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Resumo

A infeccao pelo S. mansoni ¢ muito freqiiente em regides com condigdes precarias de
saneamento basico, resultando em elevadas prevaléncias de esquistossomose nas populagdes
entre 10 e 20 anos de idade. A patologia desta infeccdo ¢ caracterizada pela formacgdo de
granulomas em torno dos ovos liberados pelos vermes adultos, no interior do sistema porta-
hepatico. Sabe-se que, os pacientes portadores da infec¢do cronica apresentam uma modulacao da
capacidade proliferativa em resposta ao antigeno solivel de ovos de S. mansoni (SEA) e, este
estado parece ser benéfico para o hospedeiro e tem sido considerada fundamental para o
equilibrio hospedeiro-parasito. Em contrapartida, individuos ndo infectados residentes em area
endémica para esquistossomose apresentam uma elevada reatividade celular em resposta a estes
antigenos. Neste trabalho, comparamos a influéncia do SEA na progressao do ciclo celular de
linfocitos T do sangue periférico de pacientes portadores de infeccdo cronica pelo S. mansoni
(XTO), de individuos ndo infectados residentes em area endémica (NEG) e de individuos nao
infectados, porém nao residentes em area endémica, denominados por DS. Nossos resultados
mostraram que pacientes XTO apresentam uma modulagdao da resposta ao SEA e, sugerem que
esta imunossupressao pode ser devido a participagdo das células T reguladoras, que secretam IL-
10 em resposta ao SEA. A citocina IL-10 pode atuar inibindo a ativacdo celular de linfocitos T
CD4" e CD8", por meio do bloqueio destas células nas fases Go/G; do ciclo celular, promovendo
a anergia nestas cé€lulas. Este bloqueio da progressdao do ciclo celular se da por inibicdo da
expressdo da ciclina Dj 3 nos linfocitos T. Por outro lado, nas culturas celulares dos individuos
NEG estimuladas com SEA, foram detectados niveis elevados de TNF-a, ativagao celular dos
linfocitos T CD4" e CD8" e um aumento da expressdo da ciclina D 53, promovendo a progressio
através do ciclo celular em resposta ao SEA. Em areas endémicas, existe uma alta prevaléncia de
ancilostomideos co-infectando pacientes portadores de S. mansoni. Neste contexto, avaliamos
também a influéncia da presenca da co-infecgdo pelo N. americanus na resposta imunoldgica ao
SEA de pacientes infectados por S. mansoni. Nossos resultados mostraram que tanto as PBMC de
pacientes mono-infectados (MONQ) quanto as de co-infectados (CQO) apresentaram anergia
celular em resposta ao SEA, sugerindo que a presenca da infec¢do por N. americanus nao

influencia na resposta imune ao SEA.



Abstract

S. mansoni infection is frequent in regions where factors such as poor sanitary conditions
occur and may lead to high prevalence of the disease mainly in individuals of the age groups of
10 to 20 years. The pathology caused by the infection is characterized by granulomatous
reactions around the eggs eliminated by the parasites that are trapped in the tissues and the
hepatic-portal system. It is well known that during the chronic phase individuals that harbor the
infection modulate their cellular immune response to soluble egg antigens (SEA) and this
immune reactivity is highly accepted to be beneficial to the host and fundamental for the
maintenance of equilibrium of the host-parasite interaction. In contrast to infected individual,
those not infected but living in an endemic area for the disease show high cellular reactivity to the
same antigens. In this thesis, we evaluate the effect of that the response to SEA has on the cell
cycle progression of peripheral blood T lymphocyte from patients in the chronic phase of the
disease (XTO), non-infected individuals living in endemic areas (NEG) and of non-infected
individuals that do not reside in endemic areas (DS). Our results show that cells from XTO have
a modulated response to SEA and suggest that this immunosuppression may be due to regulatory
T cells that secret IL-10 in response to SEA. IL-10 may act via the inhibition of the activation of
CD4" and CD8" T lymphocytes by blocking these cells in the Go/G; phase of the cell cycle
promoting anergy of these cells. The blockage of cell cycle progression occurs via the inhibition
of the expression of cyclin D;,3 by the T lymphocytes. On the other hand, cells from NEG
stimulated in vitro with SEA, high levels of TNF-a secretion was detected, together with the
activation of both CD4" and CDS8" cells and increase on the expression of cyclin D;,3 with
consequent progression of these cell through the cell cycle. In endemic areas, there is a high
prevalence of hookworms co-infecting individuals with S. mansoni. We therefore, evaluated the
putative influence of the co-infection with N. americanus on the immune response of S. mansoni
infected patients to in vitro SEA stimulation. Our results show that peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) from mono-infected patients (MONO) as well as of co-infected (CO) were anergic
to SEA, suggesting that the presence of the infection by N. americanus does not influence the

response to SEA.
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Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saide (WHO) estima-se que,
aproximadamente, dois bilhdes de individuos no mundo estdo infectados por helmintos
transmitidos pelo solo (geohelmintos) como Ascaris Ilumbricoides, Trichuris trichiura,
Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Strongyloides stercoralis e pelo trematoda
Schistosoma (Savioli et al., 2002). Aproximadamente 400 milhdes destes individuos sdo criangas
em idade escolar e 300 milhdes apresentam carga parasitaria elevada, resultando em varias
deficiéncias cognitivas e motoras em consequéncia da anemia (WHO, 2002).

A esquistossomose ¢ endémica em 74 paises, com mais de 650 milhdes de individuos
pertencentes ao grupo de risco a infeccdo e com cerca de 200 milhdes de infectados (Engels et
al., 2002). Ainda que a infecgdo seja “benigna” (manifestacdo clinica detectdvel somente durante
exame fisico) na maioria dos pacientes, em alguns, com intensidade de infeccdo elevada, pode
ocorrer o desenvolvimento de fibrose periportal. Neste sentido, a hipertensao porta, em termos de
morbidade e mortalidade, ¢ a seqliela mais importante da infeccdo pelo Schistosoma mansoni
(Martins et al., 1998; van der Werf et al., 2002).

De acordo com os ultimos dados epidemiologicos, a area endémica para esquistossomose
mansoni no Brasil, abrange 19 estados com aproximadamente 26 milhdes de habitantes expostos
ao risco de infeccao e cerca de 2,5 milhdes de individuos infectados (FUNASA, 1999; Coura &
Amaral, 2004). Embora a doenga esteja em expansdo, houve uma redu¢do da mortalidade
causada pela forma hepatoesplénica da esquistossomose, provavelmente devido a implantagdo do
Programa de Controle a Esquistossomose na década de 70 (PCE), todavia, a morbidade ainda ¢
considerada elevada (Cota et al., 2006; Lapa et al., 2006; de Farias et al., 2007).

Um aspecto importante da esquistossomose mansoni refere-se a prevaléncia e a
intensidade de infeccdo. Estudos epidemioldgicos sugerem que, em area endémica, a infeccao
aumenta progressivamente com a idade, alcangando um pico maximo entre dez e vinte anos de
idade, diminuindo progressivamente nas décadas subsequentes. Alguns pesquisadores
consideram que essa redugdo reflete o desenvolvimento de uma imunidade adquirida com a idade
(Butterworth et al., 1985; Wilkins et al., 1987; Ouma et al., 1998; Kabatereine et al., 1999;
Massara et al., 2006). Outros acreditam, que essa queda seja atribuida a mudancas no
comportamento, ou seja, uma reducdo nos niveis de exposi¢do dos individuos mais velhos a
dguas contaminadas (Dalton & Pole, 1978; Gazzinelli et al., 2001; Massara et al., 2004; Bethony
et al., 2004), a disposicdo genética (Dessein et al., 1992; Bethony et al., 1999; 2002b) ou ainda,
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mudancas fisioldgicas, tais como alteragdes na espessura da pele, contetudo lipidico ou hormonal
(Gryseels, 1994; Gryseels et al., 2006).

Acredita-se que, juntamente com a esquistossomose, outras helmintoses, transmitidas pelo
solo, sdo responsaveis por cerca de 40% da morbidade causada pelas infecgdes parasitarias em
todo o mundo (Savioli et al., 2002). Em geral, estas helmintoses sdo mais prevalentes nas
populagdes pobres, que vivem em condi¢gdes que favorecem a transmissdo e, muitas vezes, nao
tém acesso ao tratamento ou a medidas efetivas de prevencao (WHO, 2002; Matthys et al., 2007).

A infeccdo por ancilostomideos tem despertado grande interesse dos governantes devido
as conseqiiéncias, principalmente nas criangas, acarretando déficit cognitivo e educacional,
desnutricdo e retardo intelectual (Stephenson et al., 1989; Lozoff et al., 2000; Beasley et al.,
2002; Brooker et al., 2007), e também conseqiiéncias na gravidez e na produtividade dos
trabalhadores (Pawlowski et al., 1991; Gyorkos et al., 2004; Hotez et al., 2004).

A estimativa de casos de infec¢des por ancilostomideos em paises tropicais e subtropicais
¢ de 740 milhdes de individuos (de Silva et al., 2003). Na América Latina, 135 milhdes de
individuos estdo infectados com ancilostomideos ¢ no Brasil ndo existem dados oficiais da
prevaléncia (Sabin Vaccine Institute, 2004), mas estima-se uma prevaléncia de 10 a 68,2%,
dependendo da regido endémica (de Silva et al., 2003; Boia et al., 2006; Brito et al., 2006;
Fleming et al., 2006).

Estudos recentes sugerem que o pico de prevaléncia e de intensidade de infeccdo por
ancilostomideos ocorre, freqiientemente, em individuos de meia idade ou mais idosos. Esta
relagcdo foi claramente demonstrada em duas diferentes regides endémicas: China (Provincia de
Hainan) e Brasil (Estado de Minas Gerais) (Bethony ef al., 2002 a; b). Estas regides representam
areas de alta transmissdo de ancilostomideos e de endemicidade (Gandhi et al., 2001; Bethony et
al., 2002 a; b; Brooker et al., 2004) e demonstram que tanto o aumento da prevaléncia, quanto da
intensidade de infeccdo ocorrem em fung¢do do aumento da idade. Estudos sugerem que
ancilostomideos podem apresentar algum mecanismo de escape por induzir supressdo da resposta
imune, através da secrecdo de moléculas pelo verme adulto, incluindo fatores apoptoéticos em
linfécitos (Humphries ef al., 1997; Loukas & Prociv, 2001; Bethony ef al., 2002a; Brooker ef al.,
2004). Estes estudos mostram, claramente, que os perfis das curvas de prevaléncia e intensidade
de infeccdo para ancilostomideos diferem significativamente das observadas para o S. mansoni.

As medidas de controle mais utilizadas na esquistossomose € na ancilostomiase, no

momento, s30 a quimioterapia especifica, seletiva ou em massa, medidas sanitarias, suprimento
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de agua adequado, eliminacdo do hospedeiro intermedidrio (no caso da esquistossomose) e
educagdo em saude. A quimioterapia tem sido altamente efetiva na reducdo das formas graves,
mas ndo previne a re-infec¢ao destas helmintoses.
Assim, devido a expansao da prevaléncia, transmissdao ¢ morbidade da esquistossomose
e da ancilostomiase, estudos dos fatores imunoldgicos, associados aos eventos celulares e
moleculares da resposta aos helmintos, t€ém sido estimulados na tentativa de desenvolver

métodos eficazes e convenientes de controle destas doengas ou vacinas anti-helminticas.

Além disso, tendo em vista que a presenga de co-infecgdes ¢ freqiiente em dareas
endémicas (Buck et al., 1978; Keusch & Migasena 1982; Chamone et al., 1990; Ashford et al.,
1992; Chunge et al., 1995; Booth et al., 1998; Petney & Andrews, 1998; Needham et al., 1998;
Brooker et al., 2000; Howard et al., 2002; Corréa-Oliveira et al., 1998a; 2002; Tchuem Tchuenté
et al., 2003; Brito et al., 2006; Raso et al., 2004; 2006; Fleming et al., 2006; Brooker et al., 2007)
e que cada uma destas helmintoses tem conseqiiéncias particulares no sistema imune do
hospedeiro, abordaremos, inicialmente, os principais aspectos imunoldgicos da esquistossomose
e da ancilostomiase, cuja compreensao ¢ indispensavel para a analise da resposta imune presente

nos individuos co-infectados.

1.1-Esquistossomose mansoni

A infeccdo pelo S. mansoni ocorre quando a cercdria, estadio larval do parasito, eliminada
em riachos e lagos por caramujos do género Biomphalaria, penetra através da pele do hospedeiro
definitivo e se transforma em esquistossomulo (parasito jovem). Apds 72 horas, o
esquistossomulo chega aos pulmdes através da corrente sanguinea. No sistema porta os parasitos
desenvolvem-se sexualmente, acasalam-se € migram até as veias mesentéricas inferiores, onde as
fémeas iniciam sua postura (cerca de 300 ovos/fémea /dia) (Barbosa et al., 1978).
Aproximadamente metade dos ovos atravessa a parede do intestino e ¢ eliminada com as fezes,
eclodindo em contato com 4gua. A outra parte ¢ drenada para o figado ou outros orgaos,
instalando-se nos ramos intra-hepaticos mais finos da veia porta, ou mesmo, permanecem na
parede do intestino, onde se tornam alvos da resposta imune celular do hospedeiro,
desenvolvendo em torno dos mesmos uma reagdo granulomatosa tipica (Bogliolo, 1959; Warren,

1967).
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A formagdo do granuloma em torno dos ovos depositados nos tecidos € a principal causa
da patologia na esquistossomose. Em 1964, Andrade & Warren constataram que os granulomas
em torno dos ovos contendo o embrido, depositados no figado de camundongos com 25 semanas
de infeccdo pelo S. mansoni eram consideravelmente menores do que aqueles que ocorriam nos
animais com 8 semanas de infec¢do, ocasido em que os granulomas atingem o maximo de seu
desenvolvimento.

Esse fendmeno, denominado de modulagdo, também ja foi descrito em pacientes e
envolve a participagdo de células T (Pearce ef al., 1991; Flores-Villanueva et al., 1994a; Chensue
et al., 1994; Montesano et al., 1997; Pancré et al., 1999), a anergia de células T (Stadecker,
1994), células T reguladoras (McKee & Pearce, 2004; Hesse et al., 2004; Baumgart et al., 2006;
Taylor et al., 2006), monocitos e/ou macrofagos (Flores-Villanueva et al., 1994a; b; Wynn, 2003;
Comin et al., 2007; van Liempt et al., 2007), fatores soluveis e anticorpos (Doughty et al., 1989;
Parra et al., 1991; Montesano et al., 1989; Hesse et al., 2000; 2001), citocinas como a IL-10
(Flores-Villanueva et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Rezende et al., 1997; Falcao et al., 1998;
Sadler et al., 2003) e imunocomplexos (Goes et al., 1989).

O namero e a dimensdao dos granulomas estdo diretamente envolvidos no processo de
fibrose periportal, responsavel pela hipertensdo porta e suas conseqiiéncias e, portanto, sua
diminui¢do, quer em tamanho ou niimero, ¢ altamente benéfica para o hospedeiro (Domingo &

Warren, 1968; Boros et al., 1975).

1.1.1 - A resposta imune na esquistossomose mansoni

O estudo in vitro da reatividade de células mononucleares de pacientes portadores de
esquistossomose, na presenga de antigenos isolados de S. mansoni tem-se mostrado de extrema
utilidade na elucidagdo dos mecanismos de reacdo do sistema imune ao parasito. Assim desde a
década de 80, vém sendo realizados ensaios de reatividades celulares aos antigenos soluveis de
diferentes estadios evolutivos do S. mansoni, entre estes os de vermes adultos totais (SWAP),
tegumento de vermes adultos (TEG), cercarias (CERC), esquistossdmulos (SOM) e ovos (SEA)
(Gazzinelli et al., 1983).

Desde entdo, alguns trabalhos demonstraram que a reatividade celular aos antigenos do

parasito € muito mais acentuada na fase aguda do que na fase cronica da doencga (Ottesen et al.,
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1978; Gazzinelli et al., 1985), a qual € caracterizada por um “estado” de imunorregulagdo. Além
disto, quando avaliadas as diferentes formas clinicas da esquistossomose cronica, foram reveladas
reatividades celulares mais intensas em pacientes portadores de formas clinicas graves
(hepatoesplénica) do que as observadas em pacientes assintomaticos (intestinais) (Ellner et al.,
1981).

A exposicao de células dos pacientes cronicamente infectados aos diferentes antigenos de
S. mansoni também foi amplamente estudada. Em geral, observa-se uma intensa resposta
proliferativa direcionada ao SWAP e uma fraca resposta ao SEA (Nash et al., 1982; Gazzinelli et
al., 1985; 1987; Bahia-Oliveira et al., 1992; Roberts et al., 1993; Corréa-Oliveira et al., 1998b;
2002; Joseph et al., 2004; Talaat et al., 2007). Esta redu¢do da capacidade proliferativa, de
células do sangue periférico de pacientes cronicamente infectados, em resposta ao SEA, foi
altamente, relacionada a produgdo de fatores séricos (Colley et al., 1977; Ottesen & Poindexter,
1980; Cottrell et al., 1980; Rocklin et al., 1980; Barral-Netto et al., 1982; Doughty et al., 1989;
Parra et al., 1991; Montesano et al., 1989; Hesse et al., 2000; 2001). Contudo, Goodgame e
colaboradores, desde 1978, observaram que o grau de supressdo mediado pelo soro nao tem
correlagdo com o titulo de anticorpos anti-SEA. Desta forma, a supressao da reatividade celular
pelo soro ndo foi convenientemente esclarecida, mostrando que a supressao nao depende apenas
do soro, mas também da natureza dos linfocitos e de células acessorias envolvidas (Todd et al.,
1979; Ottesen & Poindexter, 1980).

Alguns trabalhos na literatura caracterizaram fenotipicamente as células presentes no
sangue periférico de pacientes portadores da esquistossomose. Em um primeiro relato, uma
reducdo na razdo de linfécitos T CD4'/CD8" foi observada, sugerindo que a infecgio pelo S.
mansoni induziria um aumento na freqiiéncia de células T CD8" em pacientes portadores da
esquistossomose hepatoesplénica (Colley et al., 1983). Ja Martins - Filho e colaboradores (1997)
demonstraram que pacientes portadores desta forma clinica, apresentam niveis menores de
linfécitos T CD8" quando comparados aos pacientes portadores de outras formas clinicas mais
brandas. Estes autores mostraram também que individuos infectados, em geral, apresentam uma
menor porcentagem de células T CD3" e T CD4" do que os ndo infectados (Martins-Filho et al.,
1997). Mais estudos, realizados por estes autores, mostraram que pacientes cronicamente
infectados pelo S. mansoni apresentam um aumento da expressdo de moléculas de ativagdo
celular na superficie de linfocitos T em comparagdo a individuos ndo infectados (Martins - Filho

etal., 1997;1999).
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Estudos em camundongos demonstraram que a infeccdo por S. mansoni promove a
elevacdo da freqiiéncia de células T CD4 CD25". Estes trabalhos mostraram, ainda que, ha uma
evidente proliferagdo de células Foxp3", caracterizando estas células CD4 'CD25 Foxp3" como T
reguladoras (Treg). De acordo com estes trabalhos, as Treg podem suprimir o desenvolvimento
de uma resposta Tipol e também limitar a magnitude da resposta Tipo2 em resposta aos
antigenos soluveis de ovos de S. mansoni (McKee & Pearce, 2004; Hesse et al., 2004; Baumgart
et al., 2006; Taylor et al., 2006), sendo que, alguns deles demonstraram que esta polarizacao
ocorre por meio da secrecao de IL-10 (McKee & Pearce, 2004; Hesse et al., 2004).

Os mecanismos moleculares envolvidos na resposta imune sdo mediados por células
dendriticas, as quais estdo presentes nos tecidos, € apos a matura¢do, migram para os linfonodos
para ativar as células T naive, induzindo a diferenciacao destas em células Tipol, Tipo2 ou Treg
(Kapsenberg, 2003). Recentemente, em um trabalho realizado no sentido de compreender como
ocorre a polarizacdo da resposta Tipo2 em esquistossomose humana cronica, demonstrou-se que
ha uma répida internaliza¢do do SEA pelas células dendriticas expostas a este antigeno. Porém,
este trabalho mostrou que na presenca de SEA, ha uma inibicdo da maturacao destas células,
caracterizada pelo decréscimo de moléculas co-estimulatérias CD80, CD83 e CD86, além da
reducdo da produgdo das citocinas IL-6, IL-12 e TNF-a (van Liempt et al., 2007). De fato, estes
autores confirmaram os resultados observados por Cervi e colaboradores (2004), que
demonstraram que as células dendriticas imaturas ou parcialmente maduras induzem uma
resposta Tipo2 em infecgdes helminticas. Por outro lado, tem sido sugerido que o SEA induz a
hiper-expressdao de receptores CD83 em células dendriticas, levando as células T naive a se
diferenciarem em Treg, importantes produtoras de IL-10 (van der Kleij ef al., 2002).

A IL-10 foi identificada como uma importante citocina na regulagdo da resposta imune
humana durante a infeccdo por S. mansoni, uma vez que esta foi associada ao controle da
morbidade (Araujo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Falcao et al., 1998; Montenegro et al.,
1999; Joseph et al., 2004; Silveira et al., 2004; Teixeira-Carvalho et al., 2007). Em trabalho
desenvolvido por nosso grupo, uma alta producdo de IL-10 foi associada a resposta celular de
pacientes intestinais, enquanto uma secrecdo reduzida foi relacionada a resposta celular de
pacientes portadores das formas clinicas cronica hepatoesplénica e aguda (Malaquias et al.,
1997). Mais recentemente, demonstrou-se que na presenga de SEA, células mononucleares de
pacientes intestinais produzem quantidades elevadas de IL-10 e secretam niveis

significativamente menores de IFN-y do que individuos ndo infectados (Silveira et al., 2004).
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De forma geral, altos niveis de IFN-y foram associados a resisténcia a esquistossomose em
individuos conhecidos por normais endémicos (Bahia-Oliveira et al., 1992; Viana et al., 1994),
assim como a resisténcia a infeccdo apds o tratamento (Corréa-Oliveira et al., 1998b). Estes
individuos sdo identificados por apresentarem sorologia positiva, além de alta reatividade celular
aos antigenos do parasito, exames de fezes repetidamente negativos, contato freqliente com aguas
infestadas por cercarias e nenhuma historia prévia de tratamento. A auséncia de antigeno anddico
circulante (CAA) no soro reforga a classificacdo destes individuos como individuos nao
infectados ou putativamente resistentes (Viana ef al., 1994).

Em contrapartida, trabalhos na literatura sugerem que as citocinas IFN-y e TNF-a
estariam envolvidas no desenvolvimento da forma clinica hepatoesplénica (Mwatha et al., 1998).
De fato, Mwatha e colaboradores demonstraram que quanto maior a concentragdo de receptores
tipo I e I de TNF (TNFRI e TNFRII) no plasma, maior a gravidade da doencga. O papel do TNF-
o também foi associado a fase aguda da esquistossomose, o qual revelou que a presenga desta
citocina ¢ capaz de desenvolver lesdao ao redor dos ovos de S. mansoni (Amiri et al., 1992;
Cheever et al., 1999).

Neste contexto, a exposi¢do ao S. mansoni pode induzir diferentes padrdes de resposta
imune. Uma resposta predominante Tipol, com secrecdo elevada de citocinas IFN-y e TNF-a.,
estaria relacionada a formas clinicas mais graves da esquistossomose, como a hepatoesplénica
(Mwatha et al., 1998; Teixeira-Carvalho et al., 2002). Enquanto uma resposta imune Tipo2,
induzida pela a¢do da IL-10, possivelmente secretada por células Treg, estaria relacionada a
forma clinica intestinal (Araujo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Falcao et al., 1998;
Montenegro et al., 1999; Joseph et al., 2004; Silveira et al., 2004; Teixeira-Carvalho et al., 2007).
E uma resposta imune balanceada entre Tipol, com a produgdo de TNF-a e IFN-y, e Tipo2 com
produgdo de IgE, estaria relacionada a individuos ndo infectados residentes em area endémica

(Bahia-Oliveira et al., 1992; Viana et al., 1994; Brito et al., 2000).
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1.2 - Ancilostomiase

A infec¢do por ancilostomideos ocorre quando larvas infectantes L3 entram em contato
com o homem e penetram ativamente na pele (N. americanus e A. duodenale) ou sdo ingeridas
(4. duodenale) pelo hospedeiro. Em seguida, as larvas alcangam os capilares sanguineos ou
linfaticos, migram até os pulmdes, atravessam a parede dos alvéolos e caem na luz dos mesmos,
onde iniciam a sua migragao até a faringe. Nesta fase, podem ser expelidas junto a expectoragao
ou deglutidas. As larvas entram no trato gastrointestinal, onde se transformam duas vezes,
desenvolvendo-se para o estadio adulto. Aproximadamente 5 a 8§ semanas, apds a infeccdo da
larva L3 no homem, estas atingem a maturidade sexual e iniciam a sua postura dos ovos. Os
vermes adultos permanecem no interior do trato gastrointestinal, sugando o sangue dos capilares
que irrigam a parede do intestino (Hoagland & Schad, 1978; Schad et al., 1984; Hawdon et al.,
1996).

A patogenia da ancilostomiase ¢ proporcional ao niimero de parasitos presentes no
intestino delgado. Logo, a anemia e hipoproteinemia, causadas pelo intenso hematofagismo
exercido pelos vermes adultos, sdo os principais sinais de ancilostomiase. A anemia ¢ de
evolucdo lenta e acompanhada de perturbacdes gastrointestinais. O estado organico do
hospedeiro agrava-se com a instalacdo e persisténcia da anemia, da leucocitose, da eosinofilia,
além de varias mudancas fisioldgicas e bioquimicas. Os individuos podem apresentar diversos
graus de infec¢do, desde os mais leves com ligeiros sinais clinicos, aos mais graves em que a

sintomatologia alcanca as mais variadas formas (Schad et al., 1984; Stoltzfus et al., 1997 a; b).

1.2.1 - A resposta imune na ancilostomiase

Existem poucos trabalhos a respeito da resposta imune celular na ancilostomiase,
principalmente humana sendo que, sua maioria, restringe-se a avaliagdo do perfil de citocinas
frente aos antigenos de ancilostomideos ou mesmo a estimulos inespecificos (Quinnell et al.,
2004; Geiger et al., 2004; Wright & Bickle, 2005). A auséncia de um estudo, causado por A4.
duodenale ¢ N. americanus, em modelo experimental adequado tem limitado significativamente
os estudos sobre estas helmintoses humanas. Os poucos trabalhos que vém sendo desenvolvidos

em modelos experimentais utilizam, principalmente, a infeccao por Ancylostoma caninum.
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Neste contexto, ensaios de reatividade celular em cdes vacinados revelaram uma elevada
proliferacdo em resposta ao antigeno recombinante da larva de N. americanus (Fujiwara et al.,
2006). Contudo, trabalhos demonstraram que a reatividade de células de pacientes portadores de
ancilostomiase, em resposta ao antigeno soluvel de verme adulto de 4. caninum, ¢ muito baixa,
caracterizando um estado de imunorregulagdo (Geiger et al., 2004; Bethony et al., 2006) ou
mesmo de anergia celular.

Sobre a caracterizacdo fenotipica, poucas informagdes estdo disponiveis para a
compreensdo da modulacdo ou mesmo da capacidade proliferativa de células de pacientes
portadores da doenga. Em um primeiro trabalho realizado na Africa, foi demonstrado que as
populacdes de linfocitos T CD3"/CD4" estio reduzidas nestes pacientes em comparacio aos
individuos nao infectados (Onyemelukwe & Musa, 2001). Foi demonstrado também que a
protecao a infecgdo por ancilostomideos pode ser devido a um processo dependente de IL-4
produzida por linfécitos T CD4", tendo estas células um papel importante e essencial no processo
de resisténcia a infec¢ao (Finkelman et al., 1997; Lawrence et al., 1998).

Recentemente, Geiger e colaboradores mostraram que apesar dos pacientes portadores de
ancilostomiase apresentarem baixas freqliéncias de células T e B, estas células estdo altamente
ativadas (Geiger et al., 2007). Além disso, estes autores também mostraram que em culturas de
células mononucleares na presenca de diferentes antigenos de A. caninum, ndo houve o
predominio de uma resposta imune Tipo2 e sim de uma resposta mixta (Geiger et al., 2007).

Outros autores ja haviam observado que, em ancilostomiase, ha uma resposta imune mista
de citocinas (Maizels ef al., 2004), com producao tanto de IFN-y e IL-12 (Tipol) quanto de IL-4,
IL-5 e IL-13 (Tipo2) (Quinnell et al., 2004; Geiger et al., 2004; 2007). Apesar do perfil misto
observado, alguns trabalhos demonstraram que a resposta Tipo2, com acentuada producao de IL-
5, esta intimamente relacionada a resisténcia a infec¢ao tanto em modelos experimentais (Girod
et al., 2003; Fujiwara ef al., 2006) quanto em humanos (Quinnell ez al., 2004).

Em relagdo a IL-10, sabe-se que ha um aumento da concentracdo desta citocina, em
comparagdo as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 com o desenvolvimento da infeccdo crdonica
(MacDonald et al., 2002). Em contrapartida, apds o tratamento foi verificado o declinio da
mesma (MacDonald ef al., 2002; Geiger et al., 2004). Por outro lado, uma elevada produgdo de
IL-10 e TNF-a, e uma redugdo de IL-5, IL-12, IL-13 e IFN-y foram demonstradas em células
mononucleares de individuos normais endémicos para ancilostomiase, frente ao antigeno soltivel

de verme adulto de 4. caninum (Geiger et al., 2004).
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Portanto, os dados indicam que uma resposta celular Tipo2 esta diretamente associada a
prote¢do contra ancilostomideos, enquanto uma resposta mista de citocinas, inclusive a¢do da
citocina reguladora IL-10 ¢ encontrada em pacientes cronicamente infectados com
ancilostomideos. Entretanto, assim como na esquistossomose, o mecanismo de modulagdao da

resposta celular, em pacientes cronicamente infectados, ainda ndo foi esclarecido.

1.3 - Estudo das co-infec¢oes helminticas

A presenca de poliparasitismo ¢ freqiiente em regides tropicais e subtropicais onde as
infeccdes com helmintos sdo endémicas. Normalmente, nas comunidades destas regides varios
helmintos estdo presentes € um grande nimero de individuos ¢ portador de pelo menos duas
espécies (Buck et al., 1978; Keusch & Migasena 1982; Chamone et al., 1990; Ashford et al.,
1992; Chunge et al., 1995; Booth et al., 1998; Petney & Andrews, 1998; Needham et al., 1998;
Brooker et al., 2000; Howard et al., 2002; Corréa-Oliveira et al., 1998a; 2002; Tchuem Tchuenté
et al., 2003; Brito et al., 2006; Raso et al., 2004; 2006; Fleming et al., 2006; Brooker et al.,
2007).

Recentes estudos tém demonstrado que para algumas helmintoses houve um aumento da
intensidade de infec¢do quando os pacientes apresentam co-infeccdo em relagdo aqueles que
apresentam mono-infeccdo (Booth et al., 1998; Needham ef al., 1998). Sendo assim, estes
pacientes apresentam um maior risco de morbidade e, em condi¢cdes extremas, até de
mortalidade. Howard e colaboradores (2002) revisando os dados da literatura sobre associacdes
parasitarias observaram uma significante heterogeneidade geografica das associagdes, embora
estas associacdes dentro de pequenas localidades, tais como vilarejos, distritos € zonas ecoldgicas
fossem bem homogéneas (Howard et al., 2002). Estes autores, também, observaram associacao
entre o aumento da intensidade de infec¢do e a presenca do poliparasitismo.

Evidéncias, obtidas de estudos laboratoriais, demonstraram que helmintos podem
influenciar, direta ou indiretamente, na infeccdo por outra espécie (Cox, 2001). Intimeras
publicagdes sugerem a ocorréncia de antagonismo ou sinergismo entre infec¢des com o S.
mansoni (Pritchard et al., 1991; Webster et al., 1997; Corréa-Oliveira et al., 1988; 2002; Cox,
2001). Nesse contexto, alguns estudos mostraram que a infeccdo por ancilostomideos esta

associada positivamente com a infeccao pelo S. mansoni (Chamone et al., 1990; Keiser et al.,
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2002 a; b; Raso et al., 2004), bem como a filariose, estabelecendo, portanto, uma relacao
sinérgica (Faulkner et al., 2005).

No Brasil os helmintos mais comumente encontrados co-infectando pacientes portadores
de esquistossomose sao os ancilostomideos (Chamone et al., 1990; Corréa-Oliveira et al., 2002;
Fleming et al., 2006; Brooker et al., 2007). Um trabalho, realizado em uma comunidade rural no
Brasil, mostrou uma associagdo positiva para as co-infecgdes por N. americanus € S. mansoni e,
também, para co-infeccao por N. americanus € A. lumbricoides, além de uma relacao antagonica
entre as infec¢des por S. mansoni e A. lumbricoides. Estes autores sugeriram que estas
associagdes podem ter implicagdes na epidemiologia, resposta imune e no controle do
poliparasitismo (Fleming et al., 2006).

As investigagdes realizadas at¢é o momento sugerem claramente a influéncia de uma
infeccdo helmintica sobre a outra, bem como a influéncia das infecgdes por helmintos sobre a
resposta imune a outras infec¢des parasitarias, tal como a malaria (Nacher, 2004). Esta
associagdo pode ser sinérgica ou antagdnica (Fleming et al., 2006) e apresentar efeitos benéficos

ou maléficos para o hospedeiro.

1.3.1 — A resposta imune em co-infec¢oes

Entre os trabalhos a respeito da resposta imune descritos até o momento, a maioria
avaliou as infecgdes por S. mansoni e outras infecgdes de maneira isolada, sem considerar suas
possiveis interacdes. Dentre os estudos que consideraram tais interagdes, grande parte restringe-
se em avaliar a reatividade cruzada entre antigenos e anticorpos (Corréa-Oliveira et al., 1988;
Pritchard et al., 1991; Timothy ef al., 1992; Noureldin et al., 2000).

Neste sentido, alguns trabalhos demonstraram que anticorpos séricos de pacientes
infectados com A. lumbricoides ou ancilostomideos apresentam reatividade cruzada a antigenos
de S. mansoni, provavelmente por compartilhamento de epitopos (Corréa-Oliveira et al., 1988;
Pritchard et al., 1991). Noureldin e colaboradores, em 2000, também observaram reatividade
cruzada entre os anticorpos de Schistosoma e Fasciola hepatica em co-infectados (Noureldin et
al., 2000).

O primeiro trabalho sobre a resposta efetora em co-infec¢do por S. mansoni e Trichuris

muris (indutora de resposta Tipo1l) experimental demonstrou a presenca de elevados niveis de IL-
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4, IL-5 e IL-10, além de baixa concentragdo de IFN-y. Este ambiente, predominante Tipo2,
possivelmente induzido por S. mansoni, foi protetor contra 7. muris, sendo estes helmintos
completamente eliminados pelo hospedeiro (Curry ef al., 1995).

Ensaios de reatividade celular de pacientes portadores de 7. trichiura, residentes em uma
area de baixa prevaléncia para S. mansoni revelaram que as células mononucleares dos pacientes
respondem fortemente aos antigenos soluveis de ovo e do verme adulto do S. mansoni (Geiger et
al., 2002). Também em 2002, um trabalho, desenvolvido pelo nosso grupo, demonstrou que em
areas onde o S. mansoni € prevalente, independente de outras helmintoses, a resposta imune ¢
dirigida, principalmente, contra antigenos do S. mansoni. Ao contrario, em areas onde a
prevaléncia para 4. lumbricoides ou N. americanus sao predominantes e nao hé infec¢ao para o S.
mansoni, a resposta imune, tanto celular como humoral, sdo dirigidas principalmente contra os
parasitos mais prevalentes. Estes resultados sugerem que a infecgdo pelo S. mansoni tem efeito
significativo sobre outras helmintoses (Corréa-Oliveira et al., 2002).

A predominadncia de um ambiente Tipo2 ou de um perfil misto de citocinas em co-
infeccdo por S. mansoni e virus também foi observada, ao contrario da mono-infec¢do virdtica,
cuja resposta ¢ predominante ¢ Tipol (Santos et al., 2004; El-Kady et al., 2005). Neste contexto,
pacientes portadores de co-infeccdes por S. mansoni, Strongyloides stercoralis e HTLV-1
apresentam células mononucleares com menor capacidade de producdo de IFN-y e maior
secrecao de IL-10, em resposta ao SWAP, do que as células dos pacientes portadores de
infecgoes pelo HTLV-1 (Santos ef al., 2004). El-Kady e colaboradores estudaram as co-infec¢des
por S. mansoni e o virus da hepatite C (HCV), relatando menor nivel de IFN-y e aumento da IL-4
e IL-10 nos pacientes mono-infectados por S. mansoni ou co-infectados quando comparado aos
pacientes mono-infectados por HCV (El-Kady et al., 2005).

As investigacdes fenotipicas revelaram que pacientes co-infectados por diversos
helmintos apresentam um decréscimo da populagdo de linfocitos T CD3" e CD4", mas ndo de
linfocitos T CD8", quando comparados aos pacientes ndo infectados. Em contraste a esta redugdo
da populagio T CD3" e CD4", a resposta imune celular em co-infectados foi caracterizada por um
aumento de células ativadas e de memoria (Kalinkovich et al., 1998; Borkow et al., 2000). Estes
autores sugeriram que infec¢des helminticas cronicas promovem um “estado” constante de
ativacao celular, o que implicaria na auséncia de resposta e anergia das células.

Recentemente, em um amplo estudo foi observado que ndo ha diferenca na caracterizagao

fenotipica entre pacientes mono- e co-infectados por S. mansoni, A. lumbricoides e
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ancilostomideos em resposta aos antigenos soliveis de ovos e verme adulto de S. mansoni
(Oliveira, 2006). Neste contexto, apenas a caracterizacdo do perfil fenotipico, ndo € suficiente
para identificar os mecanismos envolvidos na resposta imune em co-infec¢do por estes helmintos,
portanto, ha necessidade de se avaliar também a expressdo de citocinas nos processos de
ativagdo/regulacdo celular.

E importante ressaltar ainda, que deve ser explorada uma maior abordagem da reatividade
celular aos antigenos dos helmintos presentes na co-infec¢do, bem como, os processos celulares

que ocorrem entre a ativagado celular e a resposta efetora.

1.4 - Ciclo Celular

A modulagdo da reatividade celular, em pacientes cronicamente infectados por S.
mansoni, foi associada a um “estado” de total inativacdo celular, promovendo a anergia
(Stadecker, 1994) ou mesmo a uma ativacao celular permanente que induziria morte celular por
apoptose (Carneiro-Santos et al., 2000; Rutitzky et al., 2003). Em esquistossomose mansoni,
faltam trabalhos que focalizem o papel destes efeitos imunomodulatorios no ciclo celular.

A ativagdo dos linfocitos ¢ determinada pelo aumento da expressao de diversas moléculas
na superficie celular, que normalmente, ndo sdo expressas ou sdo pouco expressas nas células
quiescentes (estado Go) (Judd et al., 1980; Cebrian et al., 1988; Fraser et al., 1993). Uma vez
ativados, os linfocitos podem progredir através do ciclo celular. Este processo ¢ altamente
organizado e composto por diversos pontos de controle da progressdo das fases (checkpoints),
que sdo controlados por proteinas, cujas fung¢des sdo a de garantir uma completa e correta
sequéncia de eventos antes da mitose e divisdo celular (Gillet & Barnes, 1998). Por outro lado, a
ativacdo celular também pode induzir apoptose dos linfocitos, causando a supressdao de sua
capacidade proliferativa (Carneiro-Santos et al., 2000; Sun et al., 2003).

O ciclo celular ¢ dividido em quatro fases: fase Gy, periodo quiescente, no qual os
linfécitos ndo estao proliferando, a fase Gj, que define a entrada no ciclo celular, a fase S, que ¢ a
sintese de DNA e as fases G,/M, caracterizadas pela mitose e divisdo celular. A fidelidade e o
controle da progressdo do ciclo celular ¢ amplamente dependente dos eventos que ocorrem na
fase G, envolvendo um grande niimero de ciclinas (reguladores positivos) e de inibidores de

quinases dependente de ciclinas (reguladores negativos) (Pardee, 1989).
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Sucintamente (ver anexo), a ligacdo ao receptor TCR ou ao receptor de co-estimulagdo
CD28 nao induz a sintese de DNA, enquanto a ocupacdo simultanea destes dois receptores resulta
em uma proliferagdo amplificada de linfocitos T, dependente de diversas vias de transdugdo de
sinal (Appleman et al., 2002). Os linfocitos sao mantidos no estado quiescente (Gy) ¢ a saida do
estado quiescente e progressdo para a fase G; deve-se, em parte, ao aumento da expressao das
ciclinas D e E. No periodo inicial da fase Gy, a ciclina D associa-se a quinases dependentes de
ciclina D (cdk4 e cdk6), enquanto no periodo intermedidrio da fase G, a ciclina E associa-se a
cdk2, ocorrendo a ativagdo dos complexos CyD/cdk4, CyD/cdk6 e CyE/cdk2 (Sherr, 1996). A
ativacao dos complexos citados promove a fosforilacdo da proteina retinoblastoma (pRB), que se
encontra na forma hipofosforilada (Chellappan et al., 1991; Dynlacht et al., 1994; Hatakeyama et
al., 1994). A fosforilagdo da pRB ¢ um dos principais checkpoints do ciclo celular, uma vez que,
as células que sairem da quiescéncia, mas forem bloqueadas em G,, provavelmente entram em
apoptose. O complexo ciclina E/cdk2 também fosforila as proteinas p21 e p27 (inibidores da
fosforilagdo da pRB) (Sheaff et al., 1997), levando a degradagdo destas e, contribuindo para a
progressao do ciclo celular (Sherr ef al., 1994). A pRB hiperfosforilada ativa alguns fatores de
transcricdo, induzindo a transcricdo de diversos genes que codificam proteinas diretamente
relacionadas a fase de sintese de DNA (fase S do ciclo), entre elas a ciclina A. A ciclina A, por
sua vez, associa-se a quinase dependente de ciclina A, a cdk2 (Appleman et al., 2002),
promovendo a ativagdo do complexo CyA/cdk2. A ativacdo deste complexo induz a ativacdo de
fatores de transcri¢do relacionados a genes que codificam proteinas essenciais a progressao
através da fase S. Ao final do processo replicativo, onde todo o conteudo gendmico foi duplicado,
outro complexo regulador, ciclina B/cdc2, ¢ ativado e fosforila fatores de transcricdo que
codificam proteinas essenciais na divisao celular e, desta forma, a célula progride para as fases
G»/M do ciclo celular, podendo reiniciar aum novo ciclo (Mao et al., 1992).

Virios trabalhos tém relatado que a progressao através do ciclo celular sofre influéncia de
diferentes agentes infecciosos, tais como bactérias (Shenker & Datar 1995; Shenker et al., 2000;
2001; Lee et al., 2004; Gerhard et al., 2005; Jones et al., 2007), protozoarios (Nagajyothi et al.,
2006) e virus (Matsuda et al., 2006), causando bloqueio da proliferagdao celular ou mesmo
apoptose.

Neste contexto, alguns trabalhos demonstraram que ap6s o estimulo antigénico, linfocitos
T podem permanecer em Gy e, mesmo na auséncia de proliferacdo, mediarem fungdes efetoras

contra a infec¢do. Em 1995, foi descrito que extratos da bactéria Fusobacterium nucleatum
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incapacitam os linfocitos de progredirem através do ciclo celular por bloqueio da fase Gi,
contudo ndo inibem a expressdo de marcadores de ativagdo e a secrecdo de IL-2. O bloqueio da
resposta proliferativa, observado em Gy, foi associado a deficiéncia da expressdo da ciclina D, um
marcador atuante do meio para o final desta fase (Shenker & Datar 1995). Este estado foi
denominado mais tarde de fase Gy ativada- (Lea et al., 2003).

Proteinas imunossupressoras, que prejudicam a proliferagdo linfocitdria humana em
resposta a antigenos da bactéria Treponema denticola, foram caracterizadas por interromperem a
progressao de G; para a fase S. Porém, estas proteinas ndo inibem a expressao dos marcadores de
ativacdo, como as moléculas de superficie CD69 e CD25 (Lee et al., 2004).

Desta forma, a modulagdo da reatividade celular, observada em células mononucleares de
pacientes infectados com S. mansoni ou N. americanus, pode ser reflexo da inibicao de alguma
proteina envolvida na progressao das fases do ciclo celular de linfocitos.

Portanto, o entendimento do efeito da infec¢do por estes helmintos sobre o processo de
ciclo celular ¢ de importancia fundamental para a compreensdo da intera¢do parasito/hospedeiro
em pacientes mono- ¢ co-infectados, assim como para os processos de regulagdo da resposta

imune e desenvolvimento de patologia nestas infeccoes.
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2.1 - Justificativa e objetivo geral

A formagdo do granuloma em torno de ovos do S. mansoni ¢ o evento central no
desenvolvimento da patologia associada a infec¢ao esquistossomotica aguda e cronica, embora ja
tenha sido evidenciada a participagcdo de antigenos derivados de outros estadios deste parasito,
tanto no desenvolvimento da patologia quanto na resisténcia a esquistossomose (Ellner et al.,
1981; Bahia-Oliveira et al., 1992; Jacobs et al., 1997).

Em animais experimentalmente infectados, durante o progresso da infec¢ao da fase aguda
para a cronica, foi demonstrado que hd uma diminui¢do no tamanho dos granulomas recém-
formados em torno dos ovos, bem como, modifica¢cdes em seus componentes celulares (Andrade
& Warren, 1964). Este fenomeno foi denominado por modulagdo do granuloma (Domingo &
Warren, 1968; Boros et al., 1975), e a diminui¢do no tamanho parece ser benéfica para o
hospedeiro e tem sido considerada fundamental para o equilibrio hospedeiro-parasito.

Alteragdes do tamanho e do aspecto do granuloma também foram descritas durante a
evolugdo da fase aguda para a cronica na esquistossomose mansoni humana (Neves & Raso,
1965). Diversos estudos a respeito da modulagdo ou imunorregulacao da capacidade proliferativa
de células mononucleares do sangue periférico de pacientes, em resposta ao antigeno soltvel de
ovos de S. mansoni (SEA) ja foram relatados (Nash et al., 1982; Gazzinelli et al., 1985; 1987,
Bahia-Oliveira et al., 1992; Roberts et al., 1993; Corréa-Oliveira et al., 1998a; 2002; Joseph et
al., 2004; Talaat et al., 2007). Entretanto, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
modulagdo do granuloma, bem como na diminui¢do da resposta proliferativa de linfocitos do
sangue periférico ao SEA, ndo foram ainda completamente elucidados. Dentro deste contexto, um
dos nossos objetivos foi avaliar a influéncia do antigeno SEA na progressao do ciclo celular de
linfocitos T do sangue periférico de individuos infectados e ndo infectados por S. mansoni.

Devido as freqiientes co-infec¢des helminticas observadas em areas endémicas (Buck et
al., 1978; Keusch & Migasena 1982; Kvalsvig, 1988; Chamone ef al., 1990; Ashford et al., 1992;
Chunge et al., 1995; Petney e Andrews, 1998; Booth ef al., 1998; Needham et al., 1998; Brooker
et al., 2000; Howard et al., 2002; Corréa-Oliveira et al., 1998; 2002; Tchuem Tchuenté et al.,
2003; Raso et al., 2004, 2006; Fleming et al., 2006; Brooker et al., 2007), avaliamos, também, a
influéncia da co-infecgdo pelo N. americanus na resposta imunologica de linfocitos T do sangue

periférico de individuos infectados por S. mansoni ao antigeno SEA.
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Objetivo geral

Avaliar o efeito da influéncia do antigeno soluvel de ovos de S. mansoni (SEA) na
ativacdo de linfocitos T, bem como na progressao do ciclo celular destas células do sangue

periférico de individuos infectados e ndo infectados por S. mansoni e/ou N. americanus.

2.2 - Objetivos especificos

I - Avaliar o perfil hematologico, de individuos infectados e ndo infectados por S. mansoni,

através do hemograma.

IT - Avaliar a producdo de citocinas no plasma e no sobrenadante de culturas celulares na

presenca de SEA, de individuos infectados e ndo infectados por S. mansoni.

IV - Determinar a expressdao de marcadores de superficie e de moléculas de ativagdo de sub-
populagdes de linfécitos, na presenga de SEA, de individuos infectados e nao infectados por S.

mansoni.

III - Investigar a influéncia do SEA na progressdao do ciclo celular de linfocitos T, por meio da
analise das fases Go/Gy, S, G2/ M do ciclo celular e do percentual de células apoptoticas, de

individuos infectados e nao infectados por S. mansoni.

V - Analisar a expressdo da ciclina D;, D,, D3, marcadores da progressdo da fase G; para S do
ciclo celular, na presenca de SEA, em linfocitos T de individuos infectados e ndo infectados por

S. mansoni.
VI - Investigar se a presenc¢a de N. americanus influencia nos mecanismos celulares envolvidos

na resposta ao SEA, de individuos infectados por S. mansoni, nos parametros analisados

anteriormente.
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3.1 - Caracterizacio da populacao

Este estudo foi possivel devido a participagao voluntaria de moradores do municipio de
Pedra Alta, um vilarejo do municipio Ponto dos Volantes, localizado a 618 km de Belo
Horizonte no Estado de Minas Gerais. Pedra Alta encontra-se na regido do Vale do
Jequitinhonha, uma area endémica para a esquistossomose, caracterizada por montanhas, clima
tropical, temperatura média de 24°C e com longos periodos chuvosos o que dificulta o acesso a
regido (IBGE, 2007). As principais atividades econdmicas da regido sdo as criagdes de gado e
a agricultura, sendo as plantacdes de mandioca, milho, feijio e arroz as mais comuns. E
importante salientar que todas as atividades exercidas pelos moradores requerem de uma
maneira ou outra contato continuo com agua. A area ¢ de extrema pobreza e com condi¢des
precarias de saneamento basico, higiene, educacdo e saude. A maioria dos moradores obtém
agua para alimentagdo, higiene, entre outras atividades, em nascentes de rios ou corregos.

Os critérios utilizados para a inclusdo dos individuos no estudo foram:

1. Criangas maiores de 6 anos de idade;

2. Individuos residentes na area-alvo durante os ultimos 24 meses;

3. Individuos que relatam ndo terem recebido nenhum tratamento com drogas anti-helmiticas
nos ultimos 24 meses;

4. Individuos que consentiram participar do estudo;

Os critérios de exclusao foram:

1. Criangas que freqiientam escolas fora da area-alvo;

2. Individuos que trabalham em periodo integral fora da area-alvo;

3. Individuos que participaram em outros programas de controle e que receberam tratamento
com drogas anti-helmiticas nos ultimos 24 meses;

4. Mulheres com teste de gravidez positivo;

5. Individuos que apresentam exames de sangue com hemoglobina menor que 8 g/dL.

Os individuos adultos identificados como portadores de helmintoses, com excecao de
esquistossomose, foram tratados com uma unica dose de 400 mg de albendazol. Os individuos
que, apos o tratamento, permaneceram positivos para ovos de qualquer dos helmintos
detectaveis através do método Kato-Kats (Katz ef al., 1972), foram novamente tratados com 3
doses de 400 mg por comprimido de albendazol em 3 dias consecutivos, sendo uma dose
diaria. No caso de infec¢do por S. mansoni, os individuos foram tratados com praziquantel. O

praziquantel foi administrado em adultos via oral em dose Unica de 50 a 60 mg/kg. Em
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criangas utilizou-se a dose recomendada de 70 mg/kg, dividida em duas vezes. O mesmo
critério para avaliagdo ap6s o tratamento foi utilizado para a esquistossomose.

Para os individuos da comunidade, portadores de outras doengas, foram oferecidos
assisténcia médica e tratamento, quando necessario, independente da enfermidade estar
relacionada aos objetos do estudo, ou da participacdo do individuo neste programa. Todo
trabalho de levantamento parasitoldgico e supervisdo do tratamento foi realizado pela equipe
da Prof’. Andréa Gazzinelli, da Escola de Enfermagem da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica do Instituto René Rachou —
FIOCRUZ (CEPSH/CpqRR: 012/2003) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP: 598/2004), de acordo com documento em anexo.

3.1.1 - Definicdo da populagcio em estudo

Duzentos e trinta e sete moradores de Pedra Alta participaram do levantamento
parasitoldgico. Destes 32 individuos foram selecionados, por amostragem aleatdria simples,
para os ensaios realizados neste trabalho. Baseado nos exames parasitoldgicos os individuos
selecionados, residentes em area endémica para esquistossomose, foram separados em dois
grupos de acordo com a presenca de ovos dos helmintos S. mansoni e/ou N. americanus nas
fezes (Tabela 1):

1) Individuos que ndo apresentaram ovos para N. americanus € S. mansoni nos exames
parasitoldgicos foram incluidos no grupo denominado de individuos com fezes ovos-negativa
(NEG). Esta classificacdo foi realizada somente apds a realizacdo de 3 exames parasitologicos
repetidamente negativos, sendo cada exame constituido por triplicatas. Além disto, todos os
individuos apresentaram atividades de contato com 4guas infestadas por cercarias na regiao
endémica, e ndo tiveram historia prévia de tratamento.

2) Pacientes portadores da infec¢do cronica intestinal por S. mansoni (XTO).
Classificados neste grupo por apresentarem ovos para S. mansoni nos exames parasitologicos.
Este grupo de individuos foi dividido em dois subgrupos:

2.1) Pacientes portadores da mono- infeccdo por S. mansoni (MONQ): exames
parasitoldgicos ovos positivos para S. mansoni € ovos negativos para N. americanus € outros

helmintos.
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2.2) Pacientes portadores da co- infec¢do por S. mansoni e N. americanus (CO):
exames parasitologicos ovos positivos para S. mansoni e N. americanus.

Foi incluido no estudo, um terceiro grupo (Tabela 1), composto de individuos doadores
de sangue, residentes em area ndo endémica para esquistossomose (DS). A amostra deste
grupo de individuos foi obtida no Banco de Sangue Clinica Romeu Ibrahim de Carvalho apos
obtencdo de consentimento livre e esclarecido. De acordo com exame sorologico, todos foram
negativos para HIV (Anti-HIV — Dade Behring — Enzygnost 2 plus e Anti-HIV -
Abbott/Murex — 1.2.0), HTLV (Anti-HTLV 1+2 — Abbott/Murex), HCV (Anti-HCV version
4.0 — Abbott/Murex), Hepatite B (Anti-HBC total — Abbott/Murex e HBsAg — Dade Behring —
Enzygnost 5.0), Doenca de Chagas (Chagas elisa — Bioschile e Chagas hemaglutinagdo —
Wiener) e VDRL (Wiener). A auséncia de infec¢do para helmintos foi baseada em relatorio
pessoal de cada individuo e pelo fato de ndo residirem em &area endémica ou de risco de
infeccao.

Na primeira parte dos resultados, a fim de compreendermos a progressdo através do
ciclo celular em resposta ao SEA, comparamos os dados dos individuos DS, pacientes
portadores da infeccao pelo S. mansoni (XTO) e individuos nao infectados (NEG). Na
segunda parte, a fim de verificarmos se a progressao através do ciclo celular, em resposta ao
SEA, ¢ alterada pela presenca da infeccdo N. americanus, comparamos os dados dos grupos de
pacientes mono-infectado (MONO) e co-infectados (CO).

O numero de individuos e/ou pacientes incluidos neste estudo estdo representados na
Tabela 1. Entretanto, nos diferentes ensaios, o nimero variou devido a dificuldade em obter
células mononucleares suficientes para todos os ensaios experimentais. Desta forma, o nlimero
de individuos e/ou pacientes utilizado em cada ensaio foi descriminado nas legendas de figuras

e tabelas.
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Tabela 1: Caracteriza¢do da populagdo em estudo.
NUMERO DE INDIVIDUOS MEDIANA
GRUPO CLINICO SIGLA DA IDADE

Homens Mulheres Total

(Variagdo)

Individuos com fezes
ovos-negativa, NEG (H) 06 04 10 39,9 (26-56)

residentes em area
Pacientes portadores

da infecgdo cronica XTO (V) 12 10 22 33,5 (20-48)

por S. mansoni

MONO
Mono-infectados () 06 04 10 32,7 (21-45)
Co-infectados CO (A) 06 06 12 34,0 (20-48)
Individuos doadores

residentes em area

3.2 - Exame parasitologico de fezes

A presenca de ovos nas fezes dos individuos foi inicialmente determinada por método
qualitativo, através da técnica de sedimentagdo por centrifugacao, utilizando éter etilico ou éter
sulfurico e formol (Pessoa e Martins, 1986). Foram examinadas trés laminas e no caso de
resultados negativo para ovos de helmintos, uma quarta lamina foi avaliada. Verificada a
presenca de infec¢do, por N. americanus e/ou S. mansoni, o nimero de ovos foi quantificado
através de exames de trés laminas por amostra de fezes de acordo com método Kato-Katz
(Katz et al., 1972). Foram coletadas trés amostras fecais de cada individuo. Os valores da

contagem de ovos foram designados como ovos por grama de fezes (epg).
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3.3 — Preparo do antigeno soluvel de ovos do S. mansoni

O antigeno soltvel de ovos (SEA) de S. mansoni foi preparado segundo o método
descrito por Gazzinelli e colaboradores (1983). Os ovos foram coletados de camundongos
albinos suicos infectados com cercarias da cepa LE de S. mansoni. Foram triturados,
separadamente, em homogeinizador com pistao de teflon em salina 1.7%. O homogeinato
resultante foi centrifugado a 50.000 x g durante 1 hora a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
dialisado contra salina fisiologica durante 48 horas a 4°C e esterilizado utilizando-se filtro de
0.22 pm.

Finalmente, a dosagem de proteinas do antigeno SEA foi determinada segundo o

método descrito por Lowry e colaboradores (1951).

3.4 - Hemograma

Os hemogramas foram realizados no Laboratorio Paula Castro - Medicina
Laboratorial. A contagem diferencial de leucocitos e a dosagem de hemoglobina foram
investigadas em contador hematoldgico eletronico de células. Para isso, foram utilizadas
amostras de sangue periférico, coletado a vacuo em tubos de cinco mL contendo o
anticoagulante EDTA (Vacutainer, BD, USA).

A diferencial de leucdcitos também foi realizada através da contagem celular em
esfregago sanguineo através de microscopia Optica utilizando objetiva de imersdo. Foi
utilizado o método Panotico rapido para coloragdo das células e realizada a contagem de cem
leucocitos para determinar os valores relativos das populagdes celulares de linfocitos,

mondcitos e granuldcitos (neutréfilos, eosinofilos e basofilos).

3.5 - Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Vinte mL de sangue total foram coletados em tubos contendo o anticoagulante heparina
sodica (Vacutainer, BD, USA). O sangue total heparinizado foi lentamente adicionado a uma

solugdo de histopaque 1077 (Sigma Diagnostics, Inc., USA), na propor¢ao de 2:1, em tubos de
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poliestireno com capacidade para 50mL (BD, New Jersey, USA). Os tubos foram
centrifugados a 400 x g durante 40 minutos a 20°C em centrifuga refrigerada (Beckman
Instruments Inc., modelo J-6B, Irvine, USA). Ao final da centrifugagdo, obteve-se um anel de
células mononucleares (PBMC) entre a interface do histopaque e do plasma.

O plasma foi retirado cuidadosamente, armazenado em -70°C (Ultra Low Freezer —
Partlow 1160) e, posteriormente, utilizado para a dosagem das citocinas. As PBMC foram
coletadas e transferidas para tubos conicos, de polipropileno, de 50 mL (Falcon, BD, USA)
onde foram lavadas 3 vezes por centrifugacdo a 400 x g por 10 minutos a 4°C em meio de
cultura MEM (Minimal Essential Medium) (Gibco, New York, USA). Finalmente, as células
foram ressuspensas em RPMI 1640 (Gibco, New York, USA), contadas em camara de
Neubauer (Hausser Scientific, Horsham, USA), e ajustadas para a concentragdo desejada de
acordo com o ensaio a ser realizado. Toda a manipulacdo, exceto a contagem de células, foi
realizada em condigdes estéreis em capela de fluxo laminar (BBL-Biological Cabinet, model

60474, Cockeysville, MD ou Veco, modelo VLFS 12M).

3.6 - Ensaio de proliferacao celular

O ensaio de proliferacdo celular foi realizado segundo procedimento descrito por
Gazzinelli e colaboradores (1983), com algumas modificagdes descritas em seguida. PBMC
foram isoladas de sangue periférico sobre gradiente de densidade com histopaque 1077 (item
3.5). As células foram, entdo, ressuspensas em meio de cultura de células estéril (CMBlast)
contendo 5% de soro humano normal AB Rh* (SHuN) (Sigma, St Louis, USA), inativado a
56°C durante 30 minutos, 1,6% de L-glutamina (Sigma, St Louis, USA) ¢ 0,03% de um
coquetel de antibidtico e antimicdtico (Sigam, St Louis, USA) diluidos em RPMI 1640. O
cultivo celular foi realizado em placas de poliestireno, de fundo chato, de 48 pocos (BD, New
Jersey, USA) por 3 e 5 dias.

Em relagdo aos pogos das placas com cultura de 3 dias, foram adicionados:

- 600 uL de CMBlast;
- 100 pL do anticorpo anti-CD3 (0,1 ng/mL) e anti-CD28 (0,2 ug/mL) ou RPMI;
- 100 pL de suspensio contendo 6,0 x 10> células/mL.

E, em relagdo aos pogos das placas com cultura de 5 dias, foram adicionados:
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- 600 pL de CMBlast;
- 100 pL da preparagdo antigénica SEA (25ug/mL) ou RPMI;
- 100 pL de suspensio contendo 1,0 x 10° células/mL.

As culturas foram mantidas em incubadora contendo 5% de CO2 em atmosfera umida a

37°C, durante 3 dias (anti-CD3 e anti-CD28) e 5 dias (SEA). Quatro horas antes do término do
periodo de incubagdo, foram adicionados a cada pogo 72 pL de solucao de BrdU (5-Bromo-2-
deoxiUridina) a 0,33 mg/mL, obtendo-se uma concentracao final de 33 pg/mL e, as placas
foram novamente incubadas. O BrdU ¢ um nucleosideo pirimidino que atravessa a membrana
celular dos linfocitos por difusdo facilitada através da a¢do de permeases, durante o periodo de
incubagdo. No interior do linfocito, o BrdU ¢ fosforilado por uma enzima pertencente a via de
recuperagao dos nucleotideos da célula, a timidina quinase. Na forma de nucleotideo, o
monofosfato de BrdU incorpora-se ao DNA apenas no momento da replica¢do, competindo
com a timidina monofosfatada produzida pela via de novo (Riechard, 1988 apud Reome ef al.,

2000).

3.7 - Determinacao das fases do ciclo celular e proliferagio celular

Apos o término do periodo de incubacao (3 e 5 dias), as placas foram centrifugadas e as
células foram transferidas para tubos de poliestireno com o auxilio de pipeta plastica, tipo
Pasteur (Samco Transfer Pipettes, San Fernando, USA). Em seguida, as células foram lavadas
com 3,0 mL de PBS-Wash 0,015 M, pH 7,2 (tampao de lavagem contendo 0,5% de albumina
bovina (BSA) e 0,1% Azida sodica). Sempre que for citado o processo de lavagem, este se
refere a uma centrifugagdo de 400 x g a 18°C por 10 minutos, seguida de descarte do
sobrenadante, secagem do tubo e homogeiniza¢do em vortex.

Em seguida, as células foram ressuspendidas em 60 pL. de PBS-Wash 0,015 M, pH 7,2
e a esta suspensdo celular foi adicionado 3 pL de anti-CD3 PE (Tabela 2). As células foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente (T.A.) e ao abrigo da luz, e posteriormente,
foram adicionados a cada tubo, 2,0 mL de solu¢do de lise comercial (Facs Lysing Solution,
BD, USA), procedendo-se a incubacdo por 10 minutos a T.A, ao abrigo da luz, a fim de

garantir a fixagdo das células.
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Ao término do periodo de incubagdo, foram adicionados 1,0 mL de PBS-Wash 0,015
M, pH 7,2 a fim de auxiliar no processo de lavagem. Em seguida, as células foram incubadas
com 3,0 mL de PBS-P 0,015 M, pH 7,2, um tampao de permeabilizacao contendo 0,5% de
BSA, 0,1% Azida e 0,5% de Saponina, por 10 minutos a T.A., ao abrigo da luz.

As células foram, novamente, lavadas com o PBS-P e tratadas com 10 ug de DNAse |
(BD Biosciences-Pharmingen, USA) diluida em 100 pL de solu¢ao PBS Ca/Mg (PBS 0,015M,
pH 7,2 acrescido de 1 mM CaCl, e 6 mM MgCl,) por 1 hora a 37°C e ao abrigo da luz.
Posteriormente, as células foram lavadas com 1,0 mL de PBS-P e marcadas com 5 pL de anti
BrdU-FITC (BD Pharmingen, USA) ou anticorpo controle isotipico (IgG1-FITC), por 1 hora
de incubagdo a T.A., ao abrigo da luz. Neste contexto, anticorpos monoclonais especificos
contra 0 BrdU sdao conjugados a fluorocromos para atuarem como sondas moleculares que
permitem a detecgdo das células que incorporaram BrdU durante a replicagdo do DNA, sendo
a intensidade de fluorescéncia observada diretamente relacionada a quantidade incorporada
(Gratzner, 1982).

A células foram submetidas novamente ao processo de lavagem com 2,0 mL de PBS-P
0,015M, pH 7,2 e incubadas por 10 minutos a T.A., ao abrigo da luz com 5,0 uL de 7-AAD (7-
amino-actinomicina-D) (BD Pharmingen, USA). Enquanto o BrdU ¢ um medidor da sintese de
DNA, o 7-AAD ¢ um marcador do conteudo total de DNA na célula (Rabinovitch et al., 1986;
Schmid et al., 2000). Por ultimo, foram adicionados 300 pL de solucao fixadora Max Facs Fix
- MFF (paraformaldeido a 1%, 10 g/L de cacodilato de s6dio, 6,67 g/L de cloreto de sodio, pH
7,2) a cada tubo e a leitura dos dados foi realizada no citdmetro de fluxo (FacsCan®, BD,

USA).

3.7.1 - Aquisicao e analise dos dados da avaliacio das fases do ciclo celular e

proliferacao celular

A avaliagdo da progressdo do ciclo celular, e consequentemente, proliferagcdo celular,
foi realizada em citometro de fluxo FACScan®, BD, USA. Para as analises dos resultados, foi
utilizado o software do equipamento denominado Cell Quest. Foram coletados 30.000 eventos
para a determinacdo das fases do ciclo celular, apds estimulacdo in vitro. A identificacdo das
populagdes celulares de interesse e, também, a determinagdo do valor percentual das fases do

ciclo celular foram realizadas através de um computador acoplado ao citometro.
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A Figura 1 representa a andlise realizada para a determinacdo das fases do ciclo celular,
apods estimulacdo por 3 dias (anti-CD3 e anti-CD28), in vitro. As andlises ap6s os 5 dias de
cultura também foram realizadas conforme a Figura 1. No grafico de distribui¢do pontual
avaliou-se o tamanho celular versus a granulosidade, onde foram selecionadas as populacdes
de interesse: linfocitos e blastos (L + B) em “gate” (R1) (Figura 1A). Apds a selegdo da
populacdo de interesse, a mesma foi avaliada por analise da intensidade de fluorescéncia por
meio de graficos FL1 (anti-BrdU FITC) versus FL2 (anti-CD3 PE) (Figura 1B). A Figura 1C
representa o grafico de intensidade FL1 (anti-BrdU FITC) versus FL3 (7-AAD) e ilustra a
selecdo das populagdes celulares em diferentes fases do ciclo celular: linfocitos e blastos em

Go/Gy, na fase S, em G,/M e as células sub Gy/G; (A).
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Figura 1: Representacdo esquematica da andlise da progressdao do ciclo celular de PBMC do
sangue periférico, apos 3 dias de cultura na presenca de anti-CD3/anti-CD28 por citometria de
fluxo.

(A) representa o perfil celular das populagdes de linfocitos e blastos (L + B), selecionadas no “gate” R1
em grafico de tamanho versus granulosidade.

(B) representa o perfil da populagdo de linfocitos e blastos T CD3" que ndo incorporaram BrdU (Q1),
linfocitos e blastos T CD3" que incorporaram BrdU (Q2) e, outros linfocitos e blastos, com exceco de
células T CD3", que incorporaram BrdU (Q4), em grafico de FL1 (anti-BrdU-FITC) versus FL2 (anti-
CD3-PE).

(C) representa as diferentes fases do ciclo celular em que os linfocitos e blastos T CD3" se encontram:
Gy/Gy, S, G,/M e em A (células sub G(/G1) em grafico de fluorescéncia FL1 (anti BrdU-FITC) versus
FL3 (7-AAD).
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3.8 — Imunofenotipagem celular - Bulk Blast

Para imunofenotipagem celular as PBMC foram ressuspedidas em meio de cultura de
células (CMBlast) contendo 5% de SHuN, inativado a 56°C durante 30 minutos, 1,6% de L-
glutamina e 0,03% de coquetel de antibiotico antimicdtico diluidos em RPMI 1640.

O cultivo celular foi realizado em placas de poliestireno, de fundo chato, de 48 pocos
(BD, New Jersey, USA), sendo que cada pogo recebeu:

- 600 uL de CMBlast;
- 100 pL da preparagdo antigénica SEA (25ug/mL) ou RPML
- 100 pL de suspensdo contendo 1,0 x 10° células/mL

As culturas foram mantidas em incubadoras contendo 5% de CO) em atmosfera imida

a 37°C, durante 5 dias.

Apdés o término do periodo de incubagdo, as placas foram centrifugadas, o
sobrenadante coletado ¢ armazenado a -70°C. As PBMC foram transferidas para tubos de
poliestireno com o auxilio de pipeta plastica tipo Pasteur. Em seguida, as células foram lavadas
com 3,0 mL de PBS-Wash 0,015 M, pH 7,2. Mais uma vez, o processo de lavagem, este se
refere a uma centrifugagdo de 400 x g a 18°C por 10 minutos, seguida de descarte do
sobrenadante, secagem do tubo e homogeinizagao em vortex.

Apos lavagem, as células foram ressuspensas em 160 uL de PBS-Wash 0,015 M, pH
7,2 e 20 puL da suspensdo celular foram transferidos para cada pog¢o de uma placa de
poliestireno com fundo em U, com 96 pocos (BD, New Jersey, USA), contendo os anticorpos
utilizados no protocolo do estudo (Tabelas 2 e 3).

As células foram incubadas com os anticorpos (Tabela 3) por 30 minutos, a T.A., ao
abrigo da luz e, ap6s o término do periodo de incubagdo, foram adicionados a cada pogo, 120
uL de solucdo de lise comercial, procedendo-se a incubagdo por 10 minutos a T.A, ao abrigo
da luz. Apos este periodo, um novo processo de lavagem foi realizado. Posteriormente, a cada
poco foram adicionados 200 pL. de PBS-Wash 0,015 M, pH 7,2 e a placa homogeneizada.

Por ultimo, foi realizado mais um processo de lavagem e as células foram adicionados
200 pL de solugdo fixadora Max Facs Fix - MFF. A suspensdo celular foi transferida para
tubos de 500 uL (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) e a leitura realizada no citometro de fluxo

(FacsCan®, BD, USA).
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Tabela 2: Anticorpos utilizados para a imunofenotipagem celular.

Marcador Clone Concentracgdo Atividade
CD3-PE (*") SK7 0,5ug Identificacdo de linfocitos T
CD4-FITC RPA-
0,5ng Identificaca@o de linfocitos T auxiliares.
(BD) T4
CD4-TC (©) S3.5 0,5ug Identificacéo de linfocitos T auxiliares.
CDS-FITC RPA- 0,508 Identifica¢do de linfocitos T citotoxicos ou
(29) T8 supressores.
CD8-PercP SK1 0,508 Identificagdo de linfocitos T citotoxicos ou
) supressores.
Molécula importante na ativacdo inicial de
CD69-PE (%) PN 0o linfocitos.
v Receptor de cadeia o de IL-2 em linfocitos;
CD25-PE () ADS] 0,5ng molécula importante na ativagdo
intermediaria de linfocitos.
Molécula importante na ativagdo tardia de
HLA-DR-PE  Ti36 058 o P
) linfocitos.
Molécula importante na co-estimulacdo de
CD28-PE (*) L1293 0,5ug células T e na produgdo dependente de

anticorpos dependentes de células T.

(®®) Anticorpos marca Becton Dickinson; (©) Anticorpo marca Caltag.
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Tabela 3: Relagdo dos anticorpos utilizados, em cada pogo da placa de poliestireno, em fundo

em U, para analise da imunofenotipagem celular.

FITC PE PercP 7c
Marcacoes (isotiocianato (ficoeritrina) (clorofila (Tricolor)
de piridinina)
fluoresceina)

Poco 01 IgGl IgGl IgGl -
Poco 02 CD4 CD3 CD8 -
Pogo 05 CDS8 CD25 - CD4
Pogo 06 CDS8 CD69 - CD4
Pogo 07 CDS8 CD28 - CD4
Poco 08 CD8 HLA-DR - CD4

3.8.1 - Aquisicao e analise dos dados de imunofenotipagem celular — Bulk Blast

A imunofenotipagem celular foi avaliada e analisada em citdmetro de fluxo FACScan®,
BD, USA. Para a aquisi¢ao e analises dos dados, foi utilizado o software do equipamento
denominado Cell Quest. Foram coletados 30.000 eventos durante a leitura de cada amostra. A
identificacdo das populagdes celulares de interesse e, também, a determina¢do do valor
percentual de populagdes e subpopulagdes foram realizadas através de um computador
acoplado ao citémetro.

A Figura 2 mostra, de forma esquematica, a analise realizada para a avaliacdo dos
fenotipos de superficie, apos estimulacdo in vitro. No grafico de distribuigdo pontual,
avaliaram-se o0s parametros de tamanho celular versus a granulosidade, onde foram
selecionadas as populagdes de interesse: linfocitos e blastos (L + B) em “gate” (R1) (Figura
2A). Apos a selegao da populagdo de interesse, a mesma foi avaliada por anélise da intensidade

de fluorescéncia por meio de graficos FL2 versus FL3 (Figura 2B).

55



Materiais & Meétodos

A
TE ) Q2
I.IJE
9:
a
7]
9
w
> o
< ™
o (]
o o Q4
>

Figura 2: Representagdo esquemadtica da analise de imunofenotipagem, por citometria de
fluxo, de PBMC do sangue periférico, estimulados por 5 dias na presenca de SEA.

(A) representa o perfil celular das populagdes de linfocitos e blastos (L + B), selecionada no “gate” R1
em grafico de tamanho versus granulosidade, apds cultivo celular.

(B) representa o perfil da populacio de linfocitos T CD3" e de linfocitos T CD8", sendo identificada a
populagdo duplo positiva (Q2) em grafico de fluorescéncia FL3 (anti-CD8 TC) versus fluorescéncia

FL2 (anti-CD3 PE).
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3.9 - Obtencao dos sobrenadantes de cultura para identificacido das citocinas

O cultivo celular para coleta de sobrenadante seguiu a mesma metodologia para o
ensaio de imunofenotipagem celular (item 3.8). Apos o término do periodo de incubagdo, os
sobrenadantes de cultura foram coletados e transferidos para tubos de poliestireno utilizando-
se uma pipeta plastica, tipo Pasteur. Os sobrenadantes foram imediatamente estocados a -70°C

para posterior utilizagdo em ensaios de dosagem de citocinas, por citometria de fluxo.

3.10 - Caracterizacdo das citocinas presentes no plasma e sobrenadantes de

culturas de PBMC

Foram dosadas as citocinas 1L-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y nos plasmas e nos
sobrenadantes das culturas de PBMC na presenga e auséncia de SEA.

Os niveis de citocinas foram quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead
Array (CBA) (BD, Pharmingen, USA) que emprega uma mistura de seis esferas de
poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas e recobertas com anticorpos
especificos para as citocinas humanas, que sdo detectadas no canal FL3. Essa metodologia
permite a avaliagdo simultanea de seis citocinas no mesmo ensaio, empregando-se um pequeno
volume de amostra.

Neste estudo, a metodologia de CBA foi adaptada do protocolo original proposto por
pelo sistema Cytometric Bead Array, com algumas modifica¢des descritas a seguir.

Aliquotas de 25 pL de plasma ou sobrenadante de cultura foram diluidas 1:5 com
diluente G (solug@o diluente tamponada). Aliquotas de 25uL dos padrdes de citocinas foram
submetidas a dilui¢do seriada com diluente G (“Top Standard” — 5000 pg/mL, 1:2 — 2500
pg/mL, 1:4 — 1250 pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL, 1:16 —312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80
pg/mL, 1:128 — 40 pg/mL e 1:256 — 20 pg/mL) e 25 uL de diluente G apenas (controle
negativo). ApoOs a preparagdo das amostras e dos padrdes, estas foram transferidas para tubos
de poliestireno de 5 mL. A cada tubo foi adicionado 15 pL. da mistura de esferas de captura,
conjugadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-o e IFN-
v (Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit, BD, Pharmingen, USA) e incubados por 90 minutos, a

T.A., ao abrigo da luz. Ap6s a incubagao, as esferas de captura foram lavadas com 500 pL da
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solugdo F (Tampdo fosfato salinico), centrifugadas a 600 x g por 7 minutos a 18°C ¢, o
sobrenadante cuidadosamente descartado.

As esferas foram, entdo, re-incubadas na presenca de 18 puL do coquetel de anticorpos
monoclonais anti-citocinas humanas, conjugados PE (reagente B) por 90 minutos a T.A., ao
abrigo da luz. Apos a incubagdo, as esferas foram novamente lavadas com 500 pL da solugdo
F, centrifugadas a 600 x g por 7 minutos a 18°C e o sobrenadante cuidadosamente descartado.
As esferas foram ressuspendidas em 250 uL do reagente F e os dados imediatamente

adquiridos e analisados no citdmetro de fluxo (FacsCan®, BD, USA).

3.10.1 - Aquisi¢do e analise dos dados de avaliaciio dos niveis de citocinas

A aquisi¢do dos dados obtidos foi realizada no citometro de fluxo FACScan®, BD,
USA. Ap6s as etapas de marcagdo, um total de 1.800 eventos/regido (R1) foi obtido com base
em graficos de tamanho versus granulosidade (Figura 3A). Inicialmente, para a analise dos
dados, as microesferas foram separadas em graficos de distribui¢do pontual FL3 x FL2, onde
as seis esferas com intensidades de fluorescéncia distintas ocuparam posi¢des especificas ao
longo do eixo Y (FL3). A analise do deslocamento das esferas ao longo do eixo X (FL2) foi
empregada como variavel proporcional a concentragdo de cada citocina presente na amostra
(Figuras 3B e 3C).

Para a obtencdo dos resultados da andlise quantitativa das citocinas uma curva padrao
foi construida, baseada nos dados dos padrdes de citocinas em concentracdes de 20 pg/mL —
5.000 pg/mL. Um modelo de ajustamento, por meio da constru¢do da curva do 4° parametro
logistico, que permite o ajuste da melhor curva ndo linear para dados detectaveis, foi utilizado.
Dessa forma, foi possivel extrapolar valores de intensidades de fluorescéncia de amostras fora

dos limites da curva padrao.
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Figura 3: Representacdo esquematica da analise de citocinas, do soro, através do ensaio com

microesferas por citometria de fluxo.

(A) Delimitacao da regido de microesferas, através de graficos de distribui¢do pontual de tamanho
versus granulosidade.

(B) Discriminag@o das microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais de captura de citocinas
com diferentes intensidades de fluorescéncia, posicionadas em regides especificas ao longo do eixo Y
(FL3) em graficos de distribui¢cdo pontual FL2 versus FL3.

(C) Histograma das microesferas, ao longo do eixo X (FL2) em graficos de distribuicdo pontual FL.2

versus FL3, proporcional a concentracdo de cada citocina presente nos padrdes, plasmas e

sobrenadantes testados.
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3.11 — Avaliacio da expressdo das Ciclinas D, D, e D3 (Ciclina Dy, 3)

Para a investigacao da expressdo da ciclina D; 3, o cultivo de PBMC também seguiu a
metodologia empregada para o ensaio imunofenotipagem celular (item 3.8).

Ap6s o término do periodo de incubagdo, as placas foram centrifugadas e as PBMC
foram transferidas para tubos de poliestireno com o auxilio de pipeta plastica tipo Pasteur. Em
seguida, as células foram lavadas com 3,0 mL de PBS-Wash 0,015 M, pH 7,2, seguida por
centrifugagdo de 400 x g a 18°C por 10 minutos, descarte do sobrenadante, secagem do tubo e
homogeinizag¢do em vortex.

Posteriormente, as células foram ressuspendidas para um volume final de 60 pL de
PBS-Wash 0,015 M, pH 7,2. A este tubo, foi adicionado 5 pL do anticorpo anti-CD3 PercP
(BD Pharmingen, USA) e as células foram incubadas por 30 minutos, a T.A., ao abrigo da luz.

A fixacdo das células foi realizada com 2,0 mL de solucdo de lise comercial por 10
minutos a T.A., ao abrigo da luz. Apos a incubagdo foram adicionados 1,0 mL de PBS-Wash
0,015 M, pH 7,2 a fim de auxiliar no processo de lavagem. Em seguida, as células foram
incubadas com 3,0 mL de PBS-P 0,015 M, pH 7,2, por 30 minutos a T.A., ao abrigo da luz.

Posteriormente, as células foram lavadas com 1,0 mL de PBS-P e marcadas com 3 pL
de anti ciclina D;,3-FITC (BD Pharmingen, USA) por 1 hora de incubagdo a T.A., ao abrigo
da luz.

A células foram submetidas novamente ao processo de lavagem com 2,0 mL de PBS-P
0,015M, pH 7,2 e adicionados 300 puL de solucdo fixadora Max Facs Fix - MFF a cada tubo e a

leitura foi realizada no citometro de fluxo (FacsCan®, BD, USA).

3.11.1 — Aquisi¢io e analise dos dados de avaliacao da expressdo da Ciclina D3

A expressdo da ciclina Dj 3 nos linfocitos T CD3" foi avaliada em citdmetro de fluxo
FACScan®, BD, USA. Para a aquisicdo e andlises dos dados, foi utilizado o software do
equipamento denominado Cell Quest. Foram coletados 100.000 eventos durante a leitura de
cada amostra. A identificagdo da populagdo CD3+CyD1,2’3Jr foi realizada através de um

computador acoplado ao citdmetro.
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A Figura 4 mostra a andlise realizada para a avaliacio da populagio CD3 CyD; 3",
apods estimulagdo in vitro. No grafico de distribuicdo pontual, avaliaram-se os pardmetros de
tamanho celular versus a granulosidade, onde foram selecionadas as populacdes de interesse:
linfécitos e blastos (L + B) em “gate” (R1) (Figura 4A). Apds a selecao da populacido de
interesse, a mesma foi avaliada por andlise da intensidade de fluorescéncia por meio de

graficos FL1 (anti-Ciclina D »3) versus FL2 (anti-CD3 PercP) (Figura 4B).
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Figura 4: Representacio esquematica da anélise da populagio CD3 CyD,»3", por citometria
de fluxo, de leucdcitos do sangue periférico estimulados por 5 dias na presenca de SEA.

(A) representa o perfil celular das populagdes de linfocitos (L), selecionada no “gate” R1 em grafico de
tamanho versus granulosidade, apds cultivo celular.

(B) representa o perfil da populagdo de linfocitos T CD3" e células CyD; 3", sendo identificada a
populagao duplo positiva (Q2) em grafico de fluorescéncia FL3 (anti-CD3 PercP) versus fluorescéncia

FL1 (anti- CyD1,2’3 FITC)
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3.12 - Analise Estatistica

A analise estatistica deste trabalho foi realizada sob a supervisdo e orientagao da
Bioestatistica Anna Carolina Lustosa Lima do setor de Assessoria em Bioestatistica do IRR.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares Minitab 13.01 (P.A.,USA),
GraphPad Prism 3.0.3 (San Diego, CA, USA) e SPSS 12.0 (Chicago, USA).

Os resultados dos ensaios que apresentavam distribuicdo normal foram analisados
utilizados os testes: andlise de variancia, seguida do teste de compara¢des multiplas de Tukey
quando as comparacdes envolviam 3 grupos. O teste T de student ndo pareado e pareado foram
empregados quando comparadas somente 2 variaveis. As correlagdes entre os ensaios foram
realizadas através da Correlagao de Pearson.

Os resultados que nao apresentaram distribuigdo normal foram analisados através do
teste ndo paramétrico Krukall-Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn.
Os teste Mann-Whitney ¢ Wilcoxon foram utilizados quando comparados somente 2 variaveis. As
correlagdes entre os ensaios foram realizadas através da Correlagdo de Spearman. As

diferencas foram consideradas significativas ao nivel de a< 0,05.
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Resultados

4.1 - Comparacao do perfil hematologico do sangue periférico de individuos DS, XTO e

NEG

O perfil hematologico, dos grupos de individuos doadores de sangue (DS), pacientes
portadores da infec¢do pelo S. mansoni (XTO) e individuos negativos residentes em area
endémica para esquistossomose (NEG), foi caracterizado por meio da realizagdo do hemograma.

A Tabela 4 mostra que as médias dos valores leucocitarios nos grupos XTO e NEG foram
semelhantes e maiores do que a média do grupo DS. Entretanto, a andlise estatistica revelou que
esta diferenca foi significativa somente quando comparados os grupos XTO e DS. Nao foi
encontrada diferenga significativa entre os grupos quando avaliado a média de linfocitos
absolutos. Na contagem diferencial de leucécitos podemos observar que individuos residentes em
areas endémicas (XTO e NEG) apresentaram valores médios de monocitos e neutrofilos
aumentados em relagdo aos individuos do grupo DS. O valor médio de eosinéfilos foi maior no
grupo XTO em relagdo aos grupos DS e NEG, contudo a andlise estatistica revelou uma diferenga
significativa apenas entre XTO e NEG. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os
grupos com relacdo a média de plaquetas, eritrocitos e dosagem de hemoglobina, apesar da média

do percentual de hematdcrito ter sido menor nos grupos XTO e NEG em relacdo ao DS.

Tabela 4: Caracterizacao do perfil hematoldgico da populacao estudada.

DS XTO NEG
Global leucocitaria (1x10° mm®) 5.70+£0.9 6.84+13* 6.94+ 1.8
Linfocito absoluto (1x10° mm®) 2.50+0.5 2.46+0.5 2.52+0.6
Mondcito absoluto (1x10° mm®) 82.60+31.6 259.50 £ 127.5*% 211.80+120.3*°
Neutroéfilo absoluto (1x10° mm?®) 249+0.4 337+1.1°% 3.68+12*
Eosinéfilo absoluto (1x10° mm®) 489.40 +248.2 723.80+617.2 243.10+ 129.3°
Plaquetas (1x10° mm®) 240.6 +£40.11 243.5 £ 85.59 243.6 £69.31
Eritrocitos (1x10° mm®) 5.135.333 £ 595.241 4.756.364 + 449.333 4.771.000 £+ 387.942
Hemoglobina (g/dL) 1441 +£1.3 13.97+1.2 1390+ 1.3
Hematocrito (%) 46.87+3.7 4228+40"% 42.18+46"

Os valores estdo expressos em média £ SD dos grupos de individuos DS (n=10), XTO (n=22) e NEG (5).
A letra a representa a diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) em rela¢do ao grupo DS; a letra b

representa a diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) em relagdo ao grupo XTO.
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4.2 - Caracterizacao do perfil imunolégico por dosagem de citocinas de individuos DS, XTO

e NEG

A producio in vivo das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y no plasma e in
vitro nos sobrenadantes de culturas de PBMC na presenga ou nao do antigeno SEA, foi avaliada
por meio do sistema Cytometric Bead Array (CBA) conforme descrito em materiais € métodos.

Os resultados apresentados abaixo estdo expressos em pg/mL.

4.2.1 - Producio de citocinas no plasma

O nivel da citocina TNF-a detectado no plasma de individuos dos grupos XTO e NEG
mostrou-se significativamente mais elevado em relagdo aos niveis desta citocina no plasma dos
individuos do grupo DS. No entanto, nenhuma diferenga significativa foi observada entre os
niveis de TNF-a no plasma dos grupos XTO e NEG (Figura 5B).

Semelhante aos resultados de TNF-a, a avaliacdo dos niveis de IFN-y no plasma mostrou
que individuos dos XTO e NEG apresentavam niveis mais elevados desta citocina do que
individuos DS (Figura 5C). Entretanto, somente o grupo XTO apresentou niveis
significativamente mais elevados em relagdo ao grupo DS (Figura 5C). Nenhuma diferenga
significativa foi observada nos grupos com relacdo ao nivel da citocina IL-2 (Figura 5A).

A comparagdo entre os niveis plasmaticos médios das citocinas 1L-4, IL-5 e IL-10,
presentes nos plasmas dos individuos dos grupos DS, XTO e NEG, encontra-se na figura 5D, E e
F respectivamente. Nao observamos diferencas significativas entre os grupos quando avaliamos
os niveis de IL-4 e IL-10. Por outro lado, os plasmas de individuos dos grupos XTO e¢ NEG
apresentaram niveis mais elevados de IL-5 do que aqueles do grupo DS. Porém, a andlise
estatistica revelou que esta diferencga foi significativa, mais uma vez, somente entre os grupos

XTO e DS.
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Figura 5: Anélise de citocinas 1L-2, IL-4, IL-5, IL10, TNF-a e IFN-y do plasma de individuos
DS, XTO e NEG.

Os niveis das citocinas (A) IL-2, (B) TNF-a, (C) IFN-y, (D) IL-4, (E) IL-5 ¢ (F) IL-10 foram
quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA), por citometria de fluxo, a partir do
plasma dos grupos de individuos DS: n= 13 (), XTO: n= 11 (*) e NEG: n= 5 (O). Todas as barras
representam as médias dos valores. O teste estatistico utilizado em D foi ANOVA seguido por pos teste
Tukey’s; e o teste estatistico utilizado em A, B, C, E ¢ F foi Kruskal-Wallis, seguido por pos teste de
Dunn’s. Os simbolos representam a dispersdo dos resultados individuais. A letra a representa a diferenca,

estatisticamente significativa (p< 0,05) em relagdo ao grupo DS. Os resultados foram expressos em

pg/mL.
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4.2.2 - Producio de citocinas no sobrenadante de cultura de PBMC dos individuos DS, XTO
e NEG

4.2.2.1 - Comparaciao, da producido de citocinas, entre as culturas com e sem

estimulo antigénico

A comparacgao entre a producao de citocinas nas culturas de PBMC ndo estimuladas e na
presenca de SEA dos grupos de individuos DS, XTO e NEG estao representadas nas Figuras 6, 7
e 8, respectivamente.

Pela Figura 6 mostramos que, curiosamente, PBMC dos individuos do grupo DS tem
secrecdo meédia de citocinas maior apds a exposi¢ao ao antigeno. Todas as diferencas foram
estatisticamente significativas, exceto para [L-4.

No grupo de pacientes XTO, observamos uma variacdo grande de resposta ao estimulo
antigénico. Houve um aumento estaticamente significativo na produ¢do de IL-5 e IL-10 por
PBMC apos a estimulagcdo com o SEA (Figura 7).

PBMC dos individuos NEG, em cultura, ndo mostraram diferenga significativa na

producdo de nenhuma citocina apds a estimulacdo com antigeno (Figura 8).
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Figura 6: Analise da influéncia do SEA na producao das citocinas IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-
5 e IL-10 pelas PBMC de individuos DS.

Os niveis das citocinas (A) IL-2, (B) TNF-o, (C) IFN-y, (D) IL-4, (E) IL-5 e (F) IL-10 foram
quantificados por citometria de fluxo, utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA) em
sobrenadantes de cultura de PBMC de individuos do grupo DS. Todas as barras representam as médias

dos valores. O teste estatistico T pareado foi utilizado em C, E ¢ F; ¢ o teste estatistico Wilcoxon em A, B
e D. Os simbolos representam a dispersdo dos resultados individuais. O * representa a diferenca,
estatisticamente significativa (p< 0,05) entre a cultura ndo estimulada (M) e estimulada com SEA (O). Os

resultados estdo expressos em pg/mlL.
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Figura 7: Andlise da influéncia do SEA na produgdo das citocinas IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-
5 e IL-10 pelas PBMC de individuos XTO.

Os niveis das citocinas (A) IL-2, (B) TNF-a, (C) IFN-y, (D) IL-4, (E) IL-5 e (F) IL-10 foram
quantificados por citometria de fluxo, utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA) em
sobrenadantes de cultura de PBMC de pacientes do grupo XTO. Todas as barras representam as médias

dos valores. O teste estatistico T pareado foi utilizado em A, E e F; e o teste estatistico Wilcoxon em B, C
e D. Os simbolos representam a dispersdo dos resultados individuais. O * representa a diferenga,
estatisticamente significativa (p< 0,05) entre a cultura ndo estimulada (* ) e estimulada com SEA (*). Os

resultados estdo expressos em pg/mL.
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Figura 8: Andlise da influéncia do SEA na produgdo das citocinas IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-
5 e IL-10 pelas PBMC de individuos NEG.

Os niveis das citocinas (A) IL-2, (B) TNF-a, (C) IFN-y, (D) IL-4, (E) IL-5 e (F) IL-10 foram
quantificados por citometria de fluxo, utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA) em
sobrenadantes de cultura de PBMC de individuos do grupo NEG. Todas as barras representam as médias
dos valores. O teste estatistico T pareado foi utilizado em A — F. Os simbolos representam a dispersao dos

resultados individuais na cultura ndo estimulada (®) e estimulada com SEA (©). Os resultados estdo

expressos em pg/mL.
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4.2.2.2 — Comparaciao, da producio de citocinas no sobrenadante, entre os grupos de

individuos DS, XTO e NEG

O grafico da figura 9 mostra a producdo in vitro de citocinas por PBMC dos individuos
DS, XTO e NEG ap0s cultura sem estimulo antigénico. Pode-se observar, por meio deste grafico,
que os grupos apresentaram em média um perfil de producdo de citocinas diferente daquele
observado no plasma.

A produgdo de IL-2, por PBMC do grupo de pacientes XTO, foi significativamente mais
elevada quando comparado ao grupo DS (Figura 9A). Por outro lado, PBMC de pacientes do
grupo XTO produziram niveis significativamente menores de IFN-y quando comparados com
grupo DS (Figura 9C). Apesar dos grupos apresentarem um perfil diferente em relagdo a
producao das citocinas TNF-a e IL-4 (Figuras 9B e 9D), as analises nao detectaram diferengas
significativas para estas e as outras citocinas avaliadas.

Quando comparados os niveis de citocinas detectados no sobrenadante de culturas de
PBMC sem estimulo antigénico e no plasma dos grupos investigados, observamos que, apesar
das culturas de PBMC apresentarem niveis mais elevados do que aqueles observados no plasma,
somente a producao de IL-2 nos sobrenadantes de cultura dos grupos XTO (p= 0,005) e NEG (p<
0,001) foi significativamente aumentada.

A figura 10 mostra a influéncia do antigeno SEA no perfil de producdo in vitro de
citocinas, entre os grupos. As PBMC dos individuos do grupo NEG secretaram niveis
significativamente mais elevados de TNF-a quando comparados com os niveis do grupo XTO
(Figura 10B). Como nas culturas ndo estimuladas, PBMC de pacientes do grupo XTO
produziram niveis significativamente menores de IFN-y quando comparados com os do grupo DS
(Figura 10C). Nao observamos nenhuma diferenga significativa nos niveis das citocinas IL-2, IL-

4, IL-5 e IL-10 secretadas por PBMC apds estimulo em nenhum dos grupos investigados.

71



Resultados

@
S
)
S

300

—_
— 40 3 —_
E £ E
§ » &) ° £ ™
s 2 5 10 o R4
T g = ° 3 >~
1 2 w 2 100
= = 10 £ i o
=) - L
§ R—— o 0 * 0 -
L o4
3
o
iy}
[ =
©
h
=
=
a 30 125 15
100 -
jary o ) - g
[ = [ E 10
£ § 75 >
<& S 50 oo ;o' —1
Y 1o u? : - 5
a 2 =

25

o
o
o
=)

Figura 9: Andlise da producdo de citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL10, TNF-a e IFN-y no
sobrenadante de cultura ndo estimulada de individuos DS, XTO e NEG.

Os niveis das citocinas (A) IL-2, (B) TNF-o, (C) IFN-y, (D) IL-4, (E) IL-5 e (F) IL-10 foram
quantificados por citometria de fluxo utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA), a partir do
sobrenadante de PBMC de individuos dos grupos DS: n= 19 (O), XTO: n= 11 (*) e NEG: n= 5 (0).
Todas as barras representam as médias dos valores detectados. O teste estatistico utilizado em A, D, E¢ F
foi o ANOVA seguido por pos teste Tukey’s; e o teste estatistico utilizado em B e C foi Kruskal-Wallis,
seguido por po6s teste de Dunn’s. Os simbolos representam a dispersdo dos resultados individuais. A letra
a representa a diferenga, estatisticamente significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo DS. Os resultados

estdo expressos em pg/mL.
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Figura 10: Anélise da producao de citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL10, TNF-a e IFN-y no
sobrenadante de cultura estimulada com SEA de individuos DS, XTO e NEG.

Os niveis das citocinas (A) IL-2, (B) TNF-a, (C) IFN-y, (D) IL-4, (E) IL-5 e (F) IL-10 foram
quantificados por citometria de fluxo utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA), a partir do
sobrenadante de PBMC de individuos dos grupos DS: n= 19 (d), XTO: n= 11 (*) e NEG: n= 5 (0).
Todas as barras representam as médias dos valores detectados. O teste estatistico utilizado em A, B, D, E
e F foi o ANOVA seguido por pos teste Tukey’s; e o teste estatistico utilizado em C foi Kruskal-Wallis,
seguido por pos teste de Dunn’s. Os simbolos representam a dispersdo dos resultados individuais. A letra
a representa a diferenca, estatisticamente significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo DS; a letra b
representa a diferenca, estatisticamente significativa (p< 0,05) em rela¢do ao grupo XTO. Os resultados

estdo expressos em pg/mL.
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4.3 - Comparacao do fenotipo celular induzido por SEA entre os grupos DS, XTO e NEG

A entrada no ciclo celular e, conseqiientemente, a proliferagdo em resposta ao antigeno,
inicia-se com a ativacdo de linfécitos T. Esta ativagdo depende da integracdo de sinais de
ativacdo e co-estimulacdo por meio de moléculas receptoras, que na superficie de células
quiescentes (Gg) normalmente nao sdo expressas ou sao pouco expressas (Fraser et al, 1993;
Gudmundsdottir et al., 1999).

Nos examinamos a expressdo de marcadores de superficie celular presentes no sangue
periférico dos grupos de individuos DS, XTO e NEG ap0s cultura ndo estimulada e estimulada, in
vitro, com SEA, com a finalidade de detectar possiveis deficiéncias de sub-populagdes celulares.

A analise estatistica mostrou que nio houve diferenga na freqiiéncia de linfocitos T CD3"
entre os grupos pesquisados, tanto na cultura ndo estimulada quanto na estimulada com SEA
(Figuras 11A e D). Por outro lado, quando analisamos a freqiiéncia das sub-populacdes de
linfocitos T auxiliares (CD4") e citotoxicas e/ou supressoras (CD8"), observamos que na cultura
ndo estimulada, as PBMC dos individuos NEG apresentaram uma menor freqiiéncia de linfocitos
T CD4" e uma maior freqiiéncia de CD8" em comparagio as PBMC do grupo DS (Figuras 11B e
O).

Na cultura estimulada por SEA, PBMC dos grupos XTO e NEG apresentavam uma
freqiiéncia significativamente menor de linfécitos T CD4" quando comparadas as do grupo DS
(Figura 11E). Observamos, também, uma maior freqiiéncia de linfocitos T CD8" nestes 2 grupos,
entretanto as diferencas ndo foram estatisticamente significativas (Figura 11F).

A andlise estatistica demonstrou que a razdo das células CD4'/CD8" nos grupos
residentes em area endémica (XTO e NEG) foi muito semelhante tanto em cultura ndo estimulada
(Figura 12A) quanto em cultura estimulada com SEA (Figura 12B). Além disso, verificou-se que
individuos do grupo NEG apresentaram uma razdo significativamente menor em compara¢ao ao
grupo DS em ambas as culturas (Figuras 12A e B).

Analisamos, também, em sub-populacdes de linfocitos T CD4" ¢ CD8" das PBMC de
individuos DS, XTO e NEG, o efeito do antigeno de S. mansoni sobre a freqiiéncia de
marcadores de ativagio (CD69", HLA-DR™ ¢ CD25" e CD28") através da razdo das células da
cultura estimulada com SEA pela ndo estimulada. (Figura 13).

As PBMC dos individuos do grupo NEG exibiram um aumento da média da razdo de

CD4'CD69" quando comparado aos grupos DS e XTO. Resultados similares foram observados
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para HLA-DR" em células CD4" e CD8". A analise do marcador de ativagdo CD25" em linfocitos
revelou um aumento significativo somente em linfocitos CD8" de individuos do grupo NEG em
relagdo aos demais grupos. Por outro lado, observamos que as PBMC de individuos NEG
apresentaram uma maior freqiiéncia de CD4'CD28", em comparagdo aos grupos DS e XTO.
Estes resultados sugerem que maior percentagem de células dos individuos NEG sdo ativadas em
resposta a0 SEA, devido a estimulo via CD69, HLA-DR e CD28 em células CD4" e CD25 e
HLA-DR em CDS8" (Figura 13).

Recentemente, alguns autores sugeriram o envolvimento de células T reguladoras na
modulagdo da resposta imune na esquistossomose cronica (McKee & Pearce, 2004; Hesse ef al.,
2004; Baumgart et al., 2006; Taylor et al., 2006). A fim de caracterizarmos a presenca dessas
células T reguladoras, analisamos em linfocitos a freqiiéncia dos marcadores CD4"CD25 ™M em
cultura ndo estimulada (Figura 14A) e apds estimulo com SEA por cinco dias (Figura 14B). Em
seguida, avaliamos a influéncia do SEA através da razdo da cultura estimulada com SEA pela
cultura ndo estimulada (Figura 14C). Identificamos uma freqiiéncia significativamente menor de
células CD4"CD25™ % na cultura ndo estimulada dos grupos de individuos residentes em éarea
endémica (XTO e NEG) em comparacao ao DS (Figura 14A). Na presenca de SEA, observamos
um aumento da freqiiéncia destas células em todos os grupos em relacdo a cultura controle,
porém ndo observamos diferenca estatistica entre as culturas em nenhum dos grupos (Figura
14B). Neste contexto, quando analisamos a razdo da cultura estimulada pela ndo estimulada
observamos que o estimulo antigénico (SEA) induziu um aumento da freqiiéncia de células T
reguladoras apenas no grupo de pacientes XTO quando comparado ao DS (Figura 14C).

Investigamos a relacdo entre a secre¢do de citocinas e a expressdo de marcadores de

superficie e detectamos que a secrecao de IL-10 esta diretamente correlacionada a freqiiéncia das
células CD4"CD25" MM em cultura estimulada com SEA (r=0,7079; p= 0,0148*) apenas no

grupo XTO. O mesmo ndo foi encontrado em cultura ndo estimulada (= 0,1195; p= 0,7265).
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Figura 11: Freqiiéncia de células CD3", CD4" ¢ CD8 apos 5 dias de cultura nio estimulada e
estimulada com SEA de individuos DS, XTO e NEG.

A freqiiéncia de células CD3" (A e D), CD4" (B ¢ E) e CD8" (C e F) foram analisadas por citometria de
fluxo, a partir de PBMC de individuos DS: n= 19 (d), XTO: n= 11 () e NEG: n=5 (O), apos 5 dias de
cultura ndo estimulada (A, B ¢ C) ou na presenga de SEA (D, E ¢ F). As barras equivalem as médias dos
valores representados. Os simbolos representam a dispersdo dos resultados individuais. O teste estatistico
utilizado em A, D, E ¢ F foi 0o ANOVA seguido por pds teste Tukey’s; e o teste estatistico utilizado em B
e C foi Kruskal-Wallis, seguido por pds teste de Dunn’s. A letra a representa a diferenca, estatisticamente
significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo DS; a letra b representa a diferenca, estatisticamente

significativa (p< 0,05) em relagdo ao grupo XTO.
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Figura 12: Razdo entre células CD4"/CDS8" apés 5 dias de cultura ndo estimulada e estimulada
com SEA de individuos DS, XTO e NEG.

A razio de células CD4"/CD8" de PBMC de individuos DS: n= 19 (), XTO: n=11 (* ) e NEG: n=5 (O)
foi avaliada apos 5 dias de cultura ndo estimulada (A) ou na presenga de SEA (B). As barras equivalem as
médias dos valores representados. Os simbolos representam a dispersdo dos resultados individuais. O teste
estatistico utilizado em A e¢ B foi o ANOVA seguido por pos teste Tukey’s. A letra a representa a

diferenga, estatisticamente significativa (p< 0,05) em relagdo ao grupo DS.
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Figura 13: Efeito da presen¢a do SEA em culturas de PBMC sobre a freqiiéncia de marcadores
de ativagdo (CD69', HLA-DR" ¢ CD25" ¢ CD28") em sub-populagdes de linfécitos T CD4" e
CD8" de individuos DS, XTO ¢ NEG.

A razdo, das células ativadas, foi analisada por divisdo dos valores encontrados apds a cultura estimulada
pelos valores encontrados apos cultura nao estimulada, a partir de PBMC de individuos DS (n= 19), XTO
(n= 11) e NEG (n=5). As barras equivalem as médias dos valores. A letra a representa a diferenca,
estatisticamente significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo DS; a letra b representa a diferenca,

estatisticamente significativa (p< 0,05) em relac¢do ao grupo XTO.
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Figura 14: Efeito da presenca do SEA em culturas de PBMC sobre a freqiiéncia de células T
reguladoras CD4"CD25" ™ de individuos DS, XTO e NEG.

A razio da freqiiéncia das células CD4°CD25" "'%" (C) foi analisada por divisdo dos valores encontrados
apos a cultura estimulada (%) (B) pelos valores encontrados ap6s cultura nio estimulada (%) (A), a partir
de PBMC de individuos DS (n= 19), XTO (n= 11) ¢ NEG (n=5). As barras equivalem as médias dos

valores. A letra a representa a diferenga, estatisticamente significativa (p< 0,05) em relagdo ao grupo DS.
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4.4 - Caracterizacao da progressao do ciclo celular e resposta de proliferacio de PBMC de

individuos DS, XTO e NEG

A progressao do ciclo celular e a proliferacdo das PBMC dos individuos DS, XTO e NEG
em culturas ndo estimuladas e na presenca de anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 ou de SEA foram
avaliadas por meio de citometria de fluxo, medindo-se a incorporacdo de BrdU e 7-Amino-

Actinomycin D.

4.4.1 - Comparacio do ciclo celular entre as culturas nao estimulada e estimulada com anti-

CD3/anti-CD28 ou SEA

As tabelas 5, 6 e 7 mostram respectivamente os percentuais de distribuicao de

linfécitos T CD3" nas fases do ciclo celular dos grupos de individuos DS, XTO e NEG.

A comparagdo entre as culturas ndo estimulada e estimulada com anti-CD3/anti-CD28
no grupo de individuos DS mostrou que as células CD3" progrediram através das fases do
ciclo celular apds o estimulo inespecifico (Tabela 5-A). Houve uma reducao estatisticamente
significativa na freqiiéncia de células nas fases G¢/G;, concomitantemente com aumento
significativo das células em fase S e Go/M. Estes resultados mostram que os linfocitos T de
individuos doadores de sangue (DS) apresentam atividade celular esperada a um estimulo
inespecifico, sendo capazes de proliferar. Isso ¢ claramente evidenciado pelo aumento de
aproximadamente 3,6 vezes na freqiiéncia destas células na fase S. Por outro lado, apds o
estimulo com SEA, observamos freqiiéncias semelhantes de células CD3" em fase
repouso/sintese de RNA e proteinas (fase Gy/G;) e na fase de replicacio de DNA (fase S)
quando comparado ao da cultura ndo estimulada. Porém, na presenca do antigeno, houve um

aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de células em fase G,/M. (Tabela 5-B).

A analise da tabela 6-A mostra que células T dos pacientes portadores da infec¢do pelo S.
mansoni (XTO) também apresentaram atividade normal de proliferacdo celular em resposta ao
estimulo com anti-CD3/CD28. Observamos uma redu¢do da freqiiéncia de células T em fase
Go/G; e um aumento em fase S em relacdo as células da cultura ndo estimulada, ambas as
alteragdes foram estatisticamente significativas. Em contraste ao grupo DS, observamos redug¢ao

significativa na freqiiéncia de células CD3" em fase Go/M quando comparado a cultura nio
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estimulada. (Tabela 6-A). O estimulo com SEA nado induziu alteragdes significativas na
progressao do ciclo em células CD3" quando comparadas as das culturas ndo estimuladas (Tabela
6-B). Estes resultados sugerem que os antigenos soltveis de ovos S. mansoni ndo foram capazes
de estimular a saida de células da fase G¢/G; e entrada em fase S (duplicagdo do DNA) em
comparagao a cultura ndo estimulada (Tabela 6-B).

Como nos resultados anteriores, o estimulo com anticorpos anti-CD3/CD28 alterou
significativamente a freqiiéncia de células T nas fases Go/G;, S e Go/M do ciclo celular de
individuos do grupo NEG (Tabela 7-A). Entretanto, assim como no grupo XTO, observamos uma
redugdo, estatisticamente significativa, na freqiiéncia de células em G,/M na cultura estimulada
com anti-CD3/CD28 quando comparada a cultura nio estimulada. Observamos uma redu¢do da
freqiiéncia de células da fase G¢/G;, seguido de um aumento nas fases S e G»/M do ciclo celular
de células T de individuos do grupo NEG apo6s estimulo com SEA. Porém, a anélise estatistica da
comparagao das culturas ndo estimulada e na presenca de SEA mostrou que nao houve diferenga
estatisticamente significativa (Tabela 7-B).

A anélise estatistica da freqiiéncia de células CD3" apoptoticas ndo revelou diferencas
entre as culturas, ndo estimulada e na presenca de anti-CD3/anti-CD28, com excec¢dao do aumento
significativo no grupo de individuos DS na presenga do estimulo inespecifico. Além disso, a
presenca de SEA também ndo influenciou o percentual de células apoptoticas em nenhum dos

grupos investigados (Tabelas 5-7).
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Tabela 5: Distribuicao das fases do ciclo celular de células T do grupo de individuos DS.

Grupo DS Gy/Gy Fase S G,/M Apoptéticas
Cultura n3o estimulada - 3 dias 90,54 £4,8 5,03+3,9 3,38+ 1,4 0.93+0.5
Anti-CD3/anti-CD28 68,13+9,5*%  18,07+5,1% 12,38 £ 6,1% 1,28 +£0,7*%
Cultura nfio estimulada - 5 dias 90,28 +3,5 6,17+3,0 1,65+ 0,6 1,88+ 1,1
Cultura na presenga de SEA 88,69 £ 3,6 6,48 £ 2,7 2,48 +1,0% 2,33+1,3

Os valores estao expressos em média + SD do grupo de individuos DS (n=10), ap6s cultura de 3 e 5 dias

de cultura. O * representa p< 0,001.

Tabela 6: Distribuicao das fases do ciclo celular de células T do grupo de pacientes XTO.

Grupo XTO Gy/Gy Fase S G,/M Apoptéticas
Cultura nfo estimulada - 3 dias 77,52+ 11,7 10,20+ 7,1 6,55+1,9 547+52
Anti-CD3/anti-CD28 6229+95%  2024+86% 3,42+24 % 5,15+£3,1
Cultura ndo estimulada - 5 dias 78,92+ 7,8 11,00 + 6,5 491+24 492+2.6
Cultura na presenca de SEA 78,27+7,3 12,30+ 5,1 406+1,3 438+29

Os valores estao expressos em média = SD do grupo de pacientes XTO (n=11), ap6s cultura de 3 e 5 dias

de cultura. O * representa p< 0,001.

Tabela 7: Distribuicdo das fases do ciclo celular de células T do grupo de individuos NEG.

Grupo NEG Gy/Gy Fase S Go/M Apoptéticas
Cultura ndo estimulada - 3 dias 77,20 £ 16,4 13,35+ 12,6 5,31+0,9 4,05+44
Anti-CD3/anti-CD28 53,77+144% 37,10+£103% 245+25% 6,62+ 5,0
Cultura ndo estimulada - 5 dias 78,42 +5,0 13,12£5,3 549+ 1,1 2,96+ 2.0
Cultura na presenca de SEA 71,50 £5,3 19,56 +4,9 8,12+ 64 3,10£2,3

Os valores estdo expressos em média = SD do grupo individuos NEG (n=5), ap0s cultura de 3 e 5 dias de

cultura. O * representa p< 0,001.
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4.4.2 - Comparacio do ciclo celular entre os grupos DS, XTO e NEG

Os resultados anteriores foram reorganizados na tabela 8 e mostram as diferengas
significativas da freqiiéncia média das células T CD3" distribuidas nas diferentes fases do ciclo
celular entre os grupos DS, XTO e NEG.

A comparacdo entre a freqiiéncia, de células em fase Gy/G; na cultura ndo estimulada dos
diferentes grupos, mostrou que individuos procedentes de areas endémicas, independente da
presenca de infeccdo pelo S. mansoni apresentaram um percentual menor destas células nas
culturas de 3 e 5 dias de incubagdo (Tabelas 8-A e 8C). Estes dados sugerem que células de
pacientes infectados (XTO) ou pelo menos em contato com o agente infeccioso (NEG), ja
estejam em processo de divisdo celular mesmo sem estimulo. Desta forma, estas células
apresentariam maior capacidade de entrarem em fase S quando comparadas com as do grupo DS
(ndo residentes em area endémica para esquistossomose).

O estimulo com anti-CD3/CD28 induziu a entrada no ciclo celular e proliferagdo nos trés
grupos investigados. Observamos um aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de
células CD3" em fase S nos grupos XTO e NEG em comparagio ao DS (Tabela 8-B). Entretanto,
curiosamente, notamos que células T CD3" de pacientes dos grupos XTO e NEG apresentavam
um percentual significativamente menor em fase G»/M quando comparado ao grupo DS (Tabela
8-B). Estes dados sugerem que as células T de individuos residentes em drea endémica
independente da presenca de infeccdo pelo S. mansoni, apresentam um bloqueio na fase S do
ciclo celular sugerindo que a infec¢do cronica e os mecanismos de regulagdo celular estejam
efetivamente controlando este processo.

Tabela 8-D mostra a comparacdo entre os grupos na presenca de SEA. Observamos que
individuos dos grupos XTO e NEG apresentaram uma redugdo estatisticamente significativa da
freqliéncia de células T CD3" em fase G¢/G; e um aumento na freqiiéncia de células em fase S
quando comparado aos individuos do grupo DS. Quando comparamos a fase G»/M, somente
individuos do grupo NEG apresentaram aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de
células nesta fase em relagdo ao grupo DS. Constatou-se também um aumento estatisticamente
significativo no percentual de células T em fase S e Go/M no grupo de individuos NEG em
relagdo ao grupo de pacientes XTO. Estes resultados sugerem que a presenca do antigeno SEA
exerce um efeito regulador na resposta imune através do bloqueio da indu¢do de um nimero

menor de células CD3" de pacientes do grupo XTO a progredir através do ciclo celular. Isto fica
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evidente quando comparamos os resultados obtidos com células de individuos do grupo NEG
submetidas ao mesmo estimulo.

De modo geral, um maior percentual, de células CD3" apoptoticas, foi detectado em
culturas nao estimuladas de PBMC de individuos XTO e NEG quando comparado as culturas do
grupo DS (Tabela 8). Curiosamente, aos cinco dias de cultura ndo estimulada, mais células
apoptoticas foram observadas no grupo de pacientes XTO em comparac¢do ao NEG (Tabela 8-C).
O estimulo inespecifico induziu maior morte celular em células CD3" de individuos residentes
em area endémica (XTO e NEG) do que em células dos individuos DS (Tabela 8-B). Contudo, o
estimulo antigénico na induziu diferenga na freqiiéncia de c€lulas apoptdticas em relagdo aos trés
grupos avaliados (Tabela 8-D).

Através de analises de correlagdes, identificamos uma correlagdo inversamente

significativa no grupo de pacientes XTO, entre a freqiiéncia células T CD3" apoptdticas e a

freqiiéncia de células em Go/G; (= -0,6332; p= 0,0365%) em cultura na presenca de SEA.
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Tabela 8: Distribuicao das fases do ciclo celular de células T dos grupos DS, XTO e NEG.

Distribui¢do das fases do ciclo celular (%)

Cultura néo
estimulada

3 dias

Cultura na
presenga de anti-

CD3/anti-CD28

Cultura néo
estimulada

5 dias

Cultura na
presenca de

SEA

Fases Gy/G;
Fase S
Fases Go/M

Céls. apoptdticas

Fases Gy/G;
Fase S
Fases G,/M

Céls. apoptoticas

Fases Gy/G;
Fase S
Fases G,/M

Céls. apoptoticas

Fases Gy/G;
Fase S
Fases G,/M

Céls. apoptdticas

DS

90,54 +£4,8
5,03+3,9
3,38+ 1,4
0,93+£0,5

68,13+ 9,5
18,07+ 5,1
12,38+ 6,1
1,28 0,7

90,28 £ 3,5
6,17+3,0
1,65+0,6
1,88+ 1,1

88,69 + 3,6
6,48 +2,7
248+ 1,0
233+13

XTO

77,52+ 11,7*

10,20+ 7,1
6,55+1,9*%
547+52%

62,29+9,5
2924+8,6"
342+24%
515+3,1°

78,92 +7,8%
11,00 £ 6,5
491+24°
4,92+2,6

7827+7,3"
12,30+ 5,1 *
4,06+1,3
438+29

NEG

77,20 + 16,4
13,35 + 12,6
531+0,9
4,05 +4.4

53,77+ 14,4
37,10+ 10,3 ®
245+25%
6,62+5,0"

78,42+50%
13,12£5,3
549+1,1°%
2,96+2,0"

71,50+ 53

19,56 + 4,9 *P
8,12+6,4™P
3,10+2,3

Os valores estdo expressos em média = SD do grupo de individuos DS (n=10), XTO (n=11) e NEG (5)

apos cultura de 3 e 5 dias de cultura. A letra a representa a diferenca, estatisticamente significativa (p<

0,05) em relag@o ao grupo DS; a letra b representa a diferenga, estatisticamente significativa (p< 0,05) em

relagdo ao grupo XTO.
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4.5 - Comparacio da expressao de Ciclina D ;3 em linfocitos T dos grupos DS, XTO e NEG

Com o objetivo de se obter informac¢des mais precisas sobre o ciclo celular de linfocitos T
CD3" durante a infeccdo com o S. mansoni, nods analisamos o efeito do estimulo, in vitro, por
SEA sobre a expressao de um elemento chave que regula a progressao do ciclo celular, a ciclina
D123, que ¢ um marcador de progressdo da fase G, para a fase S.

Inicialmente, avaliamos o periodo de incubacdo das PBMC mais adequado para deteccdo
da expressdo de ciclina D, 73 utilizando-se de PBMC de individuos dos grupos residentes em area
endémica (Figura 15). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos nos trés
tempos avaliados, tanto em cultura ndo estimulada (Figura 15A), quanto em cultura na presenca
de SEA (Figura 15B). Contudo, a andlise da cultura ndo estimulada mostrou que em todos os
tempos houve uma menor expressio de ciclina Dy, 3 por células T CD3" no grupo NEG (Figura
15A). E por outro lado, na presenca de SEA, este perfil ndo se manteve quando avaliado nos
tempos de 24 e 96 horas (Figura 15B).

Baseado nos resultados descritos acima (Figura 15) e no fendtipo celular, o qual revelou
que as c¢lulas de individuos NEG sdo mais ativadas em resposta ao SEA, avaliamos a expressao
de ciclina D, ;3 em linfocitos CD3"em PBMC apo6s estimulagao in vitro por 96 horas.

Os resultados mostram que, em cultura ndo estimulada, PBMC dos individuos residentes
em area endémica (XTO e NEG) apresentaram maior percentual de células CD3" expressando
Ciclina D;53" do que PBMC do grupo DS (Figura 16A). Porém, na presenca do estimulo
antigénico, observamos um aumento significativo somente no grupo NI em comparagdo aos
outros dois grupos (Figura 16B).

Quando comparamos as culturas, ndo estimulada e na presenca de SEA, observamos que a
presenca de SEA induziu uma redugdo significativa de células CD3" expressando ciclina D1,2’3+

(*p=0,034) apenas na cultura de PBMC de pacientes XTO (Figura 16).
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Figura 15: Cinética da freqiiéncia de células CD3" Ciclina D1,2,3+ apds 5 dias de cultura ndo
estimulada e estimulada com SEA de individuos XTO e NEG.

A cinética da freqiiéncia de células CD3" Ciclina D],2,3+ foi analisada por citometria de fluxo, a partir de
PBMC de individuos XTO: n= 11 e NEG: n=5, ap6s 5 dias de cultura ndo estimulada (A) ou na presenca
de SEA (B). As barras equivalem as médias dos valores representados. O teste estatistico utilizado em A e
B para os ensaio de 24, 60 ¢ 96 horas foi o teste T; e o teste estatistico utilizado entre o valor da cultura
ndo estimulada e cultura na presenga de SEA foi o teste T pareado. Nenhuma diferenca, estatisticamente

significativa (p< 0,05) foi encontrada.
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Figura 16: Analise da freqiiéncia de células CD3" Ciclina D3 apds 5 dias de cultura nio
estimulada e estimulada com SEA de individuos DS, XTO e NEG.

A freqiiéncia de células CD3" Ciclina D, ,3" foi analisada por citometria de fluxo, a partir de PBMC de
individuos DS: n= 10 (8), XTO: n= 11 (*') e NEG: n=5 (©), apés 5 dias de cultura ndo estimulada (A)
ou na presenca de SEA (B). As barras equivalem as médias dos valores representados. Os simbolos
representam a dispersdo dos resultados individuais. O teste estatistico utilizado em A e B foi o ANOVA

seguido por pos teste Tukey’s. O * representa a diferenca, estatisticamente significativa (p< 0,034) entre a

cultura ndo estimulada e na presenca de SEA no grupo XTO. A letra a representa a diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo DS; a A letra b representa a diferenca

estatisticamente significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo XTO.
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Estudo da influéncia do N. americanus em pacientes co-infectados com S. mansoni

Vérios estudos mostraram que em 4areas endémicas para a esquistossomose ha,
freqlientemente, varias espécies de helmintos na mesma regido, resultando em co-infecgdes
helminticas freqiientes (Chamone et al., 1990; Corréa-Oliveira et al., 1998 e 2002; Petney e
Andrews, 1998; Booth et al., 1998; Needham et al., 1998; Brooker et al., 2000; Howard et al.,
2002; Tchuem Tchuenté et al., 2003; Raso et al., 2004; Fleming et al., 2006; Brooker et al.,
2007). Os helmintos mais comumente encontrados co-infectando pacientes portadores de
esquistossomose, no Brasil, sd3o os ancilostomideos (Chamone et al., 1990; Corréa-Oliveira et al.,
2002; Fleming et al., 2006; Brooker et al., 2007). Neste contexto, procuramos investigar se a
interacdo entre N. americanus € S. mansoni em pacientes co-infectados (CO) poderia influenciar

nos mecanismos celulares envolvidos na resposta ao SEA.

4.6 - Comparacao do perfil hematologico do sangue periférico de pacientes MONO e CO

A Tabela 9 mostra que em nenhum dos pardmetros hematologicos houve diferenca

significativa quando comparados os grupos de pacientes MONO e CO.

Tabela 9: Caracterizagdo do perfil hematoldgico dos pacientes MONO e CO.

MONO CO
Global leucocitaria (mm®) 6.75+0.9 6.92+1.5
Linfocito absoluto (mm”) 2.49+0.5 2.43+0.5
Mondcito absoluto (mm®) 241.10 + 118.1 274.80 + 137.7
Neutréfilo absoluto (mm?) 340+ 1.0 335+1.2
Eosinofilo absoluto (mm”) 598.50 +376.50 828.20 + 765.0
Plaquetas (mm?®) 259.0 + 104.8 230.0 + 67.81
Eritrocitos (mm”) 4.612.000 + 473.798 4.876.667 + 408.708
Hemoglobina (g/dL) 13.83+ 1.4 14.09+ 1.0
Hematocrito (%) 41.71 +4.8 4275+ 3.4

Os valores estdo expressos em média = SD dos grupos de pacientes MONO (n=10) e CO (n=12).
Nenhuma diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) foi encontrada.
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4.7 - Caracteriza¢ao do perfil imunologico por dosagem de citocinas de pacientes MONO

e pacientes CO

A comparacao entre a produgdo de citocinas no plasma e no sobrenadante de culturas de
PBMC nao estimuladas e na presenca de SEA dos grupos de pacientes MONO e CO estao
representadas nas Figura 17.

Pode-se observar que o plasma dos grupos de pacientes MONO e CO apresentaram um
perfil de citocinas semelhantes. A andlise estatistica mostrou que ndo houve nenhuma diferenca
significativa entre os dois grupos.

Por outro lado, nossos resultados mostram que os dois grupos apresentaram um perfil bem
diferenciado de secregdo de citocinas apds cultura ndo estimulada (Figura 17B). Observamos uma
maior secrecdo de IL-2 pelas PBMC de pacientes CO quando comparadas com pacientes MONO
(Figura 17B). Apesar de termos observado uma maior secre¢do de citocinas IL-5, IL-10 e IFN- vy
nos sobrenadantes de culturas de PBMC ndo estimuladas de pacientes CO, nenhuma diferenca,
estatisticamente, significativa foi observada entre os 2 grupos (Figura 17B).

Apo6s a presenca de SEA, novamente, ndo observamos nenhuma diferenca significativa no
perfil de citocinas entre os dois grupos (Figura 17C). Entretanto, observamos que no grupo CO, o

estimulo com SEA induziu uma redugao significativa da produgdo de IL-2 quando comparada a

produgdo na cultura ndo estimulada de PBMC (*p= 0,053) (Figura 17).
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Figura 17: Andlise da producdo de citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y no plasma e
no sobrenadante de cultura ndo estimulada e estimulada por SEA de pacientes MONO e CO.

Os niveis das citocinas (A) IL-2, (B) TNF-a, (C) IFN-y, (D) IL-4, (E) IL-5 e (F) IL-10 foram
quantificados por citometria de fluxo, utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA). Foram
avaliados plasma e sobrenadante de culturas de PBMC dos pacientes MONO (n=4) e CO (n= 7). Todas as
barras representam as médias dos valores. O teste estatistico utilizado em todos os graficos foi o teste T. A
letra a representa a diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os grupos MONO e CO. O teste
estatistico utilizado entre a cultura ndo estimulada e estimulada foi o teste T pareado. O * representa a
diferenga, estatisticamente significativa (p< 0,034) entre a cultura ndo estimulada e na presenga de SEA no

grupo CO. Os resultados estdo expressos em pg/mlL.
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4.8 - Comparaciao do fenotipo celular induzido por SEA entre os grupos MONO e CO

Investigamos a expressdo de marcadores de superficie celular presentes no sangue
periférico dos pacientes MONO e CO apds cultura ndo estimulada e estimulada, in vitro, com
SEA. Avaliamos, inicialmente, a freqiiéncia de células CD3", CD4" e CDS8" entre as culturas ndo
estimulada e em resposta ao SEA (Figura 18).

A andlise dos resultados mostrou que ndo houve diferenga na freqiiéncia de linfécitos T
CD3", bem como nas sub-populagdes CD4" e CD8" apés cinco dias da cultura ndo estimulada
(Figura 18 A-C). A presenca do estimulo antigénico também ndo influenciou nas freqiiéncias
celulares (Figura 18 D-F). A analise, da razdo entre as células CD4"/CDS", apos 5 dias de cultura
ndo estimulada (Figura 19A) e na presenca de SEA (Figura 19B), também ndo demonstrou
diferengas entre os grupos de pacientes. Pelo contrdrio, as razdes encontradas foram muito
semelhantes (Figura 19).

Além disso, a investigagio dos marcadores de ativagdo (CD69', HLA-DR" e CD25" e
CD28") nas sub-populagdes de linfécitos T CD4" e CDS" nas PBMC dos pacientes revelou que
ndo houve diferencas significativas entre os grupos de pacientes MONO e CO (Figura 20).

Conforme descrito anteriormente, o estimulo antigénico (SEA) induziu um aumento da

+ HIGH

freqiiéncia de células T reguladoras (CD4'CD25 ) no grupo de pacientes XTO (Figura 14C).

Vimos, também, que esta sub-populagao celular estava diretamente correlacionada a secre¢do de
IL-10 neste grupo de pacientes (= 0,7079; p= 0,0148 — topico 4.3). Todavia, quando
subdividimos o grupo em mono- e co-infectados, ndo encontrarmos diferenca significativa nesta
sub-populagdo celular entre as culturas de PBMC de pacientes MONO e CO (Figura 21). Apesar
+ HIGH e

disso, identificamos uma correlagdo positiva entre a freqiiéncia de linfocitos T CD4 CD25

a secre¢do de IL-10 na cultura de PBMC de pacientes do grupo CO (Tabela 10).
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Figura 18: Freqiiéncia de células CD3", CD4" ¢ CD8" apos 5 dias de cultura ndo estimulada e
estimulada com SEA de pacientes MONO e CO.

A freqiiéncia de células CD3" (A e D), CD4" (B ¢ E) e CD8" (C e F) foram analisadas por citometria de
fluxo, a partir de PBMC de pacientes MONO: n= 4 (V) e CO: n= 7 (A), apos 5 dias de cultura nio
estimulada (A, B e C) ou na presenga de SEA (D, E ¢ F). As barras equivalem as médias dos valores
representados. Os simbolos representam a dispersdo dos resultados individuais. O teste estatistico
utilizado em A, B, C, E ¢ F foi o teste T; e o teste estatistico utilizado em D foi teste Mann-Whitney.

Nenhuma diferenga, estatisticamente significativa (p< 0,05) foi encontrada.
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Figura 19: Razdo entre células CD4"/CDS8" apés 5 dias de cultura ndo estimulada e estimulada
com SEA de pacientes MONO e CO.

A razio entre células CD4"/CD8" de PBMC de pacientes MONO: n=4 (V) e CO: n= 7 (A) foi avaliada
apos 5 dias de cultura ndo estimulada (A) ou na presenca de SEA (B). As barras equivalem as médias dos
valores representados. . O teste estatistico utilizado em todos os graficos foi o teste T. Os simbolos
representam a dispersdo dos resultados individuais. Nenhuma diferenca, estatisticamente significativa (p<

0,05) foi encontrada.
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Figura 20: Efeito da presenga do SEA em culturas de PBMC sobre a freqiiéncia de marcadores
de ativagdo (CD69", HLA-DR" e CD25" e CD28") em sub-populagdes de linfécitos T CD4" e
CD8" de pacientes MONO e CO.

A razdo, das células ativadas, foi analisada por divisdo dos valores encontrados ap6s a cultura estimulada
pelos valores encontrados apos cultura ndo estimulada, a partir de PBMC de pacientes MONO: n=4 ¢ CO:
n= 7. As barras equivalem as médias dos valores. O teste estatistico utilizado em todos os graficos foi o

teste T. Nenhuma diferenga, estatisticamente significativa (p< 0,05) foi encontrada.
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Figura 21: Efeito da presenca do SEA em culturas de PBMC sobre a freqiiéncia de células T
reguladoras CD4"CD25" ™" de pacientes MONO e CO.

A razdo da freqiiéncia das células CD4"CD25" ™" foi analisada por divisdo dos valores encontrados apos
a cultura estimulada (%) (B) pelos valores encontrados ap6s cultura ndo estimulada (%) (A), de PBMC de
pacientes MONO: n= 4 e CO: n= 7. As barras equivalem as médias dos valores. O teste estatistico
utilizado em todos os graficos foi o teste T. Nenhuma diferenca, estatisticamente significativa (p< 0,05)

foi encontrada.

Tabela 10: Correlagio entre IL-10 do sobrenadante e a frequéncia de células CD4"CD25" HGH

dos pacientes MONO e CO.

Correlacdo — CD4°CD25" "H ¢ IL-10

Estimulo MONO (6[0)
Cultura nao estimulada =0,8767 r=-0,3888
5 dias p=0,1233 ns p=0,3887 ns

Cultura na presenca de SEA = 0,5330 =0,7924
5 dias p=10,4670ns p=0,0336 *
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4.9 - Caracterizacdo da progressao do ciclo celular e resposta de proliferacio de PBMC

pacientes MONO e CO

A progressao do ciclo celular e a proliferagdo das PBMC dos pacientes MONO e CO em
culturas ndo estimulada e na presenga de anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 ou de SEA, foram

avaliadas por incorporagdo de BrdU e 7-Amino-Actinomycin D, por meio de citometria de fluxo.

4.9.1 - Comparacio do ciclo celular entre as culturas nao estimulada e estimulada com anti-

CD3/anti-CD28 ou SEA

O percentual de distribuicio de linfocitos T CD3" nas fases do ciclo celular dos grupos
de pacientes MONO e CO apds cultura ndo estimulada e na presenga de SEA estao

apresentados nas tabelas 11 e 12 respectivamente.

A comparagio da freqiiéncia dos linfocitos T CD3" em diferentes fases do ciclo celular
mostrou diferenca estatisticamente significativa, entre as fases G¢/G;, S e Go/M quando
comparadas as culturas ndo estimulada e estimulada com anti-CD3/CD28 do grupo MONO
(Tabela 11-A). A comparagdo entre as culturas ndo estimulada e estimulada com anti-CD3/CD28
do grupo CO também revelou a capacidade das células CD3" de progrediram através do ciclo
celular apos o estimulo anti-CD3/CD28. Todavia, encontramos uma reducdo na freqiiéncia de
células em G,/M, mas essa nao foi estatisticamente significativa (Tabela 12-A).

A presenca do SEA em cultura ndo induziu alteragdes significativas na progressdo do
ciclo das células CD3" quando comparada a cultura nio estimulada tanto em pacientes MONO
(Tabela 11-B) quanto em pacientes CO (Tabela 12-B). Logo, pacientes MONO e CO
apresentaram células T incapazes de proliferarem em resposta ao estimulo especifico.

Além disso, nossos resultados mostraram que SEA, assim como anti-CD3/CD28 nao
induziram o aumento da freqiiéncia de células CD3" apoptoticas nos dois grupos de pacientes

infectados (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 11: Distribui¢do das fases do ciclo celular de células T de pacientes MONO.

Grupo MONO Go/Gy Fase S G,/M Apoptéticas
Cultura néo estimulada - 3 dias 73,26 +£ 6,3 11,67 £4,3 8,02+0,8 6,94 + 3,0
Anti-CD3/anti-CD28 5490+2,4*  3530+2,8%* 2,38+0,7* 7,52+ 1,5
Cultura nfio estimulada - 5 dias 78,89 + 1,5 10,19+ 3,6 5,01+0,9 6,32 +1,5
Cultura na presenga de SEA 77,26 £ 4,4 13,22+ 3,7 3,81+£0,6 5,67 2,1

Os valores estdo expressos em média = SD do grupo de pacientes MONO (n=4), ap6s cultura de 3 e 5 dias

de cultura. O * representa p< 0,001.

Tabela 12: Distribuicdo das fases do ciclo celular de células T de pacientes CO.

Grupo CO Gy/G, Fase S G,/M Apoptéticas
Cultura ndo estimulada - 3 dias 80,35+ 4,6 9,22+2,7 5,57+£0,7 448 +£2.0
Anti-CD3/anti-CD28 66,51 £33*  2577+3,1*% 4,01 +1,0 3,79 +£0,9
Cultura ndo estimulada - 5 dias 78,94 £ 0,8 11,45 +2,5 4,86 + 1,1 4,13+0,8
Cultura na presenga de SEA 78,84 +£ 2,7 11,68+ 1,4 420+0,5 3,65+0,8

Os valores estdo expressos em média + SD do grupo de pacientes CO (n=7), apos cultura de 3 e 5 dias de

cultura. O * representa p< 0,001.
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4.9.2 - Comparacio do ciclo celular entre os grupos de pacientes MONQO e CO

Os resultados anteriores foram reorganizados na tabela 13 e mostram as diferengas
significativas da freqliéncia média das células T distribuidas nas diferentes fases do ciclo celular
entre os grupos MONO e CO.

A comparagdo, entre a freqiiéncia de células T, nas diferentes fases do ciclo celular, nas
culturas de 3 e 5 dias ndo estimuladas, mostrou-se muito semelhante. Entretanto, observamos
uma menor freqiiéncia de células T CD3" em fase G»/M na cultura de 3 dias do grupo CO
(Tabela 13-A). Esta diferenga, no entanto, ndo se manteve significativa apds 5 dias de cultivo
sem estimulo (Tabela 13-C).

Apesar de ser encontrado um maior numero de células T CD3" em Go/G; apos estimulo
com anti-CD3/CD28 no grupo CO (Tabela 132-B), observa-se que de modo geral, o estimulo
inespecifico ndo induziu diferencas na progressao do ciclo celular entre os grupos MONO e CO.

Assim, comparando a resposta ao SEA de pacientes mono-infectados com S. mansoni ou
co-infectados com S. mansoni e N. americanus, concluimos que ndo houve diferenca na
progressao através do ciclo celular, nem mesmo na freqiiéncia de células apoptoticas (Tabela 13-

D).
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Tabela 13: Distribui¢ao das fases do ciclo celular de células T dos grupos MONO e CO

Distribui¢do das fases do ciclo celular (%)

Cultura nao estimulada

3 dias

Cultura na presenca de

Anti-CD3/anti-CD28

Cultura nao estimulada

5 dias

Cultura na presenca de
SEA
5 dias

Fases Go/Gq
Fase S
Fases Go,/M

Células apoptdticas

Fases G¢/G;
Fase S
Fases G,/M

Células apoptdticas

Fases G¢/G;
Fase S
Fases G,/M

C¢lulas apoptoticas

Fases Go/G;
Fase S
Fases Go,/M

Células apoptoticas

MONO

73,26 + 6,3
11,67 +43
8,02+0,8
6,94+ 3.0

5490+2,4
35,30+ 2,8
2,38 £0,7
7,52+ 1,5

78,89 £ 1,5
10,19 + 3,6
501+0,9
6,32+ 1,5

77,26 +4,4
13,22 £ 3,77
3,81 +£0,6
5,67 £2,1

CO

80,35 + 4,6
9,20+2,7
557+0,7"
4,48 £ 2.0

66,51 £33 "
25,77 +3,1
4,01 £ 1,0
3,79+ 0,9

78,94+ 0,8
11,45+25
4,86+ 1,1
4,13+0,83

78,84 £2,7
11,68 + 1,4
420+0,5
3,65+0,8

Os valores estdo expressos em média + SD do grupo de pacientes MONO (n=4) ¢ CO (7) apos cultura de
*
3 ¢ 5 dias de cultura. O simbolo representa a diferenca, estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os

grupos.
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4.10 - Comparagio da expressio de Ciclina D3 em linfocitos T pacientes MONO e CO

No item 4.5, demonstramos que a expressdo de ciclina D;,3 em células CD3" foi
modulada na presenca de SEA no grupo de pacientes XTO (Figura 16). Nesta etapa, avaliamos se
a presenca de mais de uma infec¢do helmintica pode interferir na expressao da ciclina D3 em
células CD3". Para isto, comparamos a expressio desta ciclina em culturas de PBMC de
pacientes MONO e CO ndo estimuladas e estimuladas com SEA (Figura 22).

Tanto apds cultura ndo estimulada (Figura 22A) quanto estimulada (Figura 22B) ndo
foram detectadas diferencas entre os grupos de pacientes. No entanto, SEA induziu uma redugao,
estatisticamente significativa (*p<0,044) na expressio da ciclina D; ,3 em células CD3" no grupo

de pacientes MONO (Figura 22).
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Figura 22: Anélise da freqiiéncia de CD3" Ciclina D 3" apos 5 dias de cultura ndo estimulada e
estimulada com SEA de pacientes MONO e CO.

A freqiiéncia de células CD3" Ciclina D, ,3" foi analisada por citometria de fluxo, a partir de PBMC de
pacientes MONO n=6 (¥ ) e CO: n=5 (A), apos 5 dias de cultura niio estimulada (A) ou na presenca de
SEA (B). As barras equivalem as médias dos valores representados. Os simbolos representam a dispersao
dos resultados individuais. O teste estatistico utilizado em A e B foi o teste T. O * representa a diferenga,

estatisticamente significativa (p< 0,044) entre a cultura ndo estimulada e estimulada com SEA no grupo de

pacientes MONO.
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Resumo dos Resultados: DS, XTO e NEG

DS (O) XTO (®) NEG (0)
Hemograma
J global T global
4 | mondcito T monécito T monécito
4 | neutrofilo T neutréfilo T neutréfilo

T 1 hematocrito

1 eosinoéfilo
J hematocrito

4 eosinoéfilo
{ hematocrito

Plasma - Citocinas

1 { TNF-a T TNF-a T TNF-a
J IFN=y T IFN-y
VIL-S TIL-5
Cultura nao estimulada
Ciclo celular Progride Progride mais que DS Progride mais que DS
Citocinas | IL-2 TIL-2
T IFN=y L IFN=y

CiclinaDi23 41 CD3'CyD;,5"

T C]:):frcy[)l’z,_v,Jr

T C]:)3+Cy])1,2,3Jr

Cultura estimulada com SEA

Ciclo celular Bloqueio qdo
comparado ao XTO
e NI

Citocinas
T IFN-y

CiclinaDy,3 | CD3'CyD;,3"

1 CDh4"CD6Y",
! CD4"HLA-DR"
1 cbh4'CcD2s"
1 cDs"'CD25"
! CDS'HLA-DR"

Marcadores de
ativagao

Bloqueio qdo
comparado ao NI

1 TNF-a
L IFN=y

‘L (:])3+Cy]:)1’2’3+

I CD4"CD69",
{ CD4"HLA-DR"
1 CcD4'CD28"
l cp8'CcD25"
l CD8'HLA-DR"

Progride quando
comparado ao XTO e
DS

T TNF-a

T T C]:)3+C}/'131’2’3Jr

T1 CD4"CD69",
71 CD4"™HLA-DR'
71 cp4'cp28"
71 cpg'cbp2s5”
71 CD8'HLA-DR'

Comparagdo - Controle x SEA

T IL-2, IL-5, IL-10,
TNF-a e IFN-y

Correlagio: CD4°CD25" e IL-10

nenhuma

TIL-5e1L-10

~L C])3+C}/])1,2’3Jr

positiva

Nenhuma diferenca

nenhuma
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Resumo dos Resultados: MONO e CO

MONO (V) CO (A)
Cultura nio estimulada
Ciclo celular Progride Progride
Citocinas JIL-2 IL-2
Cultura estimulada com SEA
Ciclo celular Nao progride Nao progride

Comparagdo - Controle x SEA

\L (:])3+Cy[)1’2’3Jr

Correlacio: CD4'CD25" e IL-10

nenhuma
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Discussao

A esquistossomose mansoni € uma infec¢do que acomete milhdes de pessoas em todo
mundo e que ocasiona um grande impacto socio-econdmico, sendo assim se constitui um
grande problema de satide publica.

De acordo com as fases da infec¢do foi observado que os granulomas hepaticos
apresentavam caracteristicas diferentes sendo que na fase aguda, o volume do granuloma pode
chegar a dezenas de vezes o volume do ovo (Andrade & Warren, 1964; Warren et al., 1967)
enquanto que na fase cronica, ocorre uma acentuada diminui¢cdo no tamanho dos mesmos. Esse
efeito imunomodulatorio tem sido bem documentado em varios estudos com humanos (Colley et
al., 1979; Gazzinelli et al., 1985; Pearce et al., 1991; Flores Villanueva et al., 1994a; Chensue et
al., 1994; Flores Villanueva et al., 1996). Vérias hipoteses tém sido levantadas para explicar a
habilidade dos helmintos em modular a resposta imune, assim protegendo eles proprios da
eliminagdo e, em adi¢do, minimizando a patologia no hospedeiro. Estudos recentes identificaram
algumas moléculas derivadas do ovo de Schistosoma que sdo capazes de induzir uma resposta do
tipo Th, e uma resposta reguladora, via producdo de citocinas, modulacdo de células dendriticas
ou mesmo via células T reguladoras. Entretanto, em esquistossomose mansoni, ndo existem
trabalhos avaliando a influéncia do efeito imunomodulatorio na progressao do ciclo celular.

Diante deste fato, esse trabalho investiga a influéncia dos antigenos soluveis de ovos de S.
mansoni (SEA) na progressdo do ciclo celular em linfocitos de pacientes portadores da
esquistossomose.

Além disto, em areas endémicas, ¢ encontrada uma alta frequéncia de pacientes co-
infectados pelo S. mansoni e outros helmintos, principalmente o N. americanus (Chamone et al.,
1990; Brito ef al., 2006; Fleming et al., 2006; Brooker et al., 2007). Logo, também, investigamos

se a presencga da co-infeccdo pelo N. americanus influencia a resposta imunologica ao SEA.
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5.1 - Avaliacido do perfil hematologico do sangue periférico

A esplenomegalia e as possiveis hemorragias digestivas na esquistossomose grave sao
fatores responsaveis pela freqliente anemia nesta infec¢ao (Sturrock et al., 1996). A presenca de
infeccdo por outros helmintos, como os ancilostomideos, tem sido significativamente associada a
anemia (Schad et al., 1984; Chan et al., 1997; Stoltzfus et al., 1997 a; b). Neste estudo,
quantificamos os valores de eritrdcitos, a porcentagem de hematdcrito e de hemoglobina (g/dL).
Todos os resultados encontrados, nos trés grupos investigados (Tabela 4), estdo dentro dos
valores de referéncia em hematologia (Miller et al., 1990). Portanto, nenhum dos individuos
infectados (XTO) e nao infectados (DS e NEG) encontrava-se com perfil hematoldgico alterado
e/ou anémico. Alguns estudos mostraram que a presenca de uma ou duas infecgdes, além da
esquistossomose, nao leva ao desenvolvimento de anemia, nem a redu¢do da concentracao de
hemoglobina (Brito et al., 2006; Muhangi et al., 2007). Por outro lado, outros trabalhos
associaram a presen¢a de ancilostomideos, em pacientes portadores de co-infec¢do a estas
caracteristicas (Brooker et al., 2000; 2007). Nossos resultados mostraram que ndao houve
diferenca em nenhum dos parametros hematoldgicos quando comparados os grupos MONO e CO
(Tabela 9), sugerindo que a presenga da co-infec¢ao pelo N. americanus nao promoveu a anemia
e a hipoproteinemia, sintomas muito comuns em pacientes infectados apenas por ancilostomideos
(Schad et al., 1984; Chan et al., 1997; Stoltzfus et al., 1997 a; b). A discrepancia entre estes
resultados pode estar relacionada a carga parasitdria de N. americanus, visto que, nossos
pacientes CO apresentavam a carga parasitdria baixa, assim como observado por Brito e
colaboradores (2006).

A comparagdo do perfil hematologico demonstrou que os individuos residentes em area
endémica (XTO e NEG), apresentavam valores superiores de leucdcitos em relacdo aos
individuos doadores de sangue. Sobretudo, este perfil se deve, em particular, as populacdes de
monocitos e neutrofilos (Tabela 4). Quanto aos mondcitos, sabe-se que este tipo celular pode
induzir a ativagdo e a proliferacao de linfocitos T, com uma conseqiiente diferenciagcdo destes em
células Tipol, Tipo2 ou T reguladoras (Kapsenberg, 2003). No entanto, para que estas células
promovam esta ativagdo, elas devem ser maturadas (Mellman & Steinman, 2001) ou por sinais
intrinsecos ao organismo (Gallucci & Matzinger, 2001) ou mesmo por sinais derivados de
patdgenos (Akira & Takeda, 2004). Foi demonstrado que, na presenca de antigenos de A.

lumbricoides, menos células dendriticas tornam-se maduras, em comparagdo ao cultivo controle,
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revelando um decréscimo da expressdo da molécula co-estimuladora CD83 na superficie destas
células (van Riet et al., 2007). Com relagdo a infec¢do pelo S. mansoni, é sabido que o SEA pode
ser rapidamente internalizado com MHC II nos compartimentos lisossomais dos mondcitos,
entretanto estas células apresentam menos moléculas co-estimuladoras na superficie (van Liempt
et al., 2007) e, portanto, apresentam deficiéncia na interacdo com os linfocitos (Kapsenberg,
2003).

Acreditamos que o aumento da populacdo de mondcitos, no sangue periférico de
individuos XTO e NEG, pode funcionar como mecanismo de compensacao devido a deficiéncia
na maturacdo destas células frente ao antigeno de ovos de S. mansoni (van Liempt et al., 2007).
Como em uma area endémica, os individuos estdo em contato continuo com antigenos de S.
mansoni, seus mondcitos devem manter atividade constante de apresentacdo de antigenos,
refletindo no aumento da populacao circulante no sangue periférico (Teixeira-Carvalho et al.,
2002).

De acordo com a literatura, sabe-se que células apresentadoras de antigeno podem ser
atraidas para focos inflamatorios, por meio da acdo quimiostatica de neutréfilos (Kasama et al.,
1993; Scapini et al., 2001). Em esquistossomose, a formagdo do granuloma envolve o
recrutamento de mondcitos para o sitio inflamatorio, seguido por interagdes coordenadas entre
linfocitos, eosindfilos, neutrdfilos e fibroblastos (Oloris et al., 2007). Hirata e Fukuma (2003)
demonstraram que a formagao dos granulomas, na infecgdo por S. japonicum, ocorrem tanto por
processos dependentes de células T quanto dependente de neutrofilos. Nossas anélises revelaram
que, um numero maior de neutrofilos também foi detectado no sangue periférico de individuos
XTO e NEG (Tabela 4), sugerindo que este tipo celular possa estar envolvido no aumento da
populagdo de mondcitos, uma vez que os neutrofilos induzem a maturagdo das células
apresentadoras através de interacdes de receptores de superficie, além da secrecdo de TNF-a (van
Gisbergen et al., 2005). Logo, nossos dados sugerem que independente da infec¢do crdnica, ha o
provavel envolvimento, simultaneamente, dos neutrofilos e mondcitos de individuos residentes
em area endémica (XTO e NEG).

Ainda a respeito da analise hematologica, o numero absoluto de eosinodfilos foi
significativamente maior no grupo de pacientes portadores de esquistossomose do que no grupo
de individuos NEG (Tabela 4). Estes resultados assemelham-se muito a trabalhos descritos

anteriormente em pacientes portadores de infeccdo por S. mansoni (Kalinkovich et al., 1998;
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Borkow et al., 2000; Lima, 2005; Silveira-Lemos et al., 2006), ¢ de fato, a eosinofilia ¢ uma
caracteristica comum nas infec¢des helminticas (Klion & Nutman, 2004).

Na esquistossomose, o0s eosinofilos representam aproximadamente 40-50% da
composi¢ao do infiltrado inflamatério que compde o granuloma na fase aguda, e de acordo com
Lenzi e colaboradores (1987), € a principal célula inflamatoria envolvida na migracdo dos ovos
de S. mansoni pelo endotélio intestinal. Ganley-Leal e colaboradores e Reimert e colaboradores
demonstraram que o numero de eosindfilos observado no sangue periférico de individuos
infectados foi positivamente correlacionado a concentracdo da citocina IL-5 detectada no plasma
destes individuos (Ganley-Leal et al., 2006; Reimert et al., 2006), confirmando outros trabalhos
que descreveram que a principal fun¢do da IL-5 ¢ induzir o crescimento, diferenciacdo e ativacao
dos eosinodfilos (Yamaguchi et al., 1988; Sanderson, 1988; Coffman et al., 1989). Assim como
nestes estudos, nossos resultados revelaram um aumento estatisticamente significativo dos niveis
de IL-5 no sangue periférico de pacientes XTO (Figura 5), sugerindo que a elevacdo desta
citocina pode ser responsavel pelo aumento do nimero de eosindfilos circulantes (Tabela 4),
embora ndo encontramos correlacao entre os niveis de IL-5 e eosinoéfilos.

Kalinkovich e colaboradores (1998) observaram que pacientes co-infectados por S.
mansoni € N. americanus apresentam um maior niamero de eosindfilos do que os pacientes mono-
infectados por S. mansoni. No entanto, a nossa investigacdo, a respeito da influéncia da infec¢do
por N. americanus em pacientes infectados pelo S. mansoni, mostrou que ndo existe diferenca
entre os grupos MONO e CO em relagdo ao numero de eosinéfilos, assim como as demais sub-

populagdes avaliadas (Tabela 9).

5.2 - Avaliac¢io das citocinas no plasma

Trabalhos anteriores, em modelo experimental, demonstraram que o inicio da postura de
ovos induz uma resposta celular do tipo Tipo2, e a transferéncia de ovos do S. mansoni para
animais vacinados promove uma altera¢do da resposta do tipo Tipol para Tipo2 (Vella et al.,
1992). Pearce e colaboradores (1991) e Grzych e colaboradores (1991) demonstraram, ainda, que,
na esquistossomose murina, a inibi¢cdo da produgao de IFN-y coincide com o inicio da ovoposicdo
e da secrecao de IL-4 e IL-5.

A produgdo de citocinas durante a infeccdo esquistossomotica tem sido amplamente

estudada por diversos autores com resultados variados. Em esquistossomose mansonica humana,
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altos niveis de IL-4 foram detectados no soro de pacientes portadores da forma clinica intestinal
quando comparados aos niveis encontrados no plasma de individuos ndo infectados
(Zwingenberger et al., 1991). Além disso, estes autores demonstraram uma correlagcdo inversa
entre os niveis de IL-4 e de IFN-y, sugerindo que, em humanos, a infeccdo cronica por S.
mansoni, também promove um perfil de citocinas Tipo2. El-Kady e colaboradores (2005)
demonstraram que, além do predominio de IL-4, altos niveis de IL-10 sdo detectados no plasma
de pacientes portadores da forma clinica intestinal. Entretanto, recentemente, Makhlouf e
colaboradores detectaram niveis normais de IL-5 e elevadas concentragdes de IFN-y no plasma de
pacientes portadores da forma clinica intestinal, sugerindo um perfil de resposta Tipol (Makhlouf
et al., 2006). Apesar de estes resultados serem muitas vezes contraditorios, recentemente parece
haver um consenso que, embora haja um predominio de reposta Tipo2, podemos detectar a
presenca de citocinas do tipo 1 e o que o balango destas citocinas influencia o curso da infecgdo
(Maizels & Yazdanbakhsh, 2003). Em nosso trabalho, os pacientes XTO apresentam niveis
elevados de TNF-a, IFN-y e de IL-5 no plasma (Figura 5), sugerindo um perfil misto Tipol-
Tipo2.

Em areas endémicas para helmintos, existem inumeros relatos de diferentes infecgdes,
com as causadas por virus (Borkow ef al., 2001; Wolday et al., 2002; Santos et al., 2004; El-Kady
et al., 2005), bactérias (Bentwich, 2000; Borkow et al., 2001; Elias et al., 2005) ou protozodrios
(Nacher, 2004; Spiegel et al., 2003). E sabido que a resposta imune dirigida contra estes agentes
infecciosos ¢ predominantemente do tipo Tipol (Malhotr et al., 2005; Maeno et al., 2006;
Ordway et al., 2007) e que co-infeccdes com helmintos, pode alterar esse perfil para um
microambiente misto de citocinas ou do tipo 2 (Santos et al., 2004; El-Kady et al., 2005). Nos
ndo investigamos a presenca de infecgdes virdticas ou bacterianas nos individuos residentes em
area endémica. Portanto, também nao podemos excluir que este perfil misto, observado no plasma
do pacientoes XTO, seja devido a presenca de algumas destas infecgoes.

A quantificacdo das citocinas no plasma dos grupos categorizados em pacientes MONO e
CO (Figura 17A) ndo mostrou diferenca, sugerindo que a presenga da co-infeccdo por N.
americanus nao influencia o perfil de produ¢do em citocinas em pacientes portadores da infec¢ao
pelo S. mansoni.

Os individuos NEG foram caracterizados por apresentarem exames parasitologicos
repetidamente negativos. Esses resultados sugerem que este grupo pode ser putativamente

resistente a esquistossomose. Entretanto, mais andlises sdo necessarias para classificarmos como
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normais endémicos (Viana et al., 1994). Estes individuos apresentaram apenas a citocina TNF-a
em maior concentragdo no plasma, quando comparado ao grupo de individuos doadores de
sangue (Figura 5). Embora véarios trabalhos tenham associado o TNF-o a forma clinica
hepatoesplénica (Zwingenberger et al., 1990; Mwatha et al., 1998; Henri et al., 2002; Booth et
al., 2004; Teixeira-Carvalho et al., 2007) e a formacao do granuloma na esquistossomose (Amiri
et al., 1992; Cheever et al., 1999), outros sugerem sua participagdo nos mecanismos de protecao.
Esta citocina tem sido relatada como essencial na imunidade celular em modelos experimentais,
vacinados com cercdrias irradiadas (Coulson, 1997). Artis e colaboradores (1999) sugeriram que
o TNF-a tem um papel critico na regulacdo de citocinas Tipo2 que induzem os mecanismos de
protecdo no estagio inicial da infeccdo com 7. muris (Artis et al., 1999). Em esquistossomose
mansoOnica, a produ¢do inicial de TNF-a foi descrita como uma importante estimuladora da
producdo de 6xido nitrico e aumento da producdo de IL-10 em resposta a uma fragdo do antigeno
soluvel de vermes adultos de S. mansoni, sugerindo um efeito protetor (Oliveira et al., 1998;
1999). Além disso, alguns autores mostraram que o balango entre TNF-o/IL-10 pode ser
essencial na modulagdo do granuloma (Silva-Teixeira et al., 1998; Oliveira et al., 1999; Zouain et
al., 2001; 2002). Em outros dados anteriormente publicados, foi revelado que linfocitos T CD4"
de individuos normais endémicos produzem tanto TNF-o, quanto IFN-y, apds estimulo com
Sm14, uma proteina recombinante do S. mansoni (Brito et al., 2000). Neste sentido, os altos
niveis apenas de TNF-a, no plasma de individuos NEG, sugerem que esta citocina seja um dos
mecanismos envolvidos no combate a infec¢do, eliminando os vermes adultos e impedindo que o

ciclo de vida se complete.
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5.3 - Avaliacio das citocinas no sobrenadante de culturas de PBMC

A andlise comparativa entre a produg¢do de citocinas nos sobrenadantes de culturas
controle e na presenca do SEA revelou um aumento na produgdo das citocinas IL-5 e IL-10 nas
culturas de células dos pacientes XTO apds o estimulo com SEA (Figura 7). De acordo com
nossos resultados, trabalhos anteriores demonstraram que a IL-10 estaria relacionada a
modulagdo da resposta ao SEA (King ef al., 1996; Malaquias ef al., 1997; Corréa-Oliveira et al.,
1998a). Estes autores observaram que o bloqueio da IL-10, presente no sobrenadante das culturas
de células de pacientes cronicamente infectados, na presenca de SEA, induzia o aumento da
reatividade celular a este antigeno. Por outro lado, a adi¢do de IL-10 recombinante, diminuia
significativamente a capacidade proliferativa destas células (Malaquias et al., 1997; Corréa-
Oliveira et al., 1998a). Em outro estudo, foi comprovada a participacdo da IL-10 na supressao do
granuloma, in vitro (Falcdo et al., 1998). De fato, vérios trabalhos relataram a elevagdo dos niveis
de IL-10 em sobrenadantes de culturas de células de individuos portadores da infec¢do cronica,
na presenca de SEA (Montenegro et al., 1999; Almeida & Goes, 2000; Silveira et al., 2004;
Joseph et al., 2004; Hesse et al., 2004). Assim como em nosso trabalho, a elevada secrecado, tanto
de IL-5 quanto a de IL-10, foi relacionada a reatividade celular, aos antigenos de S. mansoni, de
pacientes portadores de infec¢do cronica (Araujo et al., 1996).

Nao observamos diferenga nas citocinas IL-5 e IL-10 nos sobrenadantes de culturas
controle e estimulada com SEA de pacientes mono- e co-infectados (Figuras 17B-C). No entanto,
a produgdo de IL-2 foi suprimida na presenca do antigeno nas culturas de células do grupo CO
(Figura 17C * p< 0,034). Bentwich e colaboradores demonstraram que PBMC de individuos co-
infectados produzem reduzidos niveis de IL-2 em resposta a estimulos inespecificos, mas ndo
dosaram apos estimulo por antigenos de S. mansoni (Bentwich et al., 1996). De acordo com estes
dados, ¢ possivel que a presenga do N. americanus influencie a produgao de IL-2 em resposta aos
antigenos de ovos de S. mansoni e, esta reducdo pode contribuir para a manuten¢do da infecgao.
Virios estudos sugeriram que os ancilostomideos apresentam algum mecanismo de escape por
induzir supressao da resposta imune (Humphries ef al., 1997; Loukas & Prociv, 2001; Bethony et
al., 2002a; Brooker et al., 2004), revelando picos de prevaléncia e de intensidade de infecgdo
maiores em individuos de meia idade ou mais idosos (Bethony ez al., 2002 a; b). Neste contexto, ¢
possivel que o decréscimo da secrecdo de IL-2 em resposta ao SEA, funcione como um destes

mecanismos de escape.
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Diversos trabalhos mostraram o envolvimento de IFN-y com a resisténcia a infecgdo pelo
S. mansoni em individuos normais endémicos (Bahia-Oliveira et al., 1992; Viana et al., 1994;
Corréa-Oliveira et al., 1998a; Silveira et al., 2004). Nao encontramos diferenca significativa em
relacdo ao IFN-y e demais citocinas quando comparamos as culturas controle e estimulada por
SEA de individuos NEG (Figura 8). Contudo, observamos um aumento dos niveis de TNF-a no
sobrenadante de culturas de PBMC de individuos NEG quando comparados aos outros grupos
(Figura 10B). Este resultado sera discutido posteriormente.

Paradoxalmente, observamos que PBMC de individuos doadores de sangue, na presenca
do SEA, apresentaram um aumento significativo da produ¢do de todas as citocinas avaliadas,
com excecao da IL-4 (Figura 6). Este resultado sugere que os individuos DS, provavelmente,
sofreram uma sensibilizagdo prévia a este antigeno ou a outros antigenos com epitopos
semelhantes. Contudo, apesar do aumento da secre¢do das citocinas pelas PBMC dos individuos
DS, estas ndo apresentaram um aumento da expressdao dos marcadores de ativac¢ao (Figura 13) e,
também, ndo progrediram pelo ciclo celular (Tabela 8-D) em resposta ao antigeno. Considerando
que, no Brasil, existe uma alta prevaléncia de helmintoses e que varios trabalhos ja demonstraram
a presenca de reatividade cruzada entre os helmintos (Corréa-Oliveira et al., 2002; Geiger et al.,
2002; 2004; Massara et al., 2004; 2006; Fleming et al., 2006), ndo ¢ dificil imaginar que estes
individuos tenham entrado em contato com algum destes helmintos. De fato, alguns trabalhos
demonstraram que individuos ndo infectados podem apresentar reatividade cruzada, com
aumento de secre¢do de citocinas, contra antigenos de A. caninum, S. mansoni (Geiger et al.,
2002) e A. lumbricoides (Geiger et al., 2004). Logo, acreditamos que o aumento da producao das
citocinas em resposta ao SEA (Figura 6), pode ser consequéncia de infec¢des anteriores por

outros helmintos.
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5.4 - Avaliaciao do fenotipo celular em culturas de PBMC

Na literatura, existe uma escassez de dados a respeito da caracterizacdo fenotipica de
linfocitos de pacientes portadores de infec¢do cronica por S. mansoni. Martins-Filho e
colaboradores (1997) observaram que individuos infectados apresentam uma menor porcentagem
de células T CD3" do que os ndo infectados. Estes autores demonstraram, ainda, que menos
linfocitos T CD4" estdo presentes no sangue periférico dos individuos infectados (Martins-Filho
et al., 1997). Em outros trabalhos, além do baixo percentual de células T CD3" e T CD4",
observou-se aumento de células T CD8" (Kalinkovich ez al., 1998; Borkow et al., 2000).

Nossos resultados diferem destes achados, uma vez que a freqiiéncia de células CD3" foi
muito semelhante entre os grupos XTO, DS e NEG, tanto nas culturas ndo estimuladas (Figura
11A), quanto apds o estimulo com SEA (Figura 11D). Entretanto, com relagdo as sub-populagdes
celulares T CD4" e T CD8", constatamos que os individuos residentes em area endémica (XTO e
NEG) apresentam uma menor freqiiéncia de linfécitos T CD4" e maior freqiiéncia de linfécitos T
CDS8" do que os individuos DS (Figura 11), corroborando dados da literatura (Kalinkovich et al.,
1998; Borkow et al., 2000). Sabe-se que este perfil implica em uma reducdo da razdo
CD4"/CD8", assim como foi descrito por alguns trabalhos (Colley et al., 1983; Kalinkovich et al.,
1998; Borkow et al., 2000). Em nosso estudo, encontramos uma reducdo da razao de células
CD4"/CD8" nos sobrenadantes das culturas controle (Figura 12A) e estimuladas com SEA
(Figura 12B) dos individuos XTO e NEG em comparagdo ao grupo DS. Entretanto, esta reducao
foi significativa apenas entre os grupos NEG e DS. Estes dados sugerem que o contato com os
parasitos, em uma regido endémica, pode induzir uma modulagdo das células T CD4", no entanto,
ocorre uma compensacao pelas células T CD8", ndo afetando na freqiiéncia de linfécitos totais.

De acordo com alguns trabalhos, a redugdo de linfocitos T CD4", observada nos
individuos infectados, ¢ uma conseqiiéncia do decréscimo de células naive e um aumento das
células de memoria (Kalinkovich ef al., 1998; Borkow et al., 2000). Paralelamente a estes
eventos, ha o aumento da expressdo de marcadores de ativagdo na superficie dos linfocitos T
CD4". Estes autores sugerem que, a infecgdo cronica por helmintos, deva induzir um “estado” de
ativacdo constante e, consequentemente, uma modulagdo da resposta celular (Kalinkovich et al.,
1998; Borkow et al., 2000). Este “estado” de ativagdo ja havia sido relatado em pacientes

portadores de infec¢do cronica pelo S. mansoni, onde estes pacientes apresentavam mais células
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CD3'HLA-DR" e CD8'HLA-DR" quando comparados a individuos ndo infectados (Martins-
Filho et al., 1997; 1999).

Neste sentido, nos investigamos a ativagao celular nos individuos DS, XTO e NEG. Os
resultados foram obtidos pela razdo das culturas estimuladas com SEA pelas culturas sem
estimulo (Figura 13). Foram avaliadas as moléculas CD69, CD25 e HLA-DR, aparentemente
responsaveis pela ativacgdo celular inicial, intermedidria e tardia, respectivamente (Caruso et al.,
1997). Analisamos, também, os linfocitos T CD4" e CDS§’, negativos para a molécula CD28,
caracterizando-os como cé€lulas ativadas, uma vez que este receptor ¢ internalizado apos a ligagao
com CD80 e CD86 das células apresentadoras de antigeno (Garcia et al., 1999; Arosa, 2002).

A anélise dos nossos resultados revelou uma freqiiéncia maior de células CD4"CD69",
CD4'HLA-DR" e CD4'CD28’, além de CD8 CD25" ¢ CD8 'HLA-DR" nas culturas de PBMC de
individuos NEG em comparagdo as culturas dos DS e pacientes XTO (Figura 13). Estes dados
revelam que somente as células dos individuos NEG apresentaram-se em “estado” ativado na
presenca do SEA e ainda que, os linfocitos T dos pacientes XTO se comportam de maneira
semelhante aos linfocitos de individuos DS (Figura 13). Este perfil nos linfocitos T CD4" ¢ CD8"
de individuos NEG pode ser resultado de uma constante estimulagdo pelos antigenos do S.
mansoni, presentes na area endémica. Porém, as células dos pacientes XTO também sdo
estimuladas continuamente, mas ndo se tornaram ativadas, demonstrando que mecanismos
diferentes sdo empregados na resposta ao SEA nas células de individuos XTO e NEG.

Nossos resultados divergem dos descritos na literatura (Martins-Filho et al., 1997,
Kalinkovich et al., 1998; Martins-Filho et al., 1999; Borkow et al., 2000), mas apesar das razdes
para estas divergéncias ndo serem claras, ¢ possivel levantarmos algumas hipodteses. Primeiro, em
nosso trabalho, os pacientes XTO sdo portadores de uma (S. mansoni) ou duas infecgdes (S.
mansoni € N. americanus) helminticas. No entanto, nos demais trabalhos, os individuos avaliados
apresentam-se co-infectados por mais helmintos (Kalinkovich et al., 1998; Borkow et al., 2000)
ou mesmo, ndo foram investigados com relagdo a presenca de co-infeccao (Martins-Filho et al.,
1997; 1999). Segundo, existem diferengas nos tempos de avaliagdo da expressdo dos marcadores
de ativagao.

Além disso, existe mais uma grande diferenga entre nosso trabalho e os demais. As
células dos individuos NEG, que se apresentaram ativadas na presenga do SEA (Figura 13),

proliferaram em resposta ao antigeno (Tabela 8-D), contrariando a hipdtese dos autores que

112



Discussao

sugerem que um “estado” de ativacdo constante promove a supressao da capacidade proliferativa
e induz a anergia celular (Borkow et al., 2000).

O papel da molécula CD28 expressa na superficie, estd relacionado ao segundo sinal
envolvido na proliferacao celular, funcionando como uma molécula co-estimuladora (Acuto &
Michel, 2003). Em infecgdes cronicas helminticas, tem sido relatada uma reducdo da freqiiéncia
de células CD8'CD28" em individuos infectados (Bentwich, 1996; Kalinkovich et al., 1998;
Borkow et al., 2000). Curiosamente, quando analisamos a freqiiéncia de células T CD8, positivas
para CD28, nao encontramos diferencas entre os grupos DS, XTO e NEG.

Ao comparamos as culturas de PBMC de pacientes MONO e CO em resposta ao SEA,
nossos resultados mostraram que a presenca da infeccdo pelo N. americanus nao induziu
diferencas na freqiiéncia de linfocitos T CD3" e suas sub-populacdes T CD4" e CD8" (Figura 18).
Kalinkovich e colaboradores (1998) também ndo observaram diferencas nas sub-populacdes de
linfécitos T CD4" CDS8". Entretanto, estes autores demonstraram que pacientes co-infectados
apresentam um maior percentual de células CD3'HLA-DR" e¢ CD4 HLA-DR" do que os
pacientes mono-infectados, diferentemente, do que nossos dados revelaram (Figura 20).

Na esquistossomose murina, foi demonstrado que a células T reguladoras
CD4"CD25™MY" tem um papel importante como produtora de IL-10 (McKee & Pearce, 2004;
Hesse et al., 2004). E ainda, que estas células Treg contribuem para polarizagdo da resposta para
Tipo2 por meio da supressdo da resposta do tipo 1 (Baumgart et al., 2006; Taylor et al., 2000).
Este tipo celular ¢ caracterizado por células CD4'CD25™6H

diferencial de CTLA-4, GITR e CD103 (Takahashi ef al., 2000; McHugh et al., 2002; Birebent et

que apresentam expressao

al., 2004; Dieckmann et al., 2001; 2005), além de expressarem o fator de transcricdo Foxp3 (Hori
et al., 2003; Nielsen et al., 2004; Walker et al., 2005).

Em nosso trabalho, investigamos a influéncia do SEA na freqiiéncia das células
CD4"CD25™MH  Esta analise foi realizada através da razdo das culturas estimuladas com SEA
pelas culturas sem estimulo. Os resultados mostraram que o SEA induziu um aumento da
freqiiéncia das células CD4"CD25™MM em cultura de PBMC de pacientes portadores da infec¢ao
pelo S. mansoni (XTO) (Figura 14C). Encontramos, ainda, uma correlacdo positiva entre esta sub-
populacdo celular e a secre¢do de IL-10 neste grupo de pacientes (= 0,7079; p= 0,0148*). Como
descrito anteriormente, hd evidéncias de que a IL-10 esteja relacionada & modulag¢do da resposta
imune durante a esquistossomose, ja que ela foi associada ao controle da morbidade (Aratjo et

al., 1996; Malaquias et al., 1997; Falcao et al., 1998; Montenegro et al., 1999; Joseph et al.,
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2004; Silveira et al., 2004; Teixeira-Carvalho et al., 2007). Nossos resultados refor¢cam a hipdtese
do envolvimento das células CD4"CD25 ™M observado na modulacio da infecgdo experimental
pelo S. mansoni. E ainda sugerem que estas células desempenhariam um papel importante como
produtoras de IL-10, também na esquistossomose humana cronica, uma vez que elas se
encontram elevadas nas culturas de pacientes XTO.

Quando analisamos a contribuicdo da infeccdo pelo N. americanus na freqiiéncia de
células CD4"CD25™MM em resposta ao SEA, observamos que ndo ha diferenca significativa
quando comparamos os grupos MONO e CO (Figura 21C). Contudo, identificamos uma
correlagdo positiva entre esta sub-populacdo celular e a secrecao de IL-10 nas culturas de células
de pacientes portadores de co-infeccdo (Tabela 10). Estes dados sugerem que a presenga da
infeccdo por N. americanus pode influenciar na secrecdo de IL-10 pelas células T reguladoras,
embora quando comparamos a secre¢ao desta citocina entre estes grupos MONO e CO, nao

encontramos diferengas significativas.

5.5 - Avaliagao da progressao do ciclo celular e proliferacao de células T de individuos DS,

XTO e NEG

A incorporagio por timidina marcada com tritio (H’-Td) foi a primeira determinagdo
mais acurada da proliferacdo celular. Supds que as células, durante a duplicacdo/replicagdao do
contetido gendmico (fase S, de sintese de DNA) incorporariam H-Td. Entretanto, as células que
sdo bloqueadas no inicio da fase S, ndo incorporam a timidina, uma vez que esta so ¢ inserida
durante a abertura das duas fitas de DNA, durante o processo de replicacdo. Logo, esta
metodologia apresenta uma grande desvantagem, que ¢ a avaliacdo apenas do contedo de DNA
duplicado.

Para determinar a cinética do ciclo celular, ¢ necessaria uma quantificacdo rigorosa das
fases do ciclo, bem como da taxa de DNA duplicado. Com o aparecimento da citometria de
fluxo, a quantifica¢do destas duas variaveis, tornou-se mais precisa.

O BrdU (5-Bromo-2-deoxiUridina) passou a ser amplamente empregado, permitindo a
combina¢do de anticorpos especificos contra diferentes moléculas de superficie e/ou

intracitoplasmaticas. O marcador 7-AAD (7- amino-actinomicina-D), em combinagdo com o
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BrdU, permite avaliar as fases do ciclo celular, uma vez que o 7-AAD marca o conteudo total de
DNA.

Desta forma, por meio de citometria de fluxo ¢ possivel avaliar concomitantemente as
sub-populagdes celulares nas diferentes fases do ciclo (Go/Gy, S e G/M), assim como seus
produtos metabodlicos (Shenker & Datar 1995; Gothot et al., 1997; Mehta & Maino 1997;
Schmid et al., 2000; Reome et al., 2000; Hay et al., 2001; Rosato et al., 2001; Lee et al., 2004;
Gerhard et al., 2005; Sieg et al., 2005; Matsuda et al., 2006; Jones et al., 2007).

Neste estudo, utilizamos o BrdU e o 7-AAD para avaliar a cinética do ciclo celular e a
proliferagdo celular de linfocitos T CD3" em resposta ao antigeno soltiivel de ovos de S. mansoni.

Em resposta ao estimulo inespecifico, anti-CD3/CD28, nossos resultados mostraram que
as células T CD3", dos grupos DS, XTO e NEG, progrediram através das fases do ciclo celular
(Tabelas 5-7), confirmando a capacidade proliferativa destas células nos trés grupos
investigados. Estes dados estdo de acordo com trabalhos anteriores que mostram que estimulos
inespecificos induzem a saida dos linfocitos T das fases Go/G; e a entrada em fase de duplicagdo
de DNA (fase S) na presenga de anti-CD3/CD28 (Schmid et al., 2000; Shenker ef al., 2001; Lea
et al., 2003), de SEB (superantigeno enterotoxina estafilocdcica B) (Perrin et al., 1999) e de
PHA-P (phitohemaglutinina-P) (Shenker & Datar 1995; Shenker et al., 2000; 2001; Lee et al.,
2004).

Quando comparamos a progressdo do ciclo celular dos linfocitos T CD3" entre os grupos
em resposta a este estimulo inespecifico, observamos, um aumento na freqiiéncia de células na
fase S nos grupos XTO e NEG em relacdo aos individuos DS (Tabela 8-B). E, curiosamente,
notamos que estes mesmos grupos de pacientes (XTO e NEG) apresentavam um percentual
significativamente menor de células T nas fases G,/M, quando comparado ao grupo DS (Tabela
8-B). Estes dados sugerem que, apds o estimulo por anti-CD3/CD28, as células dos individuos
XTO e NEG foram bloqueadas na fase S, impedindo a progressao do ciclo celular desta fase para
Gy/M. Porém o mecanismo que impediu esta progressdao ndo esta esclarecido.

Alguns trabalhos relatam bloqueios do ciclo celular de linfécitos de individuos portadores
de infeccdes bacterianas, em resposta a estimulos inespecificos, no entanto nenhum deles
demonstrou o bloqueio da progressdo da fase S para G,/M (Shenker et al., 2000; 2001). Apesar
de ndo investigarmos os mecanismos envolvidos neste bloqueio em resposta ao anti-CD3/CD28,
podemos sugerir que ele possa estar relacionado ao aumento da expressdo de ciclina A

(responsavel pela progressdo na fase S), assim como, a hiperativagdo do complexo ciclina
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A/cdk2. Appleman e colaboradores (2002) demonstraram que ha um aumento da expressdo desta
ciclina, em resposta ao estimulo com anticorpos monoclonais anti-CD3/CD28, no entanto, a
hiperativagdo do complexo ciclina A/cdk2 esta diretamente relacionada a morte celular por
apoptose em c¢lulas cardiacas saudaveis (Adachi ef al., 2001). Células T dos individuos
residentes em area endémica (XTO e NEG) ja apresentavam uma alta capacidade de progredir
pelo ciclo celular mesmo sem estimulo (Tabelas 8-A e C). Este resultado ¢ refor¢ado pela maior
freqliéncia de células CD3+CyD1,2,3+ observado em culturas nao estimuladas destes individuos
(Figura 16A). Isso nos leva a pensar que os linfocitos T destes individuos, também expressem
niveis elevados de ciclina A e, além disso, podem apresentar uma maior ativagdo do complexo
ciclina A/cdk2. Portanto, quando as PBMC dos individuos, XTO e NEG, foram estimuladas com
anti-CD3/CD28, possivelmente, ocorreu uma super-expressao do complexo ciclina A/cdk2,
levando a morte por apoptose. Nossa hipotese € corroborada pelo aumento significativo da
freqiiéncia de células subGy/G; nestes grupos, quando comparada a freqiiéncia observada na
cultura de individuos DS (Tabelas 8-B). Concluindo, nossos resultados sugerem que a presenca
de anti-CD3/CD28 induz a progressao do ciclo celular continua das células T dos individuos DS,
porém, promovem o bloqueio na fase S das células T dos individuos XTO e NEG e que,
impedidas de progredirem da fase S para G,/M, iniciam o processo de apoptose.

A observacio que células T CD3" dos individuos de area endémica estavam em processo
de divisdo celular mesmo em cultura controle (ndo estimulada), baseou-se no fato destes
apresentarem uma menor freqiiéncia de células nas fases Go/G; do que os individuos DS (Tabelas
8-A e C). Acreditamos que os linfocitos T dos grupos XTO e NEG apresentem uma maior
capacidade de proliferarem devido ao freqiiente estimulo por contato com os parasitos, seja
através de aguas infestadas por cercarias ou mesmo de larvas ou ovos dos parasitos. Refor¢ando
esta observagdo, nossos resultados mostraram que as células dos individuos XTO e NEG
secretaram mais IL-2 do que as células dos individuos DS nas culturas ndo estimuladas, embora,
este aumento tenha sido significativo apenas entre XTO e DS (Figura 9A). Crabtree e
colaboradores (1989) mostraram que respostas proliferativas maiores estdo diretamente
relacionadas ao aumento da expressao do gene que codifica IL-2, assim como ao aumento do
receptor para IL-2. Logo, esta citocina tem sido descrita como um fator de crescimento ou como
uma molécula sinalizadora de proliferagdo celular, devido a sua capacidade em inativar a proteina

p27, responsavel pela inibigdo da fosforilagdo da proteina retinoblastoma (Nourse ef al., 1994).
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De fato, Kaestel e colaboradores (2005) descreveram que a supressdo da proliferacdo de
linfocitos estd diretamente associada ao decréscimo da produgdo de IL-2.

Concomitante ao aumento de IL-2, uma redu¢do dos niveis de IFN-y foi observada no
sobrenadante das culturas de células de individuos XTO e NEG quando comparadas as culturas
dos individuos DS, entretanto, esta redugdo foi significativa apenas entre XTO e DS (Figura 9C).
O IFN-y foi relacionado & modulacdo da capacidade proliferativa de macrdéfagos, atuando
diretamente no aumento da expressao da proteina p21, um inibidor da progressao da fase G; para
S (Xaus et al., 1999). Também ja foi descrito que a adigdo de IFN-y induz a modulagdo da
expressao da ciclina D, assim como a redu¢do da atividade dos complexos ciclina D-cdk4 e
ciclina D-cdk6 em células de linfoma humano (Kumar & Atlad, 1992). Em conjunto, estes
trabalhos sugerem que o aumento desta citocina estd relacionado a inibi¢do da proliferagdo
celular.

Em resumo, as PBMC em culturas ndo estimuladas dos individuos XTO e NEG,
secretaram mais IL-2 e menos IFN-y quando comparadas as dos individuos DS (Figura 9) e,
também, apresentaram uma maior freqiiéncia de células CD3'CyD,,; (Figura 16A). Desta
forma, estes resultados sugerem que a exposicdo frequente a antigenos do S. mansoni ou de
outros parasitos em areas endémicas, pode promover um microambiente rico em IL-2 e escasso
em IFN-y, que contribuiria para a progressao pelo ciclo celular e, consequentemente proliferacao
de cé¢lulas T (Tabelas 8-A e C).

Com relagdo a reatividade celular aos antigenos soluveis de ovos de S. mansoni (SEA),
nossos dados mostraram uma redugdo significativa na freqiiéncia de células nas fases Go/G; nos
grupos XTO e NEG em comparagdo ao grupo DS (Tabela 8-D). No entanto, percentuais
significativamente menores de cé€lulas T, nas fases S e G,/M, foram observadas no grupo de
pacientes XTO quando comparado ao grupo NEG (Tabela 8-D), sugerindo uma modulacao desta
resposta, como descrita anteriormente por ensaios de incorporagdo de timidina tritiada (Nash et
al., 1982; Gazzinelli et al., 1985; 1987; Bahia-Oliveira et al., 1992; Roberts et al., 1993; Corréa-
Oliveira et al., 1998a; 2002; Joseph et al., 2004; Talaat et al., 2007). Alguns trabalhos mostraram
que individuos normais endémicos apresentam alta reatividade celular aos antigenos do S.
mansoni (Corréa-Oliveira et al., 1989; Viana et al., 1994; Brito et al., 2000). Paralelamente,
nossas analises demonstraram uma freqiiéncia maior de células CD3+CiclinaD1,2,3+ nas culturas
estimuladas por SEA dos individuos NEG em comparagdo aos grupos DS e XTO (Figura 16B).

De fato, na presenga do antigeno, menos células CD3 CiclinaD;,3" foram identificadas nas

117



Discussao

culturas de pacientes XTO em compara¢do a cultura ndo estimulada (Figura 16 *p= 0,034). Em
conjunto, nossos resultados sugerem que a modulacdo, induzida pelo antigeno SEA nos pacientes
XTO, pode ser um reflexo da redugdo da ciclina D nas células T (Figura 16), promovendo o
bloqueio destas células nas fases Gy/G; do ciclo celular (Tabela 8-D), sendo que o mesmo, nao
ocorre nas células T dos individuos ndo infectados residentes em area endémica.

Diferente dos individuos ndo infectados de area endémica, os individuos DS apresentaram
células T CD3" que ndo apresentaram marcadores de ativacio e foram incapazes de progredir
através do ciclo celular em resposta ao estimulo antigénico (Tabela 5), resultando em uma
auséncia de proliferacdo celular. Entretanto, nossos resultados sugerem que este fendmeno seja
devido a mecanismos diferentes daqueles observados nas células dos pacientes XTO.

Estudos independentes mostraram que as citocinas IFN-y e TNF-a podem controlar a
prolifera¢do celular, por induzir respectivamente a expressao p21, inibidor da progressdo de G;
para S (Xaus et al., 1999) e a expressao da ciclina D (Kumar & Atlad, 1992; Khanna 2005). Em
resposta ao SEA, a menor secre¢do de IFN-y pelas células dos pacientes XTO foi mantida quando
comparada aos individuos DS (Figura 10C). Além da baixa concentragdo de IFN-y, nossos
resultados mostraram também que, a producdo de TNF-a foi inferior no grupo de pacientes XTO
em relacdo aos individuos NEG (Figura 10B).

Considerando os reduzidos niveis de IFN-y nas culturas de XTO, era possivel que as
células T proliferassem mais, uma vez que a expressdo do inibidor p21 ndo fosse estimulada
(Xaus et al., 1999). Entretanto, as células foram bloqueadas em Gy/Gj, por meio da inibi¢do da
ciclina D 53, sugerindo que outros mecanismos estejam envolvidos na supressao da resposta ao
SEA, entre eles a redugdo da secrecdo de TNF-a e uma provavel participagdo da IL-10, secretada
pelas células Treg.

Khanna e colaboradores (2005) correlacionaram o aumento da expressao de mRNA de
TNF-o a uma maior expressao da ciclina D em linfocitos. Embora, ndo encontramos correlagdes
significativas entre a dosagem de citocinas nos sobrenadantes de culturas e a freqiiéncia de
células T que expressam ciclina D 73, nossos dados sugerem que a baixa expressao de ciclina D
(Figura 16), pode ser conseqiiéncia da redu¢do de TNF-o (Figura 10 B). Estes dados sdo
confirmados, uma vez que os linfocitos T de individuos NEG foram capazes de proliferar em
resposta a0 SEA (Tabela 8-D), onde altos niveis de desta citocina e uma maior freqiiéncia de

células CD3+CiclinaD1,2,3+ foram observados. Portanto, acreditamos que a reducdo de TNF-a
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deva ser um dos mecanismos imunomoduladérios encontrados nos pacientes portadores de
infec¢do cronica pelo S. mansoni.

Denys e colaboradores (2002) mostraram que a secrecdo de TNF-a pode ser inibida pela
citocina reguladora IL-10, por inibi¢do da expressdo do fator de transcricio NF-kB, responséavel
pela sintese de TNF-o. De fato, a IL-10 apresenta um efeito imunossupressor muito bem
documentado em diferentes sistemas tanto in vitro quanto in vivo (Taga & Tosato, 1992;
Mosmann, 1994). A acdo da IL-10 na progressio do ciclo celular de linfécitos T CD4" foi
avaliada em resposta ao superantigeno enterotoxina estafilococica B (SEB) (Perrin et al., 1999).
Os autores mostraram que a IL-10 bloqueia as células nas fases Go/G; por inibi¢do da expressao
das ciclina D e, por prevenir a modulacdo da p27 (Perrin et al., 1999). Apesar de nao
encontrarmos diferenca na produgdo de IL-10 quando comparamos os grupos DS, XTO e NEG
(Figura 10F), nés mostramos que houve uma maior secrecao desta citocina, quando comparados
os sobrenadantes de culturas de pacientes XTO na presenca e na auséncia do antigeno SEA
(Figura 7F). Este evento sugere que a IL-10 possa estar relacionada ao bloqueio das células dos
pacientes XTO nas fases Go/G; do ciclo celular (Tabela 8-D). Em resumo, a redu¢do da produgao
de TNF-o. (Figura 10) e o decréscimo da freqiiéncia de células CD3"CyD, ,3" (Figura 16B), apos
o estimulo antigénico, podem ser reflexo de uma provéavel participagdo da IL-10, como um dos
mecanismos envolvidos na modulagdo da reatividade celular. Contudo, mais estudos devem ser
realizados a fim de esclarecer melhor este papel.

A andlise comparativa entre cultura estimulada e controle também revelou o aumento de
IL-5 no sobrenadante de PBMC de pacientes XTO (Figura 7E). Na literatura, ainda ndo existem
indicios da agdo da IL-5 na progressao do ciclo celular de linfocitos T. No entanto, esta citocina é
capaz de induzir a entrada de células B na fase S do ciclo em resposta ao LPS (Wetzel, 1991).
Nos investigamos a freqiiéncia de linfécitos B, dos individuos XTO e NEG, apos cinco dias de
cultivo com e sem estimulo por SEA. As analises mostraram um aumento significativo desta sub-
populagdo nas culturas estimuladas por SEA no grupo de pacientes XTO (sem estimulo: 6,69% +
1,8; na presenca de SEA: 8,71% = 2,0). Por outro lado, o estimulo antigénico ndo induziu
aumento dos linfocitos B nas culturas de individuos NEG (sem estimulo: 9,28% + 2,2; na
presenga de SEA: 8,79% =+ 3,1). As células B ja foram associadas ao desenvolvimento de uma
resposta imune Tipo2 contra o S. mansoni (Hernandez ef al., 1997), assim como a modulag@o do
granuloma em camundongos (Ferru et al., 1998). Logo, estes dados sugerem que o aumento da

produgdo de IL-5, nos sobrenadantes de culturas celulares de pacientes XTO, possa estar
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relacionado a uma maior proliferacdo de linfocitos B, ja que os linfocitos T foram bloqueados em
Go/G; e impedidos de proliferarem.

Outro mecanismo que nossos resultados sugerem participar da imunorregulacdo nos
pacientes XTO ¢ a presenca de células Treg, ja que nds observamos uma maior contribuicao das
células CD4'CD25™6H (Figura 14C) nas culturas de pacientes XTO, assim como uma
correlacdo positiva entre a freqiiéncia destas células e a secre¢do de IL-10 (Figura 7F) em
resposta ao estimulo antigénico. Alguns trabalhos mostraram que a supressdo da capacidade
proliferativa em esquistossomose (Flores-Villanueva et al., 1994b) e em outras helmintiases
(Osborne & Devaney, 1999; Allen & Loke, 2001) pode ser devido a agdo da IL-10 secretada por
células dendriticas, entretanto, ndés ndo investigamos a participacao destas células. No presente
trabalho, nos hipotetizamos que as células T CD3" de pacientes XTO possivelmente foram
bloqueadas nas fases Go/G; do ciclo celular, caracterizando a modula¢do da resposta ao SEA,
devido a participagao de células Treg que secretam IL-10.

Alguns trabalhos demonstraram que as células Treg estdo diretamente envolvidas com a
anergia celular, devido a inibicdo da produgdo de IL-2 e da expressdo das ciclinas D e E,
marcadoras da progressao para a fase de replicacdo do DNA (Boussiotis et al., 1997; Duthoit et
al., 2005). Em esquistossomose, a modulagdo da capacidade proliferativa de células de pacientes
portadores de infec¢do cronica em resposta ao SEA, foi relacionada tanto a anergia (Stadecker,
1994) quanto a morte celular por apoptose (Carneiro-Santos et al., 2000; Rutitzky et al., 2003).
Na anergia e na quiescéncia, as células permanecem na fase Gy, entretanto sdao estados bastante
distintos. Na quiescéncia as células podem tornar-se ativadas em resposta a estimulos (Yusuf &
Fruman, 2003) e, se impedidas de progredirem através do ciclo, morrem por apoptose. Ja as
células anérgicas, por ndo serem ativadas e ndo entrarem no ciclo celular, também ndo sofrem
apoptose (Sun et al., 2003).

Como neste estudo, ndés mostramos que os linfocitos T dos pacientes portadores de
infeccdo cronica (XTO) ndo se tornam ativados (Figura 13), este ¢ um indicio da anergia destas
células em resposta ao SEA. Os resultados da Tabela 6 também mostram, claramente, que o
estimulo antigénico ndo induz o aumento de células T sub Gy¢/G; na cultura de células
mononucleares dos pacientes XTO. Em adi¢do, nossas andlises demonstraram uma correlagdo
inversa (7= -0,6332; p= 0,0365*) entre a freqiiéncia de células T CD3" apoptdticas e a de células
em Go/G; nestas culturas, demonstrando que quanto mais células T permanecem em anergia,

menos entram em apoptose.
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Diversos autores mostraram que a morte celular por apoptose esta diretamente relacionada
a secrecao da citocina IFN-y (Sangfelt et al., 1997; Otsuki et al., 1998; Chawla-Sarkar et al.,
2003; Rutitzky et al., 2003), cuja acdo principal envolve o bloqueio da progressdo das fases
Go/G para a fase S, por modulacdo da ciclina D (Tienfenbrun et al., 1996; Subramaniam et al.,
1998). Como citado anteriormente, nossas analises mostraram que no sobrenadante de cultura de
pacientes XTO, houve uma redu¢do da produg¢do de IFN-y quando comparado ao grupo DS
(Figura 10C). Logo, nossos dados sugerem que a modulag@o da reatividade celular, nos pacientes
XTO, nao deve ser acompanhada pela apoptose das células T. Estes resultados reforgam nossa
hipdtese de que os linfocitos T destes pacientes permanecem em anergia em resposta ao SEA,
apesar de serem capazes de proliferar em na presenga de outros estimulos, como o anti-
CD3/CD28 (Tabela 6-A).

As avaliagdes da progressdo do ciclo celular e da proliferacdo de células T mostraram que
ndo ha diferencas significativas quando comparadas culturas controle e estimulada por SEA nos
grupos MONO (Tabela 11-B) e CO (Tabela 12-B). No entanto, o estimulo antigénico induziu
uma redugfo, estatisticamente significativa da frequéncia de células CD3 ciclina D; 53" no grupo
de pacientes MONO (Figura 22). Estes resultados confirmam o bloqueio observado em Gy/G; das
células dos pacientes XTO e sugerem que a infec¢do por N. americanus parece nao influenciar na
progressdo das células T CD3" do ciclo celular (Tabela 13-D), mas parece envolver outros

mecanismos, ndo relacionados a expressao de ciclina D.
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Conclusoes

Em resumo, nossos resultados sugerem que as células T CD3" de pacientes portadores de
infeccdo por S. mansoni (XTO) sdo incapazes de proliferar em resposta ao SEA, por um bloqueio
nas fases Go/G; do ciclo celular, sendo que este, possivelmente ocorre devido a modulagao da
expressdo de ciclina D, 3. Acreditamos que o microambiente que promove a modulagdo desta
ciclina e o conseqiiente bloqueio em Gy/Gj, pode ser dependente das células Treg, que produzem
IL-10 em resposta ao SEA. Os linfocitos T, ndo expressaram marcadores de ativacdo e,
impedidos de progredirem pelo ciclo, mantem-se em anergia, caracterizando a imunossupressao
observada em culturas celulares destes pacientes. Porém, outros mecanismos devem ser
investigados, entre eles, o processamento de antigenos e apresentacdo, vias de transducdo de sinal
e as proprias células Treg, com uma melhor caracterizagdo dos marcadores CTLA-4, Foxp3 e
GITR.

Tanto as células de pacientes mono-infectados, quanto as células de co-infectados nao
foram ativadas na presen¢ca do SEA e, permaneceram em anergia. Embora, nas células dos
pacientes MONO, esta anergia possa ser uma conseqiiéncia da modulacdo da expressdo de
ciclina D » 3, nas células de pacientes CO, ndo encontramos resposta para a anergia relacionada a
expressdo desta ciclina. Por outro lado, os resultados mostraram que o perfil anérgico nestes
pacientes, parece estar relacionado a redugdo de IL-2 e a um provavel envolvimento das Treg, por
meio da secrecao de IL-10.

Estes resultados sugerem que a infeccdo por N. americanus parece nao influenciar na
modulacdo da resposta ao SEA. Entretanto, deve envolver outros mecanismos que ndo afetam a
expressdo de ciclina D nos pacientes co-infectados. Desta forma, sdo necessdrios novos
experimentos para esclarecer o mecanismo que induz a supressdo da ciclina D; 3 nas células T
nos pacientes MONO e os envolvidos no ciclo celular das células dos pacientes CO.

A reatividade celular, observada nas culturas de individuos NEG pode ser devido a um
aumento dos marcadores de ativagdo, bem como a um microambiente rico em TNF-a, que
contribui para a eliminagdo dos vermes adultos, através da inducao da produgdo de 6xido nitrico
(Oliveira et al., 1998; 1999) e, também promove a progressdo pelo ciclo das células T, por
aumento da expressao de ciclina D, 3. Entretanto, ¢ importante ressaltar que outros componentes

também podem participar dos mecanismos de resisténcia a infecgao.
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Resumo esquematico do ciclo celular
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Projeto de Pesquisa: "Papel de antigenos derivados do Schistosoma mansoni na regulagéo da
progress&o do ciclo celular e proliferagdo in vitro de linfocitos”

Pesquisador Responsavel: Giovanni Gazzinelli
Instituigéo: Centro de Pesquisa René Rachou / FIOCRUZ
Data de entrada no CEP: 19 de setembro de 2003

Ao se proceder 2 analise do protocolo em questdo, apés consideradas as respostas as pendéncias
anteriores, constatou-se que as informacdes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da
Resolugdo CNS 196/96, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres
Humanos.

Por se tratar de um projelo de cooperacio internacional o mesmo estard sendo encaminhado ao
CONEP para analise e aprovagdo final.

Belo Horizonte, 21 de janeiro de 2004,

/ :
Al ﬂyﬁmanﬁa

oordenador do CEPSH- CPqRR

Centro de Pesquisas René Rachou / FIOCRUZ
Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo orizonte - MG - Brasil
Tel: (0055) (31) 3295-3566 (ramal 180) - Fax: (0055) (31) 3295-3115
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N.° 598/2004
Registro CONEP: 9738 (Este n® deve ser citada nas correspondéncias referentes a este projeto )

Registro CEP: 012/2003 Processo n.° 25000.014849/2004-23
Projeto de Pesquisa: " Papel de antigenos derivados do S, mansoni na regulagéo da
progresséo do ciclo celular e proliferagdo in vitro de linfocitos "

Pesquisador Responsavel: Dr. Giovanni Gazzinelli

Instituigao: Fundagao Oswaldo Cruz /[FIOCRUZ

Area Tematica Especial: Pesquisa com cooperagao estrangeira

Objetivo

Caractenzar os eventos moleculares que regulam a progresséo do ciclo celular e
orotiferacdo de celulas T CD4" de individuos infectados com Schistosoma mansoni e
MNacator americanus, co-infectados ou néo, antes e apos tratamento quimioterapico.

Sumario

Este estudo sera realizado na regido nordeste de Minas gerais, onde o N, americanus
e n S mansoni sdo-cc-endémicos. Para definicao da populacdo-alvo serdo realizados
levantamento parasitologico e entrevistas para avaliar o risco de exposigao a infegao.
Para tanto, amostras de fezes e sangue serdo coletadas. Os individuos (cinco de
cada categoria ¢e infeccdo) serBo selecionados por amostragem aleatoria. Todo
material biologico (soro, plasma e celulas), assim como o banco de dados
permanecera no Centro de Pesquisas René Rachou.

Sardo incluidos na andlise somente individuos residentes na area endemica
selecionada, por um periodo minimo de 12 meses consecutivos.

Serdo excluidos individuos que relatarem ter recebido tratamento com drogas anti-
helminticas nos Gltimos dois anos, bem como aqueles com infecgdes helminticas que
ndc sejam por N, americanus & o S. mansoni.

Comentarios

As condigdes preestabelecidas para a realizacdo dos objetivos encontram-se
adequadas.

G5 pesquisadores relatam que os riscos da pesquisa se limitam ao procedimento da
coleta sangliinea (dor, hematoma &tc), assim como aos possiveis efeitos adversos
das drogas anti-helminticas (albendazol e praziguantel).

Sequndo os pesquisadores, os resultados desta pesquisa poder@o contribuir para a
compreensido dos mecanismos imunes e fatores que influenciam a imuno-regulagéo
na esquistossomose humana. Além disso, podem contribuir na compreensac de
outras doengas infecciosas cronicas, onde tarhbém é observada essa modulagdo da
resposta imune. ;

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apresenta-se de acordo com o
‘preconizado na Resclugdo 196/96. i
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Do Parecs: COHES 1% 59812004,

Qutros Cenlros (colaboracao com outras instituicées). The George Washington
Jaresrsity {EUA)
Est= projeto sera financtado peio World Health Organzation - TDR (EUA)
Constad ¢ curiiculo do Pesquisador Principal, que apresenta vasta experiéncia na
area,

A5 informacdes enviadas alendem aos aspecios fundamentais da Resolugdo CNS
1uB/SE e 29219%, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas
Eqvolvendo Seres Humanos,

C projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da instituicao
supracilada

Diante do expnstd, a Comissdo MNacional de Etica em Pesquisa -CONEP, de
acordo com as atribuigoes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se

pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Projeto aprovado.
Brasilia, 06 de abril de 2004,
/&q/ N ";nﬁ %ﬁffﬁ

ILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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