  -CD25 [Clone: M-A251]* o-HLA-DR [Clone: TU36]**
03 a-CD4 [Clone: RPA-T4]*  ,-CD69 [Clone: FN50]* 0-CD25 [Clone: 3G10]**
04 a-CD4 [Clone: RPA-T4]*  ¢-CD38 [Clone: HB7]* «-CD25 [Clone: 3G10]**

05 a-CD4 [Clone: RPA-TA]*  -CD45RO [Clone: UCHL-1]**  ,-CD25 [Clone: 3G10]**
06 a-CD4 [Clone: RPA-TA]*  -CD45RA [Clone: MEM56 |**  4-CD25 [Clone: 3G10]**

07 a-CD3 [Clone: SK7]* a-CD62L [Clone: DREG-56]** «-CD4 [Clone: S3.5]*
08 o-CD3 [Clone: SK7]* o-CD44 [Clone: MEM85]** o-CD4 [Clone: S3.5]*
09 a-lgG a-lgG a-lgG

* BD-Pharmingen, EUA
** Caltag, EUA

3.12 Aquisicéo e anélise dos dados

A aquisicao e a subsequente analise dos dados foram realizadas utilizando-se

o programa especifico CELLQuest™

, sendo os dados obtidos armazenados no
modo lista do programa.

Para garantir que subpopulagbes minoritarias estivessem suficientemente
representadas nas amostras, a fim de possibilitar seguranca nas analises
estatisticas dos parametros analisados, foram obtidos entre 10 a 30 mil eventos por
amostra.

A Figura 3 ilustra a estratégia empregada para as analises por citometria de
fluxo. Primeiramente, graficos de distribuicdo pontual foram construidos pela
combinagao dos parametros de tamanho e complexidade celular (FSC x SSC) e a
populacdo de interesse, que se constituiu de linfécitos e linfoblastos, foi selecionada
dentro da regido R1 (FIG. 3A).

Em seguida, os eventos selecionados nesta regidao foram representados em
graficos de distribuicdo pontual construidos com combinacbes de diferentes

fluorescéncias - FL, por exemplo, FL2/Anti-CD4 PE versus FL1/Anti-BrdU FITC (FIG.
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3B). Esses graficos foram, entdo, divididos em quatro quadrantes (Q1 a Q4) e as
freqUéncias dos eventos observados em cada quadrante foram determinadas pelo
programa CELLQuest™.

Nas analises dos aspectos funcionais, a reatividade da populacao total de
PBMC, ou seja, a frequéncia de todas as células que incorporaram BrdU, foi
calculada pela soma dos quadrantes Q2 e Q4. Em seguida, a reatividade das
populagbes celulares especificas (LB CD19", LT CD3", LT CD4" e LT CD8") foi
determinada utilizando-se a seguinte abordagem: o percentual de linfocitos reativos
nas populacdes especificas foi dividido pelo percentual total de PBMC reativos,

sendo o valor final multiplicado por 100, ou seja,

Reatividade - J % de linfocitos BrdU™ na pop. especifica \ x 100
Pop. Espec. % de PBMC BrdU”*

Nas analises dos aspectos funcionais e fenotipicos da subpopulacio
majoritaria de LT CD4" convencionais e da subpopulacédo minoritaria de LT CD4™'",
utiizamos a seguinte estratégia metodoldgica: primeiramente, a densidade de
expressdo do marcador CD4 foi analisada em histogramas de freqiéncia
construidos com os eventos contidos na regido R1 (FIG. 3C). Em seguida, os
linfécitos apresentando densidades baixas ou intermediarias do marcador CD4 foram
denominados por LT CD4" convencionais e selecionados na regido R3. Os linfocitos
expressando alta densidade da molécula CD4 de superficie foram denominados LT
CD4"'®" e selecionados dentro de R4 (FIG. 3D). A freqliéncia de cada subpopulacéo
de linfécitos T auxiliar foi, entdo, determinada pelo programa CELLQuest™.

Finalmente, histogramas de frequéncia foram construidos com os eventos
contidos, simultaneamente, nas regides R1/R3 ou R1/R4 e a frequéncia de células
que incorporaram BrdU® (células reativas), assim como de células expressando
marcadores de ativagao, de co-estimulacdo ou de memodria, foi determinada para

cada subpopulacao de linfécitos T auxiliares.
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Figura 3 - Figura ilustrativa dos passos utilizados para a anélise dos dados por citometria de
fluxo. (A) Grafico de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus complexidade celular
(SSC) demonstrando a populagao de interesse (linfocitos e linfoblastos) contida na regido
R1; (B) Gréficos de distribuicdo pontual de FL1/anti-BrdU-FITC versus FL2/anti-CD4-PE
demonstrando diferentes populagdes celulares contidas nos quadrantes Q1-Q4: LT
CD4'BrdU™ contidos em Q1, LT CD4'BrdU* contidos em Q2 e CD4BrdU" contidos em Q4;
(C) Graficos de distribuicdo pontual de FL1/anti-BrdU-FITC versus FL2/anti-CD4-PE
demonstrando a populagéo de linfocitos T auxiliares (CD4") selecionados na regido R2 e;
(D) Histograma de freqliéncia da intensidade de expressao da molécula de superficie CD4,
demonstrando a populagdo de LT CD4" convencionais na regido R3 e a populagdo de LT
CD4"'°" na regigo R4.

3.13 Analise estatistica dos dados

Os graficos e as analises estatisticas foram realizados utilizando-se os
programas GraphPad Prisma 3.03 (San Diego, CA, USA) e Minitab 13.01 (P.A,,
USA). O teste t de Student foi usado, quando aplicavel, para detectar as diferengas
entre as médias de dois grupos. Quando o teste t de Student n&o pode ser ajustado,

foi utilizado o teste ndo-paramétrico Mann-Witnney.
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Para detectar as diferengas entre as médias de mais de dois grupos foi usado
o teste paramétrico ANOVA e, uma vez determinada existéncia de diferencas entre
as medias, foram realizados testes de comparagdes multiplas de Tukey para
determinar quais médias diferiram. Quando o teste ANOVA né&o pode ser ajustado,
os testes nao-paramétricos de Kruskal-Wallis e as comparagdes multiplas de Dunn
foram utilizados.

Finalmente, considerando-se que alguns dados analisados ndo apresentaram
distribuicdo normal, a existéncia de associagdes entre as variaveis foi identificada
utilizando-se o teste ndo paramétrico de correlagdo de Spearman (rs).

Todos os testes foram realizados ao nivel de 95% de confiangca (a=0,05).
Todo o procedimento de analise estatistica dos dados foi realizado sob a supervisao
e orientagdo da consultora de Bioestatistica do CPqRR - FIOCRUZ, Ana Carolina
Lustosa Lima.
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Resultados

4.1 Reatividade in vitro de PBMC avaliada pelas metodologias de
deteccdo de *H-Td ou BrdU incorporados ao DNA celular durante a
fase S do ciclo celular

O aspecto funcional avaliado neste estudo foi a reatividade (proliferagdo)
celular de PBMC isolados dos voluntarios residentes nas areas endémicas foi
determinada, apds estimulagdo in vitro na presenga de PHA-P, de SEA ou de

SWAP. Vale ressaltar que a reatividade foi avaliada pelas metodologias de detecc¢ao

de °H-Td ou BrdU incorporados ao DNA celular, sendo que, independente da
metodologia utilizada, os resultados de reatividade celular foram expressos como
indice de Estimulagao (IE), ou seja, o quociente da divisdo entre os valores (cpm ou
% de células BrdU") obtidos para a cultura estimulada e os valores obtidos para a
cultura controle.

As Figuras 4 e 5 representam os resultados de reatividade celular, avaliados
com o emprego das metodologias de incorporagao de *H-Td e incorporagdo de
BrdU. Podemos observar que, independentemente da metodologia empregada, a
estimulacéo in vitro ndo induziu diferengas significativas (p > 0,05) entre os grupos
de individuos avaliados (NI, XTO e CO).

Vale ressaltar, ainda, que em ambas metodologias, a reatividade celular
induzida pela estimulacao por SEA foi semelhante aquela induzida por SWAP. Além
disso, apesar da metodologia de incorporagdo de BrdU ter apresentado valores de
IE mais baixos do que os valores obtidos com a metodologia de incorporagéo da 3H-
Td, em ambas a reatividade celular induzida por PHA-P foi significativamente maior

que aquela induzida pelos antigenos SEA ou SWAP (p< 0,05).
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NI XTO co
Grupos

100+ B C

1004

|IE (SEA / Controle)
|IE (SWAP / Controle)

Grupos

Grupos

Figura 4 - Reatividade de PBMC obtidas de individuos residentes em areas endémicas avaliada pelo
método de incorporagao de *H-Td apos estimulagao in vitro por PHA-P (A), SEA (B) ou SWAP (C).
Os resultados foram expressos como indice de estimulagédo (IE) e representados em graficos de
dispersdo de valores individuais. As barras coloridas representam as medianas obtidas para os

grupos de individuos: NI [@ O], XTO [@ ¢] e CO @ A]. Graficos em escala logaritmica.
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Figura 5 - Reatividade de PBMC obtidas de individuos residentes em areas endémicas avaliada
pelo método de incorporagéo de BrdU apos estimulagéo in vitro por PHA-P (A), SEA (B) ou SWAP
(C). Os resultados foram expressos como indice de estimulagao (IE) e representados em graficos de
dispersdo de valores individuais. Barras coloridas representam as medianas obtidas para os grupos
de individuos: NI [ O], XTO [@ ©] e CO @ A]. Graficos em escala logaritmica.
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Apos verificarmos a correspondéncia entre os resultados de reatividade in
vitro de PBMC obtidos com o emprego das metodologias de incorporagao de 3H-Td
e de incorporacdo de BrdU, nds aplicamos o teste estatistico ndo paramétrico de
correlacdo de Spearman para verificar a existéncia de associacbes entre o
desempenho destas metodologias. Os resultados demonstraram uma correlagéo

positiva entre os desempenhos das duas metodologias empregadas (FIG. 5).
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Figura 6 - Correlacao entre a reatividade de PBMC avaliada pelos métodos de deteccao de
3H-Td ou BrdU incorporados ao DNA celular apods estimulagao in vitro na presenca de PHA
(0), SEA (©0) ou SWAP (0). A associagdo entre as varidveis foi representada pelo
coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) e a forca desta associagéo representada pelo

valor p, sendo considerados significativos os valores p < 0,05.

A correlagdo positiva entre as duas metodologias empregadas validou as
subsequentes analises dos aspectos funcionais da resposta imune celular contra
antigenos de S. mansoni realizadas com os dados de reatividade celular obtidos
com o emprego da metodologia de incorporagdo de BrdU associada a
imunofenotipagem celular. Esta estratégia metodolégica nos permitiu avaliar,
simultaneamente, os aspectos funcionais e imunofenotipicos da resposta de

linfoproliferagéo apds estimulacgéao in vitro.
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4.2 Frequiéncia e reatividade in vitro de LB CD19" e LT CD3"

Os resultados descritos acima foram indicativos de que a reatividade in vitro
de PBMC nao ¢ influenciada pelo contexto da infecgao (NI, XTO ou CO) nem pela
estimulagc&o antigénica (SEA ou SWAP). Apesar disto, questionamos se a auséncia
de diferencgas, necessariamente refletia um envolvimento das mesmas populacoes
celulares. Para responder a esta questdo, nossa proxima estratégia metodoldgica foi
realizar analises funcionais e fenotipicas das diferentes populagdes de linfécitos
presentes em PBMC estimulados pelos antigenos.

Assim, quantificamos a frequéncia das populacbes de LT CD3" e de LB
CD19", assim como das subpopulagbes majoritarias de LT auxiliares CD4" e de LT
citotoxicos/supressores CD8" presentes nas culturas de PBMC apds estimulagéo por
SEA ou SWAP. Em seguida, avaliamos a reatividade celular destas populagdes,
calculando o percentual de contribuicdo destas populagdes para a proliferagao total
de PBMC.

A Tabela 5 sumariza os resultados das analises de frequéncia das
populacdes de LB CD19" e LT CD3" apds estimulacdo in vitro por SEA e SWAP.
Comparando estas duas populagdes de linfocitos, podemos observar que os LT
CD3" formaram a populagéo celular majoritaria (~60%) em relagdo aos LB CD19"
(~10%) nas culturas de PBMC (p<0,001). Entretanto, quando comparamos a
frequéncia de cada populacédo entre os grupos de individuos avaliados (NI, XTO e
CO) nao observamos diferengas significativas (p > 0,05), sugerindo que o contexto
da infeccado nao influencia a participacdo destas populagdes celulares na resposta
imune contra antigenos de S. mansoni.

A importancia dos LT CD3" nas culturas de PBMC foi corroborada pelas
analises dos aspectos funcionais das diferentes populacdes celulares, sendo que
estes linfocitos apresentaram maior reatividade in vitro, contribuindo com
aproximadamente sessenta e cinco por cento da proliferacdo celular total, enquanto
os LB CD19" contribuiram com apenas trinta por cento da proliferacdo celular total
(FIGs. 7 e 8).

A reatividade dos LT CD3" foi semelhante entre os grupos de individuos
avaliados (p > 0,05) e independentes do estimulo antigénico utilizado (SEA e
SWAP). Entretanto, em relacdo aos LB CD19" a estimulacdo com o antigeno SWAP
induziu maior reatividade (p <0,05) no grupo de individuos mono-infectados por S.

mansoni - XTO em relagdo ao grupo de individuos ndo infectados - NI (FIG. 7B). O
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mesmo efeito ndo foi observado apds estimulagdo de PBMC com o antigeno SEA

(p=0,2860) (FIG. 7A). Estes resultados sugerem que os LB CD19" podem

apresentar um importante papel na resposta imune induzida pela infecgao por S.
mansoni.

Tabela 5 - Freqiiéncia de LB CD19" e LT CD3", apos estimulagdo in vitro.

SEA SWAP

LB CD19* LT CD3* LB CD19* LT CD3*

NI 11,9 (04,2-23,4) 63,5 (33,7-79,1) 11,4 (04,7-22,0) 59,4 (41,5-82,6)
XTO 11,9(04,1-19,6) 61,6 (44,6-80,1) 10,7 (05,8-20,7) 64,1 (42,1-82,1)

CO 12,4(06,8-15,2) 61,4 (39,6-86,8) 11,7 (0,7-16,7) 57,0 (50,5-86,8)

Os resultados foram expressos como mediana da freqliiéncia de cada populagdo de

linfécitos. Os numeros representados entre parénteses indicam valores minimos e
maximos dos intervalos.

100+ A 100+ a B
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Reatividade de LT CD19*
Reatividade de LT CD19*

NI XTO co
Grupos Grupos

Figura 7 - Reatividade de LB CD19" apds estimulagdo in vitro por SEA (A) ou SWAP (B). A
reatividade foi calculada como o valor percentual da contribuicdo de LT CD19" para a
proliferacédo celular total de PBMC e foi representada em graficos de dispersdo de valores
individuais. As barras coloridas representam os valores medianos de os grupos de
individuos: NI @ O], XTO [@ <] e CO [ M A]. A letra a representa diferenga significativa entre a

mediana observada para o grupo XTO em relagdo ao grupo NI. Graficos em escala logaritmica.
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Figura 8 - Reatividade de LT CD3" apos estimulagéo in vitro por SEA (A) ou SWAP (B). A
reatividade foi calculada como o valor percentual da contribuicdo de LT CD3" para a
proliferacao celular total de PBMC e foi representada em graficos de dispersdo de valores
individuais. Barras coloridas representam os valores medianos obtidos para os grupos de
individuos: NI [@ O], XTO [@ ©] e CO [ A]. Gréaficos em escala logaritmica.

4.3 Freguéncia e a reatividade in vitro das subpopulacdes majoritarias de
LT CD4" e de LT CDS8"

Em relacédo as frequéncias das subpopulacdes de LT CD4" e LT CD8", os
resultados sumarizados na Tabela 6 demonstraram maior envolvimento (p < 0,01) da
subpopulacdo de LT CD4" quando comparado & subpopulacdo de LT CD8" apenas
nos grupos XTO e CO, apods estimulagao por SEA. Ja em relagao a influéncia do
contexto da infeccdo na participacdo destas subpopulagdes de linfécitos na resposta
imune contra SEA ou SWAP, ndo observamos diferengas significativas (p > 0,05)

entre os grupos de individuos avaliados (NI, XTO ou CO).
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Tabela 6 - Frequéncia de LT CD4" e LT CD8" apos estimulagéo in vitro.

SEA SWAP

LT CD4* LT CD8* LT CD4* LT CD8*

NI 40,3 (24,0-59,4) 27,1 (10,0-40,0) 38,2 (22,3-56,4) 34,1 (21,3-63,1)

XTO 48,3 (32,4-62,0) 27,3 (22,2-31,9) 47,2 (29,5-63,1) 36,3 (26,5-40,7)

CO 47,6 (37,1-71,6) 29,1 (21,2-40,4) 38,9 (30,5-64,3) 30,2 (23,5-44,4)

Os resultados foram expressos como mediana da frequéncia de cada populagido de
linfocitos, sendo os valores minimos e maximos do intervalo indicados entre parénteses.

Os resultados de reatividade in vitro das subpopulacdes de LT CD4" e LT
CD8" foram resumidos nas Figuras 9 e 10. Podemos observar que a subpopulagéo
de LT CD4" foi mais reativa (~50%) quando comparada & subpopulagdo de LT CD8"
(~ 30%), independente do estimulo antigénico (SEA ou SWAP) utilizado.
Novamente, o contexto da infecgdo ndo induziu diferencgas significativas (p > 0,05) na
reatividade dos LT CD4" e LT CD8", ja que os valores obtidos para os grupos de
individuos NI, XTO e CO foram semelhantes.

Para confirmar o maior envolvimento da subpopulacdo de LT CD4" durante a
resposta imune induzida pelos antigenos de S. mansoni, a razao entre a frequéncia
e reatividade destas subpopulagbes de linfocitos (CD4'/CD8") foi calculada
considerando-se o contexto da infeccdo. Os resultados obtidos para esta razéo
foram sempre maiores que um, confirmando a maior participacédo da subpopulagao
de LT CD4", tanto em termos de frequiéncia como de reatividade in vitro (FIGs. 11 e
12). Além disso, podemos observar que o envolvimento das subpopulagdes de
linfécitos ndo foi influenciado pelo contexto da infecgdo, ja que nao foram
observadas diferengas significativas (p > 0,05) entre as medianas obtidas para os

grupos de individuos avaliados, independente do estimulo antigénico utilizado.
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Figura 9 - Reatividade de linfocitos T CD4" ap6s estimulagdo in vitro por SEA (A) ou SWAP (B). A
reatividade foi calculada como o valor percentual da contribuicdo de LT CD4" para a
proliferacdo celular total de PBMC e foi representada em graficos de dispersdo de valores
individuais. As barras coloridas representam os valores medianos obtidos para os grupos de
individuos: NI [@ O], XTO [@ ©] e CO [® A]. Graficos em escala logaritmica.

1004 A
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Figura 10 - Reatividade de linfécitos T CD8" apds estimulagao in vitro por SEA (A) ou SWAP (B). A
reatividade foi calculada como o valor percentual da contribuicdo de LT CD8" para a
proliferacao celular total de PBMC e foi representada em graficos de dispersdo de valores
individuais. As barras coloridas representam os valores medianos obtidos para os grupos de
individuos: NI [0 O], XTO [@ ©] e CO [@ A]. Graficos em escala logaritmica.
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Figura 11 - Razdo entre a frequiéncia de LT CD4" e LT CD8" apds estimulagéo in vitro por
SEA (A) ou SWAP (B). Os resultados foram representados em graficos de dispersdo de
valores individuais, sendo os valores medianos de cada grupo de individuos representados

por barras coloridas: NI [@ O], XTO [@ ¢] e CO [® A]. Gréaficos em escala logaritmica.

NI XTO (e0] NI XTO co
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Figura 12 - Razdo entre a reatividade de LT CD4" e de LT CD8" (LT CD4'BrdU" / LT CD8"BrdU")
apos estimulagédo in vitro por SEA (A) ou SWAP (B). Os resultados foram representados em graficos
de dispersdo de valores individuais, sendo os valores medianos de cada grupo de individuos

representados por barras coloridas: NI [@ O], XTO @ <] e CO [MA]. Graficos em escala

logaritmica.
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4HIGH

4.4 Frequéncia e reatividade in vitro da subpopulagéo LT CD

Embora ndo tenham sido detectadas diferengas significativas na frequéncia e

reatividade da subpopulagdo majoritaria de LT cD4’ e, baseado em trabalhos da
literatura que chamam a atengdo para um subconjunto minoritario de células T

cD4™" (Ridgway et al. 1998; Lejon & Fathman 1999; Novak et al. 1999), passamos a

avaliar a presenca e caracterizar a subpopulacdo de LT CD4"™®" dentro do contexto
da infecgao por S. mansoni.

A analise dos dados nos permitiu identificar esta subpopulagdo de LT CD4'¢"
(FIG. 13) e demonstrar que estes linfécitos estavam contidos, principalmente, no
subconjunto de LT CD4" reativos, ou seja, LT CD4" que incorporaram BrdU (FIG.

14).
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Figura 13 - Histograma representativo da frequéncia de linfocitos expressando alta
densidade do marcador CD4 de superficie (LT CD4"'°") apos estimulagdo in vitro com

SWAP. O gréfico foi construido com os dados provenientes de um individuo do grupo XTO.
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Figura 14 - Histograma representativo da intensidade média de fluorescéncia (MFI) de LT
CD4" reativos (CD4'BrdU") e LT CD4" néo reativos (CD4'BrdU’) apos estimulag&o in vitro
com SWAP. O grafico foi construido com os dados provenientes de um individuo do grupo
XTO.

4H1CH  avaliamos se haveria

Apo6s identificarmos a subpopulacédo de LT CD
diferenca na freqiéncia e expansao destes linfécitos considerando-se o contexto da
infeccdo e a resposta imune celular antigeno-especifica (NI, XTO ou CO). As
analises dos resultados mostraram que o contexto da infec¢cao influenciou a
frequéncia e reatividade destas células, sendo que o tipo de estimulo antigénico
(SEA ou SWAP) também induziu diferencgas significativas (FIGs. 15, 16 e 17).

A Figura 15 resume os dados de freqiiéncia de LT CD4"'¢"

e mostra que a
estimulagédo in vitro com SEA induziu uma menor frequéncia (p < 0,05) destes
linfécitos nos individuos dos grupos XTO e CO comparada aquela dos individuos do
grupo NI. Ja a estimulagcdo por SWAP induziu menor frequéncia (p < 0,05) de LT
CD4"®" apenas no grupo de individuos co-infectados quando comparada aos
valores observados para os individuos do grupo XTO.

Apos investigarmos a influéncia do contexto da infecgdo na freqiéncia de LT
CD4"'" avaliamos a reatividade destes linfocitos no contexto da mono- ou co-
infeccbes. Para esta analise, nossa estratégia foi calcular a contribuicdo da
subpopulacdo de LT CD4"'®" para a proliferagdo total de LT CD4*. Os resultados
desta analise ndo demonstraram diferencas significativas (p > 0,05) entre a
reatividade dos LT CD4"™°" quando comparamos os grupos de individuos avaliados

(FIG. 16).
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Figura 15 - Frequiéncia de LT CD4"'®" apos estimulagao in vitro por SEA (A) ou SWAP (B).
A freqiiéncia de LT CD4"'°" foi calculada como o valor percentual de LT CD4"cH
observados na subpopulagéo de LT CD4" e foi representada em graficos de dispersdo de
valores individuais. As barras coloridas representam os valores medianos obtidos para os
grupos de individuos: NI [@ O], XTO @ <] e CO MA]. As Letras a e b representam a
existéncia de diferencas significativas (p < 0,05) entre a freqiiéncia de LT CD4"'®" no grupo
de individuos XTO e CO, respectivamente, em relagdo ao grupo NI. A letra c representa a
existéncia de diferenca significativa (p < 0,05) entre a freqiiéncia de LT CD4™®" no grupo de
individuos CO comparado ao grupo XTO. Graficos em escala logaritmica.
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Figura 16 - Reatividade de LT CD4"'°" apds estimulagéo por SEA (A) ou SWAP (B). A reatividade

foi calculada como o valor percentual da contribuicdo de LT CD4™®" para a proliferacdo

celular total de LT CD4" e foi representada em graficos de dispersao de valores individuais. As

barras coloridas representam os valores medianos obtidos para os grupos de individuos: NI [O O],
XTO [@ ©]e CO @ A]. Gréaficos em escala logaritmica.
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Finalmente, investigamos a influéncia dos diferentes antigenos SEA e SWAP
sobre a freqiiéncia e reatividade dos LT CD4"'°"  considerando o contexto da

infeccdo. Nossos resultados mostram que o antigeno SWAP induziu maior

freqiéncia (p = 0,0057) e reatividade dos LT CD4™" (p=0,0156) quando

comparadas aquelas induzidas pelo antigeno SEA, apenas no grupo de individuos
XTO (FIG. 17).
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Figura 17 - Influéncia dos antigenos SEA (H) e SWAP (H) na freqliéncia (A) ou reatividade (B) de LT

CD4"'°". Os resultados foram representados em graficos de disperséo de valores individuais, sendo
os valores medianos da freqliéncia e reatividade representados por barras coloridas. Graficos em

escala logaritmica. Os asteriscos representam as diferencas significativas (p > 0,05) na freqiiéncia e
reatividade induzidas pelos antigenos.
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4.5 Aspectos fenotipicos das subpopulacées de LT CD4" convencionais
e de LT CD4™c"

Apos a identificagdo da existéncia de uma subpopulagdo de LT CD4™®" em
culturas de PBMC estimuladas in vitro, demonstramos que a frequéncia e reatividade
destes LT CD4"°H szo dependentes do contexto da infecgdo e do estimulo
antigénico. Em seguida, questionamos se a presenga/auséncia de co-infec¢des
induziria diferengcas na expressao de outros marcadores de superficie celular nesta

HIGH

subpopulacdo minoritaria de LT CD4 e, ainda, se estes linfocitos seriam

diferentes dos linfocitos T CD4" convencionais.

4.5.1 Expresséo dos marcadores de ativacao celular na subpopulacéo de
LT auxiliares

Primeiramente, realizamos a analise do perfil de expressdao dos marcadores
de ativacao inicial (CD69 e CDG62L), ativacdo intermediaria (CD25 e CD38) e
ativagao tardia (HLA-DR). Os resultados obtidos foram representados na Figura 18,

onde podemos observar que os LT CD4McH

apresentaram maiores niveis de
expressao dos marcadores de ativagao CD69, CD25 e HLA-DR comparados aos LT
CD4" convencionais (p < 0,01). A maior expressdo destes marcadores de ativagéo
nos LT CD4"™®" foi independente dos estimulos antigénicos utilizados (SEA ou
SWAP) ou do contexto da infec¢ao (NI, XTO ou CO).

Entretanto, para os marcadores de ativacdo CD62L e CD38 a estimulagao in
vitro com SEA ou SWAP néo induziu diferengas significativas (p > 0,05) nas
frequéncias obtidas para as duas subpopulacdes avaliadas, independente do
contexto da infecgcao (FIG. 19). Além disso, considerando que o marcador CD62L é
uma selectina que esta presente também em linfocitos n&o primados por antigenos,
mas tém a expressdo diminuida apds eventos de ativacdo celular, avaliamos a

4H'®H o | T CD4" convencionais.

densidade de expressao deste marcador nos LT CD
Nossos resultados ndo demonstraram diferengas significativas na densidade de

expressao deste marcador de ativagao (FIG. 20).
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Figura 18 - Freqiiéncia de LT CD4" convencionais e LT CD4MeH expressando os marcadores de

ativacao celular CD69, CD25 e HLA-DR apo6s estimulagao in vitro por SEA (A, C, E) ou SWAP (B, D,
F). Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,01) entre a freqiiéncia de LT ativados CD69",
CD25" e HLA-DR" observados no subconjunto de LT CD4™°" (#¢s) em relagdo aos LT CD4*
convencionais (°¢4). Os resultados foram representados em graficos de disperséo individual, sendo
as barras coloridas representativas da mediana obtida para os grupos de individuos: OO NI, OB XTO

e OB CO. Graficos em escala logaritmica.
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Figura 19 - Freqiiéncia de LT CD4" convencionais (o042 ) e LT CD4"'®" (e+4 ) expressando os
marcadores de ativacao celular CD62L e CD38 apds estimulagdo in vitro por SEA (A, C, E)
ou SWAP (B, D, F). Os resultados foram representados em graficos de dispersao individual, sendo
as barras coloridas representativas da mediana obtida para os grupos de individuos: OO NI, OB XTO

e OB CO. Graficos em escala logaritmica.
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Figura 20 - Densidade de expressao (MFI) do marcador de ativagao celular CD62L em LT
CD4" convencionais (c°2) e LT CD4"C" (eea) apés estimulagdo in vitro por SEA (A) ou

SWAP (B). Os resultados foram representados em graficos de dispersao individual, sendo as barras

coloridas representativas da mediana obtida para os grupos de individuos: OO NI, OB XTO e OB CO.

Graficos em escala linear.

4.5.2 Frequéncia in vitro de LT auxiliares CTLA-4"

A analise da frequéncia de LT auxiliares expressando o marcador de co-
estimulacao celular CTLA-4 demonstrou que, independente do contexto da infeccao
(NI, XTO e CO) ou do estimulo antigénico, os LT CD4™" apresentaram maior
expressdo deste marcador (p>0,01) comparada aquelas observadas para os LT
CD4" convencionais. Contudo, no grupo NI ocorreu uma excegdo, pois, a
estimulagédo por SWAP n&o induziu diferenga significativa (p > 0,05) no percentual de
células expressando este marcador entre os LT CD4"®H e os LT CD4"

convencionais (FIG. 21).
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Figura 21 - Freqiiéncia de LT CD4" convencionais e LT CD4"'°" expressando o marcador
de co-estimulagdo CTLA-4 apds estimulagao in vitro por SEA (A) ou SWAP (B). Os resultados
foram representados em graficos de dispersao individual, sendo as barras coloridas representativas
da mediana obtida para os grupos de individuos: OO NI, OB XTO e OB CO. Asteriscos indicam
diferengas significativas entre as frequéncias de LT CTLA-4" observados na subpopulagdo
de LT CD4"'®" (eea) em relagdo aos LT CD4* convencionais (c°s). Graficos em escala

logaritmica.

4.5.3 Freqiiéncia in vitro de LT auxiliares CD25™¢"

A anadlise da frequéncia de LT auxiliares expressando altos niveis do
marcador de células reguladoras CD25 (CD25"®") demonstrou que estes linfocitos
foram mais freqiientes entre a subpopulagdo de LT CD4"'®" (p > 0,01) comparados &
subpopulagdo de LT CD4" convencionais, apenas nos grupos XTO e CO apos
estimulacao in vitro por SEA. Ja a estimulagdo com SWAP néo induziu diferencas

significativas (p > 0,05) entre os LT CD4"'°" e 0s LT CD4" (FIG. 22).
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Figura 22 - Freqiiéncia de LT CD4" convencionais e LT CD4™" expressando alta
densidade do marcador de superficie CD25 (CD25™") apds estimulagdo in vitro por SEA
(A, C, E) ou SWAP (B, D, F). Os resultados foram representados em graficos de disperséo
individual, sendo as barras coloridas representativas da mediana obtida para os grupos de individuos:
0O NI, O3 XTO e B CO. Asteriscos indicam diferengas significativas entre as frequiéncias de
linfécitos T CD25"°" observados na subpopulacédo de LT CD4™C (es4) em relagdo aos LT

CD4" convencionais (°¢4 ). Graficos em escala logaritmica.

4.5.4 Expressédo de marcadores de memoria celular na subpopulacédo de
LT auxiliares

A andlise da frequéncia de LT auxiliares ndo primados e de memoria foi
realizada utilizando-se os marcadores CD44, CD45RA e CD45R0O. A Figura 23
resume os resultados obtidos, na qual podemos observar que os LT auxiliares
expressando o marcador CD45RO s3o mais freqiientes entre os LT CD4MCH
comparados aos LT CD4" convencionais (p <0,01), independente do contexto da
infeccdo (NI, XTO e CO) ou do estimulo antigénico (SEA ou SWAP).

No grupo de individuos NI observou-se uma maior freqiiéncia de LT CD4M¢H
expressando o marcador CD44 comparados aos LT CD4" convencionais (p > 0,01),
independente do estimulo antigénico. Quanto a expressao do marcador CD45RA,
nossos resultados ndo demonstraram diferengas significativas (p > 0,05) entre a
frequiéncia de LT CD4"™C®" CD45RA" comparados aos LT CD4* CD45RA".

Considerando-se ainda o conhecimento atual sobre marcadores de células

nao primadas e células de memdria, estudos recentes (Dutton et al. 1998) tém
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demonstrado que as moléculas CD44, CD45RA e CD45R0O podem ser expressas
por células ndo primadas por antigenos e por células de memoria, sendo que a
perda da molécula CD45RA e a aquisicao das moléculas CD44 e CD45R0O podem
melhor caracterizar o evento de diferenciacdo em células de memodria do que a
simples analise da presenca/auséncia destes marcadores sobre a superficie celular.

Assim, utilizamos a avaliagdo da densidade de expressdo dos marcadores
sobre a superficie celular como outra estratégia de analise. Os resultados desta
analise estdo apresentados na Figura 24, onde podemos observar que ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) nos niveis de expressédo destes marcadores entre as
duas subpopulagdes de LT auxiliares. Uma excegéao foi observada apenas no grupo
NI, apds estimulagdo com SEA, que demonstrou maior nivel de expressdo do
marcador CD44 nos LT CD4"®" quando comparados aos LT CD4" convencionais
(p <0,05).

Além disso, calculamos também a razdo entre o percentual de LT auxiliares
expressando ou ndo os marcadores CD45RA e CD45RO, ou seja, a razéo
(CD45RA'/CD45RA") e (CD45R0O*/CD45R0O"). Nessa abordagem, considerando-se
que a perda da isoforma CD45RA é um evento precoce na diferenciagcao celular,
uma razdo menor que 1 foi considerada indicativa de uma subpopulacdo de células
de memdria. Ja para a molécula CD45R0O, considerando-se que a aquisicio desta
isoforma € um evento que caracteriza diferenciagao celular em células de memoaria,
uma razao maior que 1 foi considerada indicativa de uma subpopulacédo de células
de memoaria. A Figura 25 resume os resultados obtidos com esta analise e mostra
que, para a isoforma CD45RA a razao foi menor ou proxima a 1, independente do
contexto da infeccéo ou dos estimulos antigénicos.

Ainda na Figura 25 podemos observar que a razdo CD45-RO" / CD45-RO" foi
maior que 1 na subpopulacdo de LT CD4"'®" e menor ou igual a 1 na subpopulacéo
de LT CD4" convencionais, sendo estas diferengas significativas (p <0,001) para
todos os grupos de individuos, independente da estimulacdo antigénica. Uma
excecgao foi observada apenas no grupo de individuos NI, apds estimulagdo com
SEA, onde n&o foram observadas diferengas significativas (p > 0,05) entre as razdes

obtidas para as subpopulagdes CD4"'®" e CD4* convencionais.
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Figura 23 - Frequéncia de LT CD4" convencionais e LT CD4"cH

expressando os
marcadores de células de memoéria CD44, CD45RA e CD45R0 apds estimulacdo in vitro por
SEA (A, C, E) ou SWAP (B, D, F). Os resultados foram representados em graficos de dispersao
individual, sendo as barras coloridas representativas da mediana obtida para os grupos de individuos:
00 NI, O3 XTO e OB CO. Asteriscos indicam diferengas significativas entre as frequéncias de
linfécitos T CD44" e CD45-RO* observados na subpopulagdo de LT CD4™MC" (sea) em

relagdo aos LT CD4" convencionais (o< ). Graficos em escala logaritmica.
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Figura 24 - Densidade de expresséo (MFI) dos marcadores de memadria CD44, CD45RA e CD45R0O
em LT CD4" convencionais (°°2) e LT CcD4MeH (**4 ) apds estimulagdo in vitro por SEA (A, C, E) ou
SWAP (B, D, F). Os resultados foram representados em graficos de dispersao individual, sendo as

barras coloridas representativas da mediana obtida para os grupos de individuos: OO NI, OB XTO e

Ol CO. Graficos em escala linear.
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Figura 25 - Razéo entre LT auxiliares CD45-RA" / LT CD45-RA" e LT CD45-RO" / LT CD45-RO" ap6s
estimulacdo in vitro por SEA (A, C, E) ou SWAP (B, D, F). Os resultados foram representados em
graficos de dispersao individual, sendo as barras coloridas representativas da mediana obtida para os
grupos de individuos: OO NI, OB XTO e OM CO. Asteriscos indicam diferengas significativas
(p < 0,001) entre as razdes CD45-RO* / CD45-RO™ observadas no sub-conjunto de LT CD4™C" (eea)

em relagéo aos LT CD4" convencionais (°°4 ). Graficos em escala logaritmica.
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4.6 Correlagéo entre os principais achados sobre os aspectos funcionais
e fenotipicos in vitro das populacdes celulares e outros parametros
bioldgicos relacionados as infeccdes helminticas

Considerando-se que dados da literatura sugerem que a presenga de co-
infeccbes por geo-helmintos resulta em maior parasitemia por S. mansoni (Fleming et
al. 2006) e, ainda, que nossos resultados demonstraram que a co-infecgdo por S.

mansoni e geo-helmintos induziu uma menor freqiiéncia de LT CD4"'¢"

apos
estimulacédo in vitro por SEA e SWAP (FIG. 15), nossa préxima estratégia
metodoldgica foi avaliar a existéncia de associagdes entre a intensidade de infecgao
e 0s aspectos funcionais ou fenotipicos da resposta imune induzida pelos antigenos
de S. mansoni no contexto das co-infecgdes.

Para esta abordagem, o teste estatistico ndo paramétrico de Spearman foi
aplicado para correlacionar os parametros imunoldgicos obtidos apés estimulagao in
vitro com cada antigeno, considerando os dados da populacao total, independente
do contexto da infec¢cdo e também com os dados separados por grupo de individuos
(NI, XTO e CO). Os dados de intensidade de infecgdo por S. mansoni,
ancilostomideos e A. lumbricoides e de idade dos individuos também foram
considerados nas analises de correlagoes.

Nenhuma correlagdo significativa foi encontrada entre os parametros
imunoldgicos obtidos apds estimulaggo com SWAP. Além disso, nenhuma
associagdo foi observada entre os parametros imunologicos: frequéncia e
reatividade da populacdo de LT CD3, assim como de suas subpopulacdes
majoritarias LT CD4 e LT CD8 com outros parametros analisados independente do
estimulo antigénico utilizado (dados ndo mostrados).

A intensidade de infecgdo por S. mansoni (epg) foi negativamente
correlacionada com os parametros imunoldgicos de frequéncia e reatividade de LT
CD4M"'®! observadas na populagao total e também no grupo de individuos CO, sendo
esta a unica correlagdo significativa observada quando analisamos os grupos de

individuos separadamente (FIG. 26).
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Figura 26 - Correlagdo negativa entre a intensidade de infeccdo por S. mansoni (epg)
versus freqiiéncia (A e C) e reatividade (B e D) de LT CD4"'°" apés estimulagao in vitro por
SEA. (A e B) representam as analises considerando a populagao total, independente do
contexto da infecgdo. (C e D) representam as analises considerando apenas os dados
obtidos para o grupo CO. A forca da associagado entre as variaveis foi representada pelo

valor p, sendo considerados significativos os valores p < 0,05.
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4FHGH

, este foi
negativamente correlacionado com a freqiéncia in vitro de LT CD e também
com a reatividade de PBMC. Porém, a reatividade de LB CD19" apresentou

correlagdo positiva com a intensidade de infecgéo por S. mansoni (FIG. 27).
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Figura 27 - Associagdes da reatividade LB CD19" induzida por SEA com a intensidade de
infeccdo por S. mansoni a intensidade de infecgdo por S. mansoni e com outros parametros
imunologicos. (A) Correlagio positiva entre reatividade LB CD19" e intensidade de infecgéo
por S. mansoni. Correlagdo negativa entre reatividade LB CD19" e reatividade de PBMC (B)

e freqiiéncia de LT CD4"'e"

(C). A forca da associagao entre as variaveis foi representada
pelo valor p, sendo considerados significativos os valores p < 0,05. A reatividade de PBMC
foi avaliada pela metodologia de incorporagdo de *H-Td e os resultados expressos como

indice de estimulagao (IE).
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“Se encararmos 0 mundo com a mente vazia,

nossa experiéncia sera merecidamente sem sentido.
A experiéncia ndo da sentido aos conceitos;

0s conceitos, sim, podem dar sentido as experiéncias”

Theobald, 1968
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5.1 Reatividade in vitro de PBMC avaliada pelas metodologias de deteccao de
*H-Td ou BrdU incorporados ao DNA

Proliferacdo de linfécitos tem sido utilizada para avaliar a reatividade celular
induzida por antigenos do S. mansoni nos estudos sobre a resposta imune antigeno-
especifica (Gazzinelli et al. 1983a e 1985; Bahia-Oliveira et al. 1992; Viana et al. 1994;
Malaquias et al. 1997; Groux et al. 1998; Mduluza et al. 2001; Corréa-Oliveira et al. 2002;
Geiger et al. 2002).

Diferentes metodologias ja foram descritas para avaliar a resposta de
proliferagcédo celular induzida por antigenos ou mitégenos. Duas destas metodologias
empregam o mesmo principio que se baseia na entrada de nucleosideos pirimidinos
(3H—Td ou BrdU) nas células através de um processo de difusao facilitada pela agao
de enzimas intracelulares (permeases). Na célula, os nucleosideos séo fosforilados
pela enzima timidina quinase, uma enzima da via de recuperacao dos nucleotideos.

Durante o processo de replicacdo do DNA, o monofosfato de *H-Td ou de
BrdU compete, entdo, com a timidina monofosfatada produzida pela via de novo
(Riechard 1988) apud (Reome et al. 2000). Apesar de terem o mesmo principio, as
duas metodologias diferem na forma de detec¢ao do nucleosideo incorporado que,
na técnica da °H-Td é feita através da detecgdo da radioatividade pela cintilacdo
liquida (Gazzinelli et al. 1983b).

Na técnica que utiliza BrdU, anticorpos monoclonais especificos contra este
nucleosideo sao conjugados com fluorocromos para atuarem como sondas
moleculares que permitem a detecc¢do das células que incorporaram BrdU durante a
replicacdo do DNA, sendo a intensidade de fluorescéncia observada diretamente
relacionada a quantidade de BrdU incorporado (Gratzner 1982).

O método da incorporacdo de *H-Td tem sido tradicionalmente descrito nos
estudos sobre a resposta imune induzida contra antigenos do S. mansoni e tém
revelado a existéncia de associacbes de distintos perfis de resposta com as
diferentes formas clinicas da esquistossomose (Colley et al. 1977; Ottensen et al. 1978;
Nash et al. 1982; Gazzinelli et al. 1985).

Apesar da eficiéncia e da tradicional utilizagdo da metodologia de
incorporagao de *H-Td, a técnica que utiliza a incorporagdo de BrdU tem a vantagem
de permitir a combinacdo de anticorpos especificos contra diferentes moléculas de
superficie e/ou intracitoplasmaticas, o que possibilita a utilizacdo de analises
multiparamétricas em células individuais. Portanto, esta metodologia permite a
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realizacdo de analises simultdneas dos aspectos funcionais e fenotipicos de
populacdes celulares envolvidas na resposta imune contra antigenos do parasito.

Neste contexto, os pesquisadores Mehta e Maino (1997) avaliaram
simultaneamente a incorporagcao de BrdU e a expressao de marcadores de ativagao
e de citocinas intracitoplasmaticas em subpopulacdes de linfocitos T presentes em
BPMC ativadas pelo superantigeno enterotoxina estafilocécica B (SEB). Neste
estudo os autores demonstraram que as células que incorporaram BrdU nao
produziam as citocinas IL-2 e IFN-y e vice-versa. Além disso, a expressédo de
citocinas foi transitoria, ocorrendo dentro das primeiras 24 horas, enquanto a sintese
de DNA s¢ foi detectada 24 horas apds a estimulagcdo com SEB, sugerindo que as
atividades de expressar citocinas e sintetizar DNA apresentam cinéticas distintas e
nao ocorrem simultaneamente (Mehta & Maino 1997).

Em nosso estudo, utilizamos as duas metodologias descritas acima para
avaliar a indugao de resposta antigeno-especifica contra SEA e SWAP, sendo que a
comparagao do desempenho destas metodologias demonstrou a existéncia de
correlagdo positiva entre as reatividades in vitro avaliadas com ambas as
metodologias (FIG. 6), corroborando com os resultados previamente descritos na
literatura (Dolbeare et al. 1983; Gaines et al. 1996).

Contudo, apesar de comprovarmos a existéncia de correlagao positiva entre
as metodologias, verificamos que os indices de estimulagao (IE) obtidos com a
metodologia de detec¢gdo do BrdU foram mais baixos quando comparados aos
mesmos indices obtidos com a metodologia de incorporacdo de *H-Td (FIGs. 4 e 5).

Uma possivel explicacdo para estes baixos indices de estimulacdo é que a
alta sensibilidade da técnica de detecgao do BrdU incorporado pode ter amplificado
a deteccdo da replicagdo basal nas culturas ndo estimuladas. Segundo Gratzner, a
metodologia de incorporagéo de BrdU possui alta sensibilidade, permitindo assim, a
deteccao de baixos niveis de replicacdo do DNA por células individuais (Gratzner
1982). Esta alta sensibilidade de detecgado pode ter influenciado nossos calculos do
indice de estimulagdo, pois, tanto as culturas controle quanto as culturas
estimuladas demonstram proliferacado exuberante (dados n&o mostrados).

Todavia, contrastando com nossos resultados, Gaines e colaboradores (1996)
obtiveram indices de estimulagdo maiores quando utilizaram a metodologia de
incorporagdo por BrdU comparado aqueles obtidos com °*H-Td. E importante
ressaltar que, no trabalho da equipe de Gaines, a proliferagcao por detec¢ao de BrdU

foi avaliada em ensaios de blastogénese com culturas de sangue total, porém,
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culturas de PBMC foram utilizadas nas determinacdes da incorporacédo de °H-Td.
Este fato ndo deve ser desconsiderado, ja que ambas as metodologias dependem
da acdo de enzimas quinases da via de recuperacao de nucleosideos para permitir a
incorporagdo dos nucleosideos fosfatados (timidina e deoxiuridina) ao DNA
replicante (Hellerstein 1999).

A eficacia da via de recuperacédo de nucleosideos € variavel e influenciada
pela disponibilidade extracelular dos nucleosideos, principalmente, em situacdes
onde ocorrem altas taxas de morte celular (Hellerstein 1999). Portanto, considerando-
se que altos percentuais de morte celular (principalmente de leucécitos da linhagem
granulocitica) ocorrem nas culturas de sangue total de longa duragao (Gaines et al.
1996) e ainda, que a disponibilidade dos precursores de nucleosideos trifosfatados
sera sempre desconhecida (Hellerstein 1999), compara¢des dos resultados obtidos

com as duas metodologias deverao ser sempre cautelosas.

5.2 Aspectos funcionais in vitro de PBMC

Varios estudos sobre a imunologia da esquistossomose tém revelado que a
fase aguda pods-postural desta infeccdo esta associada a uma intensa resposta
proliferativa de PBMC direcionada contra SEA e uma fraca resposta direcionada
contra SWAP (Colley et al. 1977; Ottensen et al. 1978; Nash et al. 1982; Gazzinelli et al.
1985). Porém na fase crbénica da doenca a resposta imune celular contra SWAP
torna-se predominante (Colley et al. 1977; Ottensen et al. 1978; Nash et al. 1982;
Gazzinelli et al. 1985).

Entretanto, nossos resultados mostram um perfil de proliferagdo celular
diferente daquele descrito na maioria dos trabalhos publicados na literatura, pois
observamos uma resposta de proliferacdo induzida por SEA semelhante aquela
induzida por SWAP, como foi demonstrado nas Figuras 4 e 5. Este perfil de resposta
pode ser uma caracteristica da populacédo selecionada para nosso estudo que foi
composta, principalmente, por individuos adultos (mediana da faixa etaria entre 37 a
58 anos de idade) provenientes de areas apresentando moderada a alta prevaléncia
de infecgdo por S. mansoni e carga parasitaria moderada.

Trabalhos da literatura demonstraram que a idade dos individuos pode
influenciar a resposta de proliferagdo contra antigenos de S. mansoni (Gazzinelli et al.

1987) e também que a prevaléncia e a intensidade da infecgdo podem influenciar a
92



Discussao

reatividade de PBMC da populagdo em estudo (Gazzinelli et al. 1992). Neste sentido,
Gazzinelli e colaboradores (1987) relataram que em PBMC de pacientes portadores
da forma crénica intestinal a resposta de proliferacdo induzida por SWAP se
correlacionou negativamente com a idade do individuo, sendo que os individuos
adultos demonstraram uma menor resposta de proliferacdo comparada aquela
observada em criangas.

Em outro estudo, Gazzinelli e colaboradores (1992) também demonstraram
que pacientes portadores da forma cronica da esquistossomose mansoni
provenientes de duas areas com alta prevaléncia e intensidade de infeccdo
apresentaram respostas significativamente maiores ao antigeno SEA, comparadas
aquelas observadas em pacientes originarios de areas com baixa prevaléncia e
intensidade de infecgao.

Em relacdo a resposta de PBMC considerando a influéncia do contexto da
infeccdo por geo-helmintos na resposta imune induzida por antigenos de S.
mansoni, nossos resultados também diferiram de dados ja relatados na literatura.
Como demonstrado nas Figuras 4 e 5, a reatividade celular apés estimulagdo por
SEA ou SWAP nao diferiu significativamente entre os grupos. Porém, Corréa-
Oliveira e colaboradores (2002) estudando as co-infecgdes por ancilostomideos, A.
lumbricoides e S. mansoni demonstraram que, apods estimulagdo com SEA,
individuos co-infectados apresentavam uma resposta proliferativa reduzida
comparada aquela apresentada por individuos mono-infectados por S. mansoni.

Vale ressaltar que o indice de estimulacao (IE) utilizado por estes autores foi
calculado subtraindo-se os valores (cpm) da cultura estimulada dos valores (cpm)
obtidos para a cultura ndo estimulada (controle). Diferentemente, nossos indices de
estimulagdo foram obtidos pela divisdo destes valores. Para verificar se a estratégia
de analise explicava a diferenca observada entre os resultados, recalculamos o
indice de estimulagcdo, porém, nao obtivemos resultados diferentes daqueles

previamente obtidos (dados ndo mostrados).
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5.3 Aspectos funcionais e fenotipicos in vitro de LT CD3" e LB CD19"

Considerando-se que o0s nossos resultados foram indicativos de que o
contexto da infeccdo ndo influencia a resposta proliferativa in vitro de PBMC
estimulados por SEA ou SWAP, nosso proximo questionamento foi se esta auséncia
de diferengas na reatividade, necessariamente, refletia um envolvimento similar das
diferentes populagdes celulares. Para responder este questionamento avaliamos a
resposta de proliferacdo induzida pelos antigenos de S. mansoni nas diferentes
populacdes de linfécitos presentes nas culturas de PBMC.

Como esperado, os resultados desta analise demonstram uma maior
freqliéncia e reatividade da populacdo de LT CD3" comparada aquelas observadas
para LB CD19". O maior envolvimento de LT CD3" no desenvolvimento da resposta
imune antigeno-especifica induzida por S. mansoni, e também por outros patégenos,
ja foi descrita na literatura.

Martins-Filho e colaboradores (1997) estudaram os percentuais das diferentes
populacdes celulares presentes em PBMC de pacientes apresentando diferentes
formas clinicas da esquistossomose e relataram maior freqiéncia da populacido de
LT CD3" quando comparada com a populagdo de LB CD19" em todos os grupos
estudados. Avaliagcbes sobre a resposta de proliferacdo das diferentes populagdes
de linfocitos induzida por antigenos bacterianos e virais (PPD, TT, CMV e VzV)
também demonstraram maior detecgdo de sintese de DNA em populagdes de LT
CD3" (> 90%) quando comparada & detecgdo observada em populagbes de LB
CD19" (~4% de detecgéo) (Gaines et al. 1996).

Com relagdo ao contexto da infecgdo, nossos resultados sugerem que a
presenga de co-infecgdes por geo-helmintos ndo influencia a resposta de LT CD3"
contra antigenos de S. mansoni. Contudo, as infecgbes por geo-helmintos parecem
modificar os aspectos funcionais de LB CD19" especificos contra SWAP. Como
demonstrado na Figura 7, apenas os LB CD19" presentes em culturas de PBMC de
individuos do grupo XTO apresentaram maior reatividade apds estimulagdo in vitro
por SWAP, quando comparados aos resultados obtidos no grupo NI.

Este resultado € interessante, pois dados da literatura sugerem que LB CD19"
representam importante papel no desenvolvimento de respostas imunes contra S.
mansoni. Neste sentido, Martins-Filho e colaboradores (1997) relataram que um

maior percentual de LB CD19" circulantes foi associado & presenca de infecgéo,
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apesar de nenhuma associagao ter sido estabelecida com a presenca de morbidade
da doenca.

Estudos complementares avaliando a expressao do marcador CD5, que é
expresso pela subpopulagdo de LB-1, relataram um aumento desta subpopulagao
LB CD19" nas formas clinicas da esquistossomose que apresentam
comprometimento hepatico (Martins-Filho et al. 1999; Castro-Silva 2006). Além disso,
eventos de reatividade imune humoral induzidos pelo S. mansoni também foram
associados com as diferentes morbidades da esquistossomose, reforcando a
hipotese de que LB CD19" podem ter um papel importante no desenvolvimento de
formas clinicas graves da infeccao (Silveira et al. 2002).

Estudos em camundongos também revelaram a participagdo de células B na
inducdo de resposta imune protetora contra infeccdo por S. mansoni. Assim, a
vacinagdo com cercarias atenuadas por irradiacdo de camundongos deficientes de
células B ou depletado para o gene do IFN-y demonstraram que vacinagdes efetivas
requerem a indug¢ao simultdnea de mecanismos efetores dependentes de células B
e IFN-y (Jankovic 1999). Além disso, em estudos humanos a presencga do isotipo IgE
(Viana 1995) e IgA (Mutapi 2003) tém sido associados a resisténcia contra infecgdes
e/ou reinfecgdes por Schistosoma.

Reforcando o achado de que o contexto da infeccéo influencia os aspectos
funcionais de LB CD19", andlises de correlacdo demonstraram uma associacdo
negativa entre a reatividade de LB CD19" induzida por SEA com a intensidade de
infeccdo por S. mansoni. Além disso, uma correlagdo negativa também foi
encontrada entre este parametro e a proliferacdo de PBMC, como demonstrado na
Figura 27.

Estes resultados sao interessantes, ja que a presencga de infecgado por geo-
helmintos também se associa com aumento na carga parasitaria de S. mansoni,
como demonstrado neste estudo (FIG. 2) e também por Fleming e colaboradores
(2006).

No entanto, analises complementares precisam ser realizadas para permitir
um melhor entendimento da influéncia das co-infecgdes na resposta imune de LB
CD19" induzida contra antigenos de S. mansoni. Avaliagdes de aspectos funcionais
e fenotipicos considerando, por exemplo, a subpopulagdo LB-1 (CD19°CD5")

poderia trazer grandes contribui¢des.
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5.4 Aspectos funcionais e fenotipicos in vitro das subpopulacdes majoritarias
de LT CD4" e LT CD8" e minoritaria de LT CD4™'°"

Nossos resultados sugerem que o contexto da infecgdo nado influencia a
resposta imune das populagdes majoritarias de LT CD4" ou LT CD8" induzida por
antigenos de S. mansoni, pois, nenhuma diferencga significativa entre a frequéncia e
a reatividade destas populagbes de linfocitos foi observada entre os grupos
avaliados (TAB. 6, Figuras 09 e 10).

Além disso, a freqliéncia de LT CD4" ativados (caracterizada pela expresséo
da molécula de superficie HLA-DR) foi semelhante entre os grupos (FIG. 18). Estes
resultados foram corroborados pelos resultados de analises complementares
realizadas com sangue total, no contexto ex vivo, nas quais também nao
observamos diferencas significativas nas freqiiéncias de linfocitos T HLA-DR" entre
0s grupos avaliados (dados ndo mostrados).

Estes resultados estdo de acordo com a literatura, pois ja foi demonstrado
que o evento de ativacdo de LT CD4" é importante para o desenvolvimento de
formas clinicas mais graves da esquistossomose, sendo a modulagao da ativagao
destes linfocitos se associa com o desenvolvimento da forma crbnica assintomatica
(Martins-Filho et al.1999), que foi a forma clinica avaliada em nosso estudo.

Embora ndo tenham sido detectadas diferengas significativas na frequéncia e
reatividade dos diferentes tipos celulares, quando avaliamos as subpopulacdes
majoritarias de LT (CD4" e CD8"), a analise simultanea dos aspectos funcionais e
fenotipicos da resposta imune contra antigenos de S. mansoni permitiu a

471 (Figuras 13 e 14). Estes

identificacdo de uma populagdo minoritaria de LT CD
linfécitos demonstraram ser antigeno-especificos, sendo mais reativos a estimulagao
por SWAP comparada ao SEA como pode ser observado nas Figuras 16 e 17 e
representaram, respectivamente, 3% e 1% dos LT CD4" totais obtidos nas culturas
estimuladas. Além disso, consistente com dados descritos na literatura, nosso

estudo também nao detectou a presenca destas células CD4™'c"

nos experimentos
realizados com o sangue total dos voluntarios, no contexto ex vivo (dados nao
mostrados).

Nossos dados estdo de acordo com os achados da literatura, sendo que a

presenca de células CD4™'"

in vivo e in vitro ja foi demonstrada em experimentos
com camundongos (Ridgway et al. 1998; Krieger et al. 2000). Além disso, células T

CD4M"'®! reativas a auto-antigenos isoladas das ilhotas de Langerhans inflamadas de
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camundongos diabéticos ndo obesos corresponderam a 5% de todos os LT CD4"
(Lejon & Fathman 1999).

Em relagdo as caracteristicas apresentadas por estas células T CD4™¢",
estudos realizados em humanos e também em murinos revelaram que elas formam
uma populagao antigeno-especifica, altamente e recentemente ativadas (Ridgway et
al. 1998; Lejon & Fathman 1999; Novak et al. 1999 e 2001; O'Connor & Devaney 2002;
Reijonen et al. 2002 e 2003) podendo ser reativa a antigenos estranhos (Ridgway et al.
1998; Novak et al. 1999; O'Connor & Devaney 2002), a auto-antigenos (Lejon & Fathman
1999; Costa et al. 2000; Reijonen et al. 2002 e 2003) ou a alo-antigenos (Krieger et al.
2000; Ebert & McColl 2001; McCabe et al. 2001).

Estudos complementares demonstraram que as células T CD4MCH co-
expressam marcadores de ativacdo e memoria celular. Neste sentido, estudos
experimentais em murinos demonstraram que células CD4"'°" também eram
CD45RB°Y, cD62L°Y, cD69"'®H CcD25" e CD44™MCH (Lejon & Fathman 1999;
Ridgway et al. 1998; McCabe et al. 2001). A ocorréncia deste perfil de células
ativadas/meméria CD45RA™®", CD45R0*, CD69" e CD25" também foi observada
em humanos (Ebert & McColl 2001).

Novamente consistente com os dados da literatura, nossos resultados
demonstraram que a freqiiéncia de células CD69*, CD25" ou HLA-DR" foi maior na
subpopulacdo de LT CD4™°" comparada a subpopulacdo de LT CD4"
convencionais. Contudo, a freqiiéncia de células CD62L" ou CD38" foi semelhante
nas duas subpopulagdes de LT auxiliares. Considerando que apds reconhecimento
do antigeno a expressao das moléculas CD62L e CD38 diminuem e ocorre aquisi¢ao
sequencial dos marcadores de ativagcao, esses resultados sao consistentes com o
perfil de células altamente e recentemente ativadas.

Nossos resultados também sugerem que os LT CD4"'°" identificados neste
estudo apresentam fenétipo de memoaria, pois, a analise da expressao da molécula
CD45R0O demonstrou maior frequéncia de células expressando este marcador na
subpopulacdo de LT CD4™°". Corroborando este resultado, uma maior razio
CD45R0O":CD45R0O™ e uma menor razdo CD45RA™:CD45RA" foi observada. Além
disso, observamos uma correlagdo negativa (rs = -0,77 e p = 0,0368) entre a
expressado destes marcadores nos LT CD4M¢H
a perda da isoforma CD45RA e aquisi¢cao de CD45R0.

apos estimulagao por SEA, sugerindo
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Apos identificar a presenca e caracterizar a subpopulagdo de LT CD4M¢H
nosso préoximo questionamento foi se haveria associagcao entre estes linfocitos com
outros parametros da resposta imune induzida por antigenos ou com caracteristicas
da infecgao, tais como o contexto da infecgdo ou a carga parasitaria.

Nossos resultados demonstraram que maiores frequéncias e reatividades de
LT CD4"'®" induzidos contra SEA estdo correlacionadas a uma reducgdo na carga
parasitaria de S. mansoni e também na reatividade de LB CD19" (FIGs 26 e 27).
Além disso, maior reatividade de LB CD19" foi associada a cargas parasitarias

4"SH o LT CD19" especificos contra

elevadas. Esta associagado negativa entre LT CD
SEA reforga os achados de Lundy e colaboradores (2001) de que LB CD19"
ativados podem mediar diretamente a apoptose de LT CD4" presentes em
granulomas de camundongos infectados por S. mansoni e que a apoptose é
mediada pela ligagdo Fas/FasL.

Consistente com estes dados, eventos de apoptose tem sido associado a
modulagdo da resposta imune induzida por SEA em pacientes portadores da forma
crbénica intestinal da esquistossomose (Carneiro-Santos et al. 2000, Swainson et al.
2005). E estudos complementares demonstraram que a subpopulagao de células
esplénicas B-1a FasL® sd@o importantes mediadores da apoptose de LT CD4"
induzida por SEA, sendo que a expressao maxima de FasL sobre estas células é
dependente de estimulagdo antigénica e da presencga de IL-4 e IL10 (Lundy & Boros
2002).

Assim, o conjunto de nossos resultados reforga os dados de que a interagao
entre LT CD4"®" e LB CD19* tem importante papel na indugdo da resposta imune
contra SEA. Além disso, € possivel inferir que o microambiente proporcionado pela
presenga de co-infeccbes por geo-helmintos possa potencializar a indugdo de
mecanismos moduladores da resposta imune induzidos por SEA e SWAP.
Consistente com esta hipotese, alguns estudos demonstram que fragdes especificas
do antigeno SWAP, especificamente a proteina multivalente PIIl, pode modular a
proliferagédo celular e a reagdo granulomatosa, tanto in vitro quanto in vivo (Gustavson
et al. 2002; Zouain et al. 2004).

Contudo, considerando-se que nosso estudo avaliou a influéncia das co-
infeccbes por geo-helmintos na resposta imune contra antigenos de S. mansoni
apenas durante a fase crénica intestinal da esquistossomose, nao foram associados

4H|GH

os aspectos funcionais e fenotipicas das populagdes de CD com morbidade.
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Portanto, nossos resultados ndo nos permitem inferir se a frequéncia e reatividade
de LT CD4"'°" s50 alteradas nas formas graves da doenca.

Trabalhos recentes demonstraram que células T CD4Mc"

antigeno-
especificas apresentam funcdes efetoras que podem ser associadas ao
desenvolvimento de imunopatologias, tais como doengas auto-imunes (Lejon &
Fathman CG 1999; Costa et al. 2000; Reijonen et al. 2002 e 2003) ou rejeicdo a
transplante de tecidos (Krieger et al. 2000).

Entretanto, varios trabalhos tém descrito uma subpopulacdo de linfocitos T
CD4'CD25" que apresentam propriedades reguladoras da resposta imune que tem
frequéncia e especificidade antigénicas semelhantes as descritas para a populagao
de células T CD4"'°" (Takahashi et al. 2000; Baecher-Allan et al. 2001; Shevach 2001;
Apostolou et al. 2002; Belkaid et al. 2002; McGuirk & Mills 2002; Manzotti et al. 2002;
Birebent et al. 2004; Holm et al. 2004; Nielsen et al. 2004; Walker et al. 2005).

Estes trabalhos relatam que, além da alta expressao do marcador CD25, as
células reguladoras apresentam expressao diferencial de varios outros marcadores
de superficie, tais como: CTLA-4 (Takahashi et al. 2000; Dieckmann et al. 2001;
Apostolou et al. 2002; Manzotti et al. 2002; McGuirk & Mills 2002; Birebent et al. 2004; Holm
et al. 2004), CD45RO"'®" (Baecher-Allan et al. 2001; Shevach 2001; Holm et al. 2004)
HLA-DR (Baecher-Allan et al. 2001; Holm et al. 2004), CD45RA"°™ (McGuirk & Mills
2002).

Entretanto, a expressdo destes marcadores de superficie ndo é suficiente
para caracterizar a subpopulagdo de linfocitos T reguladores, pois, a regulagao
positiva ou negativa destes marcadores pode ser induzida em todas as células T por
diferentes situagdes fisioldgicas, tais como ativagao ou diferenciagao celular.

Neste sentido, Thornton e colaboradores (2000) descreveram que populacdes
de células T CD25" recentemente ativadas podem ser compostas de uma mistura de
células supressoras e efetoras ativadas in vivo. Estudos em camundongos também
demonstraram que a exposi¢ao ao antigeno, tanto in vitro quanto in vivo, pode
induzir dois subconjuntos de células T funcionalmente distintas que residem dentro
de uma sub-populagdo de células T CD4* CD38" CD45RB"°", sendo um conjunto
formado por células T de memodria convencionais que proliferam e secretam
citocinas em resposta a ativagcdo e o outro subconjunto formado por células T
reguladoras que inibem a ativacao in vitro de outras células T (Read et al. 1998).
Modelos de transferéncia adotiva em camundongos também demonstraram que

LLOW

células T CD4" CD25" co-expressando o marcador CD62 apresentam a
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habilidade de causar inflamagdo pulmonar alérgica, revelando assim uma agao
efetora (Wise et al. 1999).

Deste modo, apenas a analise da expressao destes marcadores de superficie
n3o permite caracterizar a subpopulacdo de LT CD4™®" como uma populacdo com
funcao efetora ou moduladora da resposta imune. Porém, recentemente foi descrita
a avaliacdo da expressao de fator de transcricdo Foxp3 como uma promissora
ferramenta para identificar células T reguladoras. Diversos trabalhos tém relatado
que a expressao deste fator de transcricdo € essencial para o desenvolvimento e
funcdo das células T reguladoras (Hori et al. 2003; Nielsen et al. 2004; Walker et al.

2005). No entanto, a expressao de Foxp3 nao foi avaliada em nosso estudo.

5.5 Papel biolégico da regulacéo positiva do marcador CD4

CD4 é uma glicoproteina transmembrana de 58KDa, membro da familia dos
receptores tipo imunoglobulina. Esta glicoproteina pleiotropica apresenta uma
porcdo extracelular dobrada em quatro dominios que permitem a interagdo com
outras proteinas, tais como: TCR, MHC-II, IL-16 e HIVgp120 (Kitchen et al. 2002). A
cauda citoplasmatica da molécula CD4 se associa de forma nao covalente com
p56'“, uma proteina tirosina quinase membro da familia Src (Kitchen et al. 2002). A
ligacdo dos dominios extracelulares da molécula CD4 ao ligante especifico induz a
fosforilagdo desta Ick e, em seguida, da cadeia CD3({ do complexo
CD3/TCR/antigeno, disparando cascatas de transdugao de sinais (Bryl et al. 2001).

Um estudo sobre os eventos de transdugao de sinais durante a ativagao de
PBMC em pacientes com esquistossomose demonstrou a importadncia da
fosforilagao de Ick. Além disso, este estudo também demonstrou que a estimulagao
por diferentes antigenos de S. mansoni induz distintos padrbées de fosforilagdo das
proteinas tirosinas quinases obtidas de PBMC destes pacientes. Neste sentido, as
proteinas Ick, ZAP-70 e Shc foram mais ativadas em linfécitos estimulados por
SWAP comparados aqueles estimulados por SEA (Almeida et al. 2001).

A expressdao de CD4 na superficie de linfécitos T CD4" é normalmente
constante, entre 90.000 a 100.000 moléculas/célula, sendo que a regulagao de sua
expresséo pode ser mantida por diversos mecanismos, tais como: internalizagdo de
CD4 induzida por ligante apropriado ou por protedlise (Bryl et al. 2001). O controle da

expressao destas moléculas tem papel importante, tanto na maturagdao quanto na
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funcdo destas células, ja tendo sido descrito que a ligagdo do antigeno ao TCR
induz uma diminuigdo nos niveis das moléculas CD3 e CD4 que é dependente da
fosforilagdo da proteina quinase C (Weyand et al. 1987). Além disso, estes autores
sugerem que a modulagédo da expressao destas moléculas apés ativagao pode ser
interpretada como um mecanismo de realimentagédo negativa importante para
terminar a ativacéo induzida por antigeno e manter a homeostase de LT.

Considerando o exposto acima, a identificacdo da subpopulagao de linfocitos
T CD4"'°" antigenos-especificos traz consigo um questionamento importante: qual
seria a correlagao entre a regulagédo positiva da molécula de superficie CD4 apds
ativacao antigénica e a fungao efetora da célula? Ou seja, qual o papel bioldgico da
alta expressao de CD4 ap0os ativagéo antigeno especifica?

A interacdo entre a molécula CD4 com outras proteinas € importante para a
atividade desta molécula. Neste sentido, é bem conhecida a atividade de
estabilizacdo do complexo TCR/antigeno/MHC-II através do reconhecimento e
ligacdo da molécula CD4 a determinantes polimoérficos do MHC-II (Weyand et al.
1987). Além disso, fung¢des alternativas adicionais ja foram descritas, entre elas, a
adesao celular e a funcao de receptor quimiotatico (Kitchen et al. 2002; Swainson et al.
2005).

Estudos utilizando subpopulacgdes de linfocitos T CD8" co-expressando a
molécula CD4 tém permitido demonstrar importantes fungcdes de CD4 apds ativacao
recente de células previamente primadas por antigenos. Neste sentido, Kitchen e
colaboradores (2002) demonstraram que a ativagdo de células T CD8" induziu a
expressao “de novo” da molécula CD4 e ainda, que a ligacdo de CD4 com a citocina
IL-16 induziu quimiotaxia de forma dose-dependente. Além disso, o nivel de
expressdo da molécula CD4 sobre as células T CD8" foi diretamente proporcional
aos niveis de sinais de co-estimulagao recebidos.

Swainson e colaboradores (2005) avaliaram uma populacdo de timécitos
humanos CD4°CD8" e demonstraram que a expressdo de CD4 identifica uma
populacdo de células que se dividem rapidamente, co-expressam o receptor de
transferrina (CD71) e altos niveis de CXCR4, uma proteina da superfamilia dos
receptores acoplados a proteina G que é expresso por células durante a
enbriogénese e também em células de memoria. Esta populagdo apresentou
quimiotaxia aumentada dependente da ligagdo de CXCR4 pelo ligante CXCL12
(SDF-1). Consistente com este relato, foi demonstrada uma associagao constitutiva

entre os receptores de quimiocinas CXCR4 e CCRS5, um receptor de quimiocinas
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relacionado a inflamagao. Esta associagao foi dependente de CD4 e preveniu ou
reduziu endocitose espontanea de CXCR4, aumentando assim, a densidade deste
receptor na superficie celular (Wang et al. 2004).

Além da quimiotaxia ja descrita na literatura, um estudo utilizando células T
CD4'CD45R0O" presentes em glandulas adendides demonstrou que a ligagdo da
quimiocina CXCL12 nos receptores CXCR4 também pode transmitir sinais anti-
apoptéticos as células CD45RO" através de ativacdo da proteina quinase AKT/PKB
(Pajusto et al. 2004). Neste estudo foi relatado que a proteina quinase AKT pode ser
ativada pela fosfatidil-inositol 3 quinase e transmitir sinais de sobrevivéncia por
diversos mecanismos, dentre eles, a interferéncia com a atividade das proteinas
anti-apoptose pertencentes a familia bcl-2.

Consistente com as observagdes do possivel envolvimento da molécula CD4
com transmissao de sinais de sobrevivéncia e expansao, Ridgway e colaboradores

4% continham todas as células

4HIGH

(1998) relataram que a subpopulagao de células CD
proliferantes, sendo que o aumento no percentual de células CD em culturas
estimuladas por 96 horas na presenga de antigenos especificos resultou da morte
de outras células e de um aumento absoluto no nimero de células CD4™°". Como
demonstrado na Figura 13, as células que incorporaram BrdU apds estimulagao
antigénica (ou seja, células reativas ao antigeno) expressavam maior densidade do
marcador CD4 de superficie, similar aos de Ridgway e colaboradores.

E importante também ressaltar que, em relacdo & esquistossomose,
evidéncias experimentais previamente relatadas sugerem que a apoptose
representa um papel importante na modulagédo da resposta imune induzida por SEA
em pacientes apresentando a forma clinica intestinal da esquistossomose (Carneiro-
Santos et al. 2000, Lundy et al. 2001, Lundy & Boros 2002). De forma interessante,
nossos resultados demonstram menor freqiiéncia e reatividade de LT CD4McH
especificos contra SEA comparadas aquelas observadas contra SWAP (Figuras 14 e
16).

Com relacdo a expressao dos receptores de quimiocinas, Secor e
colaboradores (2003) relataram que LT CD3" CD4" e mondcitos CD14™ CD4" de
pacientes portadores de esquistossomose ativa demonstraram maiores densidades
de expressdo dos receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 comparados aos
pacientes tratados. Estudos complementares demonstraram expressao diferencial

destes receptores em diferentes formas clinicas da esquistossomose e uma
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associacao entre a expressao destes receptores e o desenvolvimento de patologias
(Teixeira-Carvalho et al. 2004, Sousa et al. 2005).

Neste contexto, um estudo envolvendo pacientes com diferentes formas
clinicas da esquistossomose mansoni demonstrou um aumento de CCR5 e CXCR4
em células de pacientes portadores da forma crdnica intestinal quando comparado
as outras formas clinicas da doenca (Teixeira-Carvalho et al. 2004). E um estudo
experimental demonstrou que camundongos deficientes do receptor CCR5
apresentaram aumento da patologia (Sousa et al. 2005).

Deste modo, podemos inferir que LT CD4" previamente primados por
antigenos de S. mansoni e recentemente ativados podem expressar “de novo” a
molécula CD4, aumentando assim a densidade desta molécula de superficie (LT
CD4"'®My Além disso, parece provavel que diferentes ligantes de CD4 com
atividades quimiotaticas, proliferativas e, ou anti-apoptoticas podem regular a
resposta imune por selecionar e enriquecer determinadas populagdes celulares que
apresentem receptores ou padrdes de expressao de citocinas e quimiocinas
distintos, além de recrutar estas células para sitios de infec¢ao e, ou inflamagao in
VivO.

Em suma, nosso trabalho demonstra a importancia de analises mais
aprofundadas das propriedades funcionais e fenotipicas desta populacdo de LT
CD4"®" como uma ferramenta para melhor caracterizar esta subpopulagdo de
células T e suas funcdes. E também importante avaliar o papel destas células no
desenvolvimento de susceptibilidade/protecdo contra a infecgdo por S. mansoni,
considerando o contexto da infecgcdo. Portanto, muitas questbes sobre esta
subpopulacdo de LT CD4" ainda necessitam ser esclarecidas, dentre elas: qual é o
perfil de expressao dos receptores CCR5/CXCR4 e de seus ligantes? Qual o perfil
de expressao e atividade das proteinas que transmitem sinais de sobrevivéncia e
morte celular? Como os antigenos SEA e SWAP influenciam as vias de transdugao
de sinais que levam a quimiotaxia e sobrevivéncia das células CD4™®"? Como as
co-infecgdes por geo-helmintos interferem nestas vias de sinalizagéo celular?

Para responder a estas questdes ha a necessidade de se avaliar a expressao
de moléculas das vias de transdugao de sinais, Foxp3, de quimiocinas, citocinas e
seus receptores. Outra perspectiva interessante podera ser a avaliacdo da
frequéncia e reatividade destas células em pacientes portadores das outras formas
clinicas da esquistossomose, considerando a presenca ou auséncia de co-infeccoes

por geo-helmintos.
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“O importante € vocé saber a verdade.

Até saber, até realmente compreender,

s6 podera demonstra-la em coisas menores...
Mas deve se lembrar sempre que néo saber,
ndo impede a verdade de ser verdadeira”.

Richard Bach



Conclusobes

A reatividade in vitro de PBMC avaliada pelas metodologias de detecgao de
3H-Td e BrdU s3o similares, validando o uso da metodologia de incorporacédo de
BrdU nas analises funcionais e fenotipicas de LT CD4".

A resposta de LB CD19" antigeno-especificos & influenciada pelo contexto da
infeccdo, sendo que apenas na presenca de mono-infecgdo por S. mansoni ocorre
um aumento da frequiéncia de LB CD19" especificos contra SWAP.

A presenca de mono ou co-infecgdo nao influencia a resposta da populagéo
de LT CD3" nem de suas subpopulagdes majoritarias CD4" e CD8". Entretanto, a

subpopulacdo minoritaria de LT CD4H'cH

antigeno-especifica é influenciada pela
presenca da esquistossomose, independente da presenga de co-infecgoes,
apresentando uma diminuicdo em sua frequéncia quando estimulada com SEA.
Concluimos ainda que, em individuos portadores da forma crénica intestinal
da esquistossomose, 0 microambiente proporcionado pela presenca de co-infecgcoes

4HIGH

por geo-helmintos induz uma reducdo na frequéncia de LT CD antigeno-

especificos direcionados contra SWAP.

Além disso, a populacdo de LT CD4McH

antigeno-especifica € formada por
células altamente e recentemente ativadas que apresentam fendétipo de memoria,
sendo este padrao fenotipico independente do contexto da infecgao.

Finalmente, a presenca de menor freqiiéncia e reatividade de LT CD4"'¢H
antigeno-especificos e maior carga parasitaria por S. mansoni em individuos co-
infectados sugere possivel participagdo destes LT CD4™"®" em mecanismos

protetores contra a esquistossomose.
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ANEXO A

Finalidades dos anticorpos utilizados nos ensaios de proliferagéo e fenotipagem celular.

Anticorpos Objetivos
anti-CTLA-4 Marcador de co-estimulagao celular
anti-BrdU Marcador de proliferacao celular
anti-CD3 Marcador de linfécitos T
anti-CD4 Marcador de linfocitos T auxiliares
anti-CD3 Marcador de linfocitos T
anti-CD4 Marcador de linfocitos T auxiliares
anti-CD8 Marcador de linfécitos T citotoxicos
anti-CD19 Marcador de linfécitos B
anti-CD25 Marcador de ativagao intermediaria
anti-CD38 Marcador de ativagao inicial
anti-CD44 Marcador de células de memoria
anti-CD45RA Marcador de células de nao primadas
anti-CD45RO Marcador de células de memoria
anti-CD62L Marcador ativacao inicial
anti-CD69 Marcador ativagao inicial
anti-CD4 Marcador de linfocitos T auxiliares
anti-CD25 Marcador de ativacao intermediaria
anti-HLA-DR Marcador de ativagao tardia
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ANEXO B

Copia do protocolo de aprovagao do projeto: Interrelagao entre a genética e a
co-infecgcao helmintica” (“Host Genetic Correlates of Helminthic Coinfection”),
pelo Comité de Etica do CPgRR - FIOCRUZ.

Ministéric da Salde

FIOCRUZ .
Fundagio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Reng Rachou
Comité de Elica em Pesquisa

PARECER N" 002/20600 -~ CEP CPgRR

Protocolo n”: G03/2000

Projeto de Pesquisa: lnerrelagdo entre a genética do hospedeiro e a coinfecgdo
helmintica”.

Pesquisador Responsavel: Jeffrey Bethony

Institui¢iio: Centro de Pesquisas René Rachou / FIOCRUZ

Data de entrada no CEP: 18/08/2000

Ao se proceder a analise do protocolo em questdio, constatou-se que as informagdes
enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Resolugiio CNS 196/96, sobre Diretrizes €
Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou /
FIOCRUZ, de acordo com as atribuigoes da Resolugdo 196/96, manifesta-se pela

aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo. PROJETO APROVADO

Belo Horizonte, 04 de setembro de 2000

P }{E{‘:f:) Lﬁ omanha

Fiee-Cowrdenador do CEP CPGRR
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