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Resumo

A esquistossomose mansonica representa um dos grandes problemas de Salde Publica
acometendo, segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), 210 milhdes de individuos no
mundo todo. No hospedeiro infectado, a doenca é caracterizada pela presenca de granuloma,
resultado imunopatoldgico do infiltrado celular e em muitos casos consequéncia de fibrose
tecidual. Dessa forma, a relacdo parasito-hospedeiro pode levar a morbidade devido a doenca
resultar em hepatoesplenomegalia, fibrose hepética e ascite. O processo granulomatoso na
esquistossomose é dependente de linfocitos T CD4+ e requer recrutamento e acumulo de células
inflamatdrias no sitio de deposicdo dos ovos. A fibrose esquistossomotica é resultado da reacédo
granulomatosa que se desenvolve em resposta a antigenos liberados pelos ovos do Schistosoma
mansoni retidos nas veias portais de menor calibre. A patologia causada em hospedeiros com S.
mansoni é mediada pela resposta imune, por células T atravées da disseminagdo dos ovos que séo
alojados no figado e intestino. Manipulagfes para a interagdo entre moléculas B7 de células
apresentadoras de antigenos (APC) e receptores CD28/CTLA4 de células T modulam, e em
algumas circunstancias, bloqueiam a resposta imunopatoldgica in vivo. O CTLA4 ¢é
estruturalmente homélogo ao CD28, mas é expresso nas células T CD4+ e CD8+ recém
ativadas, e sua funcdo € inibir a ativagdo de células T pela inibicdo dos sinais liberados pelo
CD28. Assim, 0 CTLA4 esta envolvido na finalizacdo das respostas das células T. A maneira
pelos quais os dois receptores liberam sinais opostos e reconhecem a mesma molécula B7 das
APC é uma intrigante questdo e motivo de pesquisa. Esses sinais coestimulatérios podem ter
diferentes papéis nos varios tipos de resposta imune. Dessa forma a estratégia de utilizar o
tratamento com anticorpos monoclonais (mAb) anti-CTLA4 e anti-CD28 na esquistossomose
mansodnica murina foi de avaliar a modulagdo da resposta inflamatoéria e parasitéria induzida
pelo S. mansoni quando CTLA4 e CD28 fossem blogueados. Nossos resultados mostraram que
0 tratamento com (mAb) anti moléculas coestimulatérias CTLA4 e CD28 favoreceram
alteracfes no numero de leucdcitos, modulagdes nos niveis de anticorpos circulantes, citocinas,
e do perfil da resposta T helper (Th) e alteracdo na atividade parasitaria. Nossos dados
demonstraram que, a reducdo da carga parasitaria foi de 21,3% no grupo tratado com mAb anti-
CTLA4 e 46,2% no grupo tratado com anti-CD28. Sugerindo que, estes tratamentos devem ser
considerados interessantes candidatos para imunoterapia e para maiores investigagdes, uma vez
que se faz necessario conhecer melhor a resposta destas moléculas na esquistossomose
mansonica que quando bloqueadas ou ndo apresentaram a hipotética atividade antiparasitaria e
antiinflamatoria nesse modelo.

Palavras-Chave: moléculas coestimulatérias CTLA4 e CD28, esquistossomose mansonica,
tratamento anti-CTLA4 e anti-CD28.



Abstract

Schistosomiasis mansoni is a major problem affecting public health, according to World
Health Organization (WHO), 210 million individuals worldwide. In the infected host, the
disease is characterized by the presence of granuloma, immunopathological outcome of the
cellular infiltrate and in many cases a consequence of tissue fibrosis. Thus, the host-parasite
relationship may lead to morbidity from the disease result in hepatosplenomegaly, hepatic
fibrosis and ascites. The granulomatous process in schistosomiasis is dependent on CD4 + and
requires recruitment and accumulation of inflammatory cells at the site of deposition of eggs.
Schistosomal fibrosis is the result of granulomatous reaction that develops in response to
antigens released by eggs of Schistosoma mansoni retained in the portal veins of smaller caliber.
A host of disease caused by S. mansoni is mediated by the immune response by T cells through
the dissemination of eggs that are housed in the liver and intestine. Manipulation of the
interaction between B7 molecules of antigen presenting cells (APC) and T cell receptors
CD28/CTLA4 modulate, and in some circumstances block the immunological response in vivo.
The CTLAA4 is structurally homologous to CD28 but is expressed in CD4 + and CD8 + newly
activated, and its function is to inhibit T cell activation by inhibiting the signals released by
CD28. Thus, CTLA4 is involved in the completion of T cell responses The way in which the
two receptors release opposite signs and recognize the same molecule B7 of APC is an
intriguing question and a matter of research. Coestimulatory these signals may have different
roles in various types of immune response. Thus the treatment strategy of using monoclonal
antibodies (mADb) anti-CTLA4, anti-CD28 in murine schistosomiasis was to evaluate the
modulation of inflammatory response and parasite-induced S. mansoni as CTLA4 and CD28
were blocked. Our results showed that treatment with (mAb) anti CD28 and CTLA4 molecules
coestimulatory favored changes in the number of leukocytes, modulations in the levels of
circulating antibodies, cytokines, and the response profile of T helper (Th) and change in the
parasitic activity. Our data showed that the reduction of parasite burden was 21.3% in the group
treated with anti-CTLA4 mAb and 46.2% in the group treated with anti-CD28. Suggesting that
these treatments should be considered interesting candidates for immunotherapy and for further
investigation, since it is necessary to better understand the response of these molecules in
schistosomiasis mansoni that when blocked or did not show the hypothetical anti-parasitic and
anti-inflammatory activity in this model.
Keywords: CD28 and CTLA4 molecules coestimulatory, schistosomiasis, anti-CTLA4 and
anti-CD28.
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1. INTRODUCAO

Estudos da Organizacdo Mundial da Saude (O.M.S.) demonstram que, as doencgas
infecciosas, considerando o alto impacto devido ao ndmero de pessoas afetadas e
importante alteracdo na qualidade de vida dessas pessoas, recebem pouco investimento
para pesquisas e desenvolvimento de tratamentos. Portanto, essas doengas s&o
denominadas negligenciadas, no qual estas sdo promovidas em condi¢Ges de pobreza e
falta de saneamento, ocorrendo principalmente em areas rurais em paises das Americas,
Africa e Asia. Em geral produzem infecgdes cronicas, resultando em longos periodos de
inaptiddo, com significante impacto no desenvolvimento econdmico e educacional de
populacbes. (BOTTAZI et al., 2006; HOTEZ et al., 2006) Entre as doencas
negligenciadas que ocorrem no Brasil estd a esquistossomose mansonica. Neste contexto,
a esquistossomose mansonica aparece como uma das infec¢bes parasitarias mais
prevalentes no mundo, sendo endémicas em 76 paises e territérios distribuidos pela
Africa, Asia e Américas. (ENGELS et al., 2002)

1.1 Esquistossomose mansonica

Popularmente conhecida como xistose, doenca do caramujo ou barriga d’agua, a
esquistossomose mansbnica é considerada uma das mais importantes doencas
helminticas, endémica em muitas regides no mundo. Esta representa um dos grandes
problemas de Saude Publica, acometendo 210 milhdes de individuos em todo 0 mundo.
Aproximadamente 779 milhdes vivem em areas de risco em 76 paises, segundo a
O.M.S..(WHO, 2010) Dentre estes 60 milhdes apresentam manifestacdes anatdmicas e 6
a 12 milhdes tém manifestacdes clinicas graves da doenca. (SOARES, 2007) No Brasil,
a doenca esta distribuida em 18 estados (Figura 1), com maior prevaléncia nas regides
Nordeste e Sudeste e mais de 25 milhdes de pessoas vivem em areas endémicas, sendo
os estados de Minas Gerais e Bahia 0os que apresentam maior incidéncia. (KATZ &
PEIXOTO, 2000; BINA & PRATA, 2003)
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FIGURA 1. Distribuicéo da esquistossomose no Brasil.
Fonte: Geréncia do Programa Nacional de Controle da Esquistossomose- Secretaria de

Vigilancia em Saude/MS, 2008.

Na clinica médica, a esquistossomose mansonica apresenta causa etioldgica e
modelo bioldgico de transmissdo. Esta doenca parasitaria é causada por um trematodeo
do género Schistosoma, da espécie mansoni pertencente a familia Schistosomatidae e seu
diagndstico é realizado com base em exames parasitoldgicos, clinicos e laboratoriais.

(DINIZ, 2009)
O modelo bioldgico envolve a contaminagdo de cole¢Bes hidricas por fezes de
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individuos infectados contendo ovos de Schistosoma mansoni. A contaminacdo pode
ocorrer em funcéo da eliminacéo de dejetos proximos as margens de rios, corregos, lagoas e
acudes ou por despejo direto dos dejetos nas colecGes hidricas. Seja qual for a forma
de contaminacdo, esta se da onde ndo ha rede adequada de esgoto sanitario. Ao
entrar em contato com a agua, os ovos de S. mansoni eclodem liberando as larvas
ciliadas, os miracidios, que possuem afinidade quimiotatica com o hospedeiro
intermediario, o caramujo (familia Planorbidae), e os infectam, este pertencente ao
género Biomphalaria e uma espécie de grande importéncia é a glabrata. Porém no
Brasil as espécies glabrata, straminea e tenagophila também estdo envolvidas na
disseminacdo da esquistossomose. Depois de passado 0 estdgio de maturacdo sdo
liberadas as formas infectantes para os seres humanos, as cercarias. Quando 0s
hospedeiros entram em contato com a dgua contaminada, ficam expostos a infeccéo
(Figura 2). (BARBOSA et al., 2008)

ApoOs a invasdo das cercarias na pele inicia-se a transformacdo destas em
esquistossdmulos, devido a perda da cauda, assim o parasito necessita se deslocar da
epiderme em direcdo a derme e sair para via sanguinea ou linfatica. Apos sairem da pele,
0s esquistossomulos invadem o vaso sanguineo, passam pela pequena circulacdo e
chegam aos pulmdes, por volta de quatro a cinco dias apos a infeccdo. Permanecem no
pulmao cerca de dois a trés dias e comecam as mudancas de dimensdes e atividades,
sendo estes talvez pré-requisitos para a migracdo em direcdo ao figado. (REY, 2001)

Os primeiros esquistossémulos chegam ao figado com cerca de uma semana
apos o inicio da infeccdo. Nesta migracdo ocorrem mudangas fisioldgicas e morfologicas
capacitando os esquistossémulos a se transformar em vermes adultos. No figado ocorre
a diferenciagdo dos vermes para a fase adulta. Os machos maturam antes das fémeas
com a formacéo do canal ginecoforo e definicdo dos lobos testiculares para posterior
acasalamento com as fémeas. (SILVA et al., 2008)

Apds maturacdo em vermes adultos no hospedeiro definitivo, ocorre a migracao
até 0s vasos venosos mesentericos, proximos ao intestino, onde ha o acasalamento e
inicio da postura de ovos. Parte dos ovos € eliminada pelo limen intestinal e parte fica
retida em varios 6rgdos (parede intestinal, figado, pancreas, pulmdes e outros). Os ovos,
uma vez retidos nos tecidos, comecam a liberar antigenos provocando uma reacéo

inflamatdria chamada de reacdo granulomatosa, ou granuloma. (DINIZ, 2009)
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A esquistossomose apresenta duas fases durante a infeccdo: fase aguda e fase
crénica. (PEARCE, 2002) A fase aguda se desenvolve a partir de uma dermatite
cercariana provocada pela penetracdo das cercarias na pele e a intensidade dessa
resposta varia desde um quadro assintomatico até o surgimento de dermatite
urticariforme, com erupgdo papular, eritema, edema e prurido, persistindo até cinco dias
apos a infeccdo. (REY, 2001) A febre ocorre apds trés a sete semanas de exposicao,
sendo essa fase da doenca caracterizada por febre, anorexia, dor abdominal e cefaléia. O
paciente pode apresentar, em menor frequéncia, diarréia, nduseas, vomitos e tosse seca.
Durante o exame fisico detecta-se a hepatoesplenomegalia e eosinofilia elevada,
caracterizando o diagndstico da esquistossomose aguda. (BARBOSA, 2004)

A fase crbnica comeca a partir dos seis meses ap6s a infeccdo podendo
permanecer por muitos anos. Os sinais e sintomas variam de acordo com a localizagéo
do parasito e da intensidade da carga parasitaria podendo apresentar as formas

intestinais, hepatointestinal, hepatoesplénica e até neuroldgica. (BECK, 2004)

Receptores

Macho
adulto
Veia Porta
Intestino
Ambiente aquatico

Cercaria
(~800 um) { &
L

(~180 pm)

Molusco i
hospedeiro intermediario

FIGURA 2. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni
Fonte: Adaptado DUNNE e COOKE, 2005.
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1.2 Granuloma na esquistossomose

A patologia na esquistossomose ¢ mediada, principalmente, pela deposicdo de
ovos de S. mansoni nos tecidos dos hospedeiros (figado e intestino) e desenvolvem uma
inflamacgdo granulomatosa, levando a indugdo de reagdo imunoldgica contra 0s ovos
alojados e eventualmente progride para fibrose, hipertensdo portal e
hepatoesplenomegalia. (ZOUAIN, 2003) Varios estudos tém demonstrado a
participacdo por células T neste tipo de resposta. (CAMPI-AZEVEDO, 2007)

No granuloma sdo encontradas diversas células migrantes do sistema imune,
proteinas de adesdo, componentes de matriz extracelular e fatores de crescimento e
angiogénese, formando uma estrutura esférica, que circunda cada ovo individualmente
(Figura 3). A formacéo do granuloma é relacionada com a resposta por células T contra
0s SEA dos ovos depositados. A formacdo do granuloma na esquistossomose €
dependente de células T CD4+, linfocitos T (TCR of3) sensibilizados com antigenos de
ovos do parasito (SEA). (GOUNNI, 1994) GAZZINELLI e colaboradores (1985)
demonstraram que PBMC (células mononucleares de sangue periférico) de pacientes na
fase aguda da infeccdo apresentaram resposta de proliferacdo linfocitaria in vitro a
antigenos sollveis do ovo (SEA). Vérios estudos tém demonstrado a participagdo de
células T neste tipo de resposta, que se apresenta como uma reacao inflamatdria mista,
com infiltrado celular composto de células mononucleares, polimorfonucleares,
eosinofilos, células epitelioides e fibroblastos. (PEARCE, 2002)

O verme, por si s6, ndo é capaz de induzir uma significante patologia no homem,
porém, a deposi¢cdo de ovos no figado e outros 6rgdos sdo responsaveis pela vigorosa
resposta inflamatdria do tipo granulomatosa. (LA FLAMME, 2004) Assim gue 0 ovo
morre, 0 granuloma diminui, deixando placas fibrosas em seu lugar. Essas placas
aumentam a pressdo sanguinea portal, assim como o didametro da veia porta. (LENZI
et al., 2008; PEARCE e MACDONALD, 2002)
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FIGURA 3. O granuloma na Esquistossomose mansonica. O figado é o principal 6rgao
afetado, uma vez que os ovos frequentemente sdo depositados nesse tecido. Os antigenos dos
0vos sdo responsaveis pelo estimulo da resposta imune granulomatosa.

Fonte: Adaptado de PEARCE; MACDONALD, 2002.

1.3 Ativacao e inibicdo de Células T

A ativacdo das células T requer pelo menos dois sinais independentes. O
primeiro é dado pela ligacdo do complexo peptideo-complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) ao receptor de células T, o TCR. O segundo é dado por um sinal
coestimulatorio que é emitido pela ligacdo de moléculas B7 (B7-1 (CD80) ou B7-2
(CD86)), presentes nas células apresentadoras de antigenos (APC), com 0s seus
receptores nas células T, a molécula CD28 (Figura 4). (BRETSCHER, 1970)

Em células T virgens (naive), CD28 € o unico receptor para moléculas B7. Apds
ativacdo das células T, estas passam a exibir um receptor adicional, homologo ao CD28,
chamado CTLA4 (CD152). (WALUNAS et al., 1994) Este se liga as moléculas B-7,
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emitindo um sinal inibitério a célula T ativada. Assim, a ligacdo de CTLA4 as
moléculas B7 limita a resposta proliferativa de células T ativadas (Figura 4).
(MANDELBROT et al., 1999)

APC

7 @,l

CD28 TCTLA -4

T cell
Ativacao Inibigao

FIGURA 4. Ativacéo e Inibicdo de Células T
Fonte: SONDAK, 2011.

1.4 Imunobiologia da Esquistossomose mansonica

Os eventos imunoldgicos descritos para a fase aguda pré-ovular incluem
hipersensibilidade mediada por anticorpos IgE, resposta imune celular e humoral
antiesquistossémulos (IgM e/ou 1gG) e anticorpos contra antigenos de ovos e vermes
adultos. (RABELLO, 1995) Na fase aguda da esquistossomose, a resposta celular de

linfocitos T auxiliares é claramente Thl, dominada por alta produgdo das citocinas
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proinflamatérias como IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, e baixa producdo das citocinas Th2
como IL-4 e IL-5. (ARAUJO et al., 1996)

O papel do IFN- y, na esquistossomose murina parece estar relacionado a morte
de esquistossémulos, sendo que experimentos in vitro demonstraram o envolvimento de
macrdfagos na morte destas larvas. Além disso, a administracdo de anticorpos anti-1FN-
y em camundongos vacinados com cercarias atenuadas diminuiu parcialmente a
protecdo contra a infeccdo. (SMYTHIES et al.,1992)

Em estudos sobre a resposta imune celular foram observadas intensa resposta
proliferativa de PBMC direcionada contra antigenos derivados de ovos (SEA) e fraca
resposta direcionada contra antigenos de preparacGes de vermes adultos (SWAP).
Todavia, na fase cronica da esquistossomose a resposta imune celular e humoral contra
SWAP torna-se predominante. Além disso, a resposta contra SWAP é dependente da
parasitemia, apresentando-se reduzida em individuos com altas cargas parasitarias.
(ELLNER et al.,1981)

A progressdo natural da doenca gera a reposta imune do tipo Th2 induzida pelos
antigenos do ovo de S. mansoni, a qual é capaz de regular de forma negativa a producéao
e as funcdes efetoras dos mediadores liberados na fase aguda da doenca, com a
participacdo importante da interleucina IL-10 neste processo. (MONTENEGRO et. al.,
1999) O papel da IL- 10 na modulacdo da resposta Thl especifica para antigenos de
verme adulto do S. mansoni foi demonstrado em experimento no qual a neutralizacdo da
IL-10 pelo uso de anticorpo monoclonal (mAb) contra esta citocina, em culturas de
células de sangue periférico, resultou em restauracdo da producéo de IFN-y. (ARAUJO
et al.,, 1996) Esta fase da doenca é caracterizada por baixa produgdo de IFN-y, e
elevados niveis de citocinas Th2, a exemplo da L-4, IL-5, IL-13 e outras reguladoras
como IL-10. (FINKELMAN et al., 1997) Embora, o inicio da resposta Th2 pareca ter
um papel crucial na modulacdo da resposta inflamatéria da fase aguda, uma resposta
Th2 prolongada contribui para o desenvolvimento de fibrose hepéatica e aumenta a
morbidade da doenca. (CHEEVER, et. al., 2000) Como consequéncia da resposta Th2,
ocorre aumento do numero de eosindfilos, mastocitos e producdo de anticorpos IgE. Os
antigenos parasitarios funcionam como potentes alérgenos e isso poderia explicar os
niveis elevados de IgE policlonal, IgG1 e 1gG4 encontrados nos individuos infectados
de area endémica. Apesar da elevada producgdo de IgE e da presenga de mastdcitos e

eosinofilos, em individuos cronicamente infectados pelo Schistosoma residentes em
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area endémica ndo se observam fendmenos de anafilaxia, provavelmente devido a
fatores moduladores da resposta imune induzidos pelo parasito, a exemplo da producédo
de IL-10. (HUSSAIN et. al., 1992)

Na fase crbnica da esquistossomose no qual prevalece a resposta com perfil de
citocinas Th2, os titulos de anticorpos 1gG1, IgE e IgG4 tem sido amplamente
demonstrado que tais citocinas podem influenciar na selecdo de classes e subclasses
destas imunoglobulinas, produzidas por células B. (FINKLEMAN et al., 1990) A
citocina IL-4, secretada pelas células Th2, induz as células B a secretarem 1gG1,
enquanto que a IFN-y, citocina do tipo Thl, aumenta a produgéo de IgG2a. A produgéo
de anticorpos IgE e IgG4 é dependente inicialmente de IL-4 ou IL-13 produzidos por
células Th2. (AKDIS et al., 1997)

Varios trabalhos também demonstraram um aumento na relagdo IgG4:1gE em
pacientes com altas cargas parasitarias. Além disso, um estudo avaliando a resposta
imune humoral contra antigenos de S. mansoni demonstrou padrées de agregacao
familiar na resposta dos isotipos IgE e 1gG4 especificos, reforcando o papel destes
anticorpos na resisténcia/susceptibilidade a esquistossomose. (BETHONY et al., 1999)
Entretanto, o papel bioldgico destas imunoglobulinas na infeccdo por S. mansoni ou por
outros helmintos ainda ndo estd bem esclarecido. Porém, as evidéncias sugerem que
IgG4 pode interferir na imunidade protetora adquirida por bloguear a ativagdo
especifica da cascata do complemento competindo com IgG1 e, também, por bloquear a
degranulacdo de mastdcitos ao competir com a ligacéo de IgE aos antigenos do parasito.
(BUTTERWORTH et al., 1987) Esta hipotese é favorecida pelas caracteristicas
bioquimicas do isotipo 1gG4 que ndo apresenta sitios de ligacdo para proteinas do
sistema do complemento na sua por¢do Fc, além de apresentar a capacidade de se ligar a
mastdcitos sem, contudo, induzir o processo de degranulacdo. (BURTON & WOOF,
1992; JEFFERIS et al. 1995)
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1.5 Moléculas coestimulatorias, células T e a esquistossomose

Mecanismos imunorreguladores foram descritos na esquistossomose mostrando
que individuos infectados possuem linfdcitos T, que in vitro sdo capazes de induzir
funcBes supressoras, como a inibicao da resposta de proliferacdo de PBMC estimuladas
por mitdégenos ou por SEA. (COLLEY et al., 1978; ELLNER et al., 1980; ROCKLIN et
al.,, 1981) ROCKLIN e colaboradores (1981) apresentaram estudos com células
supressoras capazes de inibir a reatividade de linfocitos a antigenos desse parasito. O
experimento conclusivo sobre o papel de linfocitos T na resposta imune foi realizado
em camundongos atimicos, que ndo apresentaram resposta granulomatosa tipica e a
resposta anti-SEA foi significativamente menor, com a presenga marcante de
monacitos, raros neutrdfilos e, auséncia de células epiteliais. (BRYAN & VON
LINCHTENBERG; 1977; PHILLIPS et al., 1977; WELLHAUSEN & BOROS, 1981;
DOUGHTY & PHILLIPS, 1982)

Outros trabalhos utilizam modelo de camundongos infectados com S. mansoni
para estudar a interacdo do sistema imune e o papel da resposta Thl e Th2 para a
protecdo, progressdo da patologia e estabelecimento do granuloma. (CHIARAMONTE,
1999) Estudos em camundongos deficientes para algumas moléculas coestimulatdrias
mostraram que a resposta do tipo Th2 é, em grande parte, dependente da ativacdo de
CD28, uma vez que, nos camundongos CD28 -/-, a producdo de IL-4 e IL-5 foi
significativamente diminuida e a producdo de IFN-y ndo foi alterada. Outros estudos
realizados em camundongos infectados por S. mansoni mostraram que as células Th2
séo as principais mediadoras na formacgéo do granuloma e as Thl possuem propriedades
inibidoras. (HECTOR, 1997) E também foi observado que a interacdo entre CD28 e
CD80/CD86 sdo essenciais na formacédo do granuloma nesse modelo. (ZOUAIN, 2004)

Tipicamente as células Th CD4+ respondem para antigenos (Ags) exdgenos
apresentados por células acessérias (APC) que expressam um sinal primario por
moléculas do complexo de MHC de classe Il e peptideos especificos de Ags, que se
ligam ao TCR. (HERNANDEZ, 1999) No entanto, ativacdo de células Th CD4+
requerem um sinal secundario, proveniente de moléculas coestimulatérias. A familia de
proteinas B7, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), fornecem um sinal coestimulatorio principal
para amplificacdo e manutencdo da resposta de células T via interacdo com receptor
coestimulatorio CD28. Moléculas coestimulatorias B7 tambeém se ligam ao CTLA4,
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que podem fornecer um sinal negativo e baixa regulacdo da ativacdo de céelulas T. A
dupla especificidade da molécula B7 para CD28 e CTLA4 tem sido um desafio para
elucidar a funcdo chave da via coestimulatéria. (HERNANDEZ, 1999)

Estudos tém sugerido que em alguns modelos o estado de anergia de células T €
devido a interagdo de B7 — CTLA4, vez que induz a auséncia de coestimulacdo B7. O
papel e a via de B7: CD28/CTLA4 tem sido extensivamente investigado doencas
autoimunes e infecciosas in vivo. (HERNANDEZ, 1999) No inicio da infec¢édo pelo S.
mansoni a expressdo das moléculas B7 tem sido observada no granuloma hepatico
induzido por ovos através da andlise imunocitoquimica in situ. Além disso, a alta
regulacdo “up-regulation” de moléculas B7 em macrofagos de granulomas in vitro,
seguidas de neutralizacdo de IL-10, resultou na estimulacdo da resposta celular Th
mono e policlonal aos Ag-especifico-ovos. (HERNANDEZ, 1999) HA& relatos da
dependéncia critica da formacdo do granuloma através da apresentacdo de Ags por
MHC de classe Il in vivo, camundongos sem expressao do MHC de classe Il nao
desenvolvem células Th CD4+. (HERNANDEZ, 1999)

Alguns estudos de interacdo entre moléculas B7 de APC e receptores
CD28/CTLA4 contidos em células T modulam e podem bloquear a resposta
imunopatologica in vivo. A administracdo de anticorpo anti-CTLA4 prolongam a
sobrevivéncia em aloenxerto prevenindo rejeicdo em Xxenoenxerto. (LENSCHOW,
1995) Em outros modelos foi observada essa interacdo suprimindo lGpus murino e
prevenindo o desenvolvimento de hiperglicemia em ratos diabéticos ndo obesos (NOD),
entre outras doencas autoimunes. (LENSCHOW, 1995)

Em doencas infecciosas, o tratamento com anticorpo anti-CTLA4 inibe a
progressao da infeccdo com Leishmania major em camundongos susceptiveis.
(CORRY, 1994) Estudos in vitro realizados atraves do blogueio seletivo de CD28 inibiu
a ativacdo de clones Thl, mas ndo clones de células Th2, sugerindo que a interacdo de
CD28/B7 mostra-se critica na geracdo da resposta mediada por células Thl. (CORRY,
1994)

No entanto, outros estudos demonstraram que o sinal através do receptor CD28
poderia ter efeito na producgéo de citocinas Th2, incluindo IL-4 e IL-5. Por exemplo, in
vitro a diferenciacdo de células ThO para Th2, é dependente da estimulacdo de CD28.
CD28 pode estimular o desenvolvimento de células Th2 pela producdo de IL- 4, mas

isto ndo € essencial para o desenvolvimento de células Th1. (PHILIP, 1998)
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Foi aprovada uma nova droga pelo FDA (Food and Drug Administration)
Ipilimumab (mAb anti-CTLA4), para o tratamento do melanoma. Esta droga atua
modulando e, consequentemente, aumentando a resposta imune contra o tumor.
Ipilimumab atua como antagonista de CTLA4 e impede que este sistema de
autocontrole negativo dos linfdcitos continuem o seu estado efetor, e consequentemente,
torna o sistema imune mais atuante sobre as celulas tumorais. Os resultados parecem
positivos, contudo, ainda ndo estdo bem descritos os efeitos colaterais, 0 aumento de
sobrevida dos pacientes, estudos de custo-efetividade e outras utilizagdes desta nova
droga. (SONDAK, 2011)

Estudos in vivo e in vitro realizados por Finck e colaboradores (1994)
demonstraram que o tratamento in vivo com anticorpos mAb anti-CTLA4 inibiu a
producdo de autoanticorpos e inibiu a secrecdo de citocinas Th2, aléem de suprimir o
desenvolvimento de Itpus em camundongos NZB/NZW. (FINCK, 1994)

Outros autores investigaram o papel das células que expressam CTLA4 ou GITR
(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) na regulacdo da resposta imune
e resisténcia na infecgdo por Trichinella spiralis. Neste estudo foi observado que a
expressdo de CTLA4 e GITR no baco e nddulos de linfonodos mesentéricos favorece o
aumento de células CD4+ no inicio da fase aguda da infeccdo. (FURZE, 2006) Na fase
crénica, GITR tem baixa expressdo enquanto CTLA4 esta elevado. Tratamento de
camundongos com mAb para CTLA4 e GITR resultou em diferentes efeitos na
producdo de anticorpos, proliferacdo de linfocitos, producdo de citocinas e
sobrevivéncia do parasito. Interessantemente o tratamento com mAb anti-CTLA4
diminuiu o numero de larvas presentes na musculatura esquelética, sugerindo que
CTLA4 modula resposta imune e promove sobrevivéncia do parasito. (FURZE, 2006)

O bloqueio de CTLA4 potencializa a ativacdo de células T, enquanto que,
CTLA4 cross-linking impede a progressdo do ciclo celular T in vitro. (METZLER,
1999) A fundamental funcdo inibitéria de CTLA4 tem sido demonstrada em
camundongos deficientes de CTLA4 no qual sofrem uma desordem linfoproliferativa. O
principal papel de coestimulacdo para imunorregulacdo tem como principal alvo
CD28/CTLA4-B7 para intervengdo imune. Dependendo do modelo e da fase da doenca,
0 bloqueio de CD80/CD86 pode-se ter resultados diferentes, seja melhorando ou
agravando a doenca. (METZLER, 1999)
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Em geral CD28 é constitutivamente expresso em niveis moderados em células T
murinas e modulam a sua ativacdo, enquanto a expressao de CTLA4 ¢é dependente da
ativacdo de células T e envolve um padréo caracteristico intracelular. O nivel de CTLA4
na superficie de células T é pequeno quando comparado com CTLA4 presentes em
vesiculas intracelulares mesmo em méxima expressdo protéica. (METZLER, 1999)

No entanto, pouco se sabe sobre o papel dessas moléculas (CD28 e CTLA4) na
regulacdo e controle da esquistossomose mansonica. Dessa forma, a intervencdo imune
durante a esquistossomose poderé contribuir com novas opg¢des para melhorar a terapia
utilizada atualmente. (ABBAS, 2005) Sendo que, o Unico medicamento usado para essa
doenca € o Praziquantel (PZQ). (REY, 2001)

1.6 Tratamento da Esquistossomose mansénica

O PZQ ¢ a droga utilizada no tratamento dos individuos com esquistossomose
mansoénica, porém apresenta efeitos colaterais mutagénicos e teratogénicos, bem como o
surgimento de linhagens resistentes. Mas, como é o unico disponivel para tratar todas as
espécies de Schistosoma, a O.M.S recomenda para o tratamento a administracdo macica
de PZQ em areas endémicas em diferentes areas no mundo. (BOROS, 1989) Desse
modo, a busca de novas terapias, vacinas e de outros farmacos para aumentar as
possibilidades de novos tratamentos da esquistossomose é de fundamental importancia
para a erradicacdo dessa doenca.

As lesbes causadas pelo S. mansoni variam de acordo com a fase evolutiva do
parasito, sua cepa e o numero de infeccdes. Dentre os fatores determinantes no
desenvolvimento da patogénese mais agressiva estdo: liberacdo de antigenos dos vermes
e ovos, formacdo de imunocomplexo, reacdo inflamatéria ao parasito e formagdo do
granuloma em varios tecidos, além da fibrose, podendo induzir quadros de neoplasias.
Dessa forma, o conhecimento de mecanismos imunomoduladores que favoreca a
diminuicdo do processo inflamatorio na esquistossomose € de grande importancia para
menor morbidade e mortalidade causada por essa parasitose. Portanto o tratamento com
anticorpos monoclonais como anti-CTLA4 (9H10) e anti-CD28 (PV-1) poderédo
contribuir para regulacdo da sintese e liberagdo de citocinas que favorecem a formacéo

do granuloma e fibrose durante a esquistossomose. Assim, poderao favorecer e modular
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a resposta inflamatdria induzida pelo S. mansoni. Além disso, esses resultados poderdo
também auxiliar no desenvolvimento de novas alternativas para terapéutica da
esquistossomose mansonica, visto que muitos anos de estudos serdo necessarios para

que se encontre uma vacina eficaz.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o tratamento com os anticorpos monoclonais (mADb) anti-CTLA4 e anti-

CD28 em animais infectados com S. mansoni.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a reposta leucocitaria no pulm&o, na cavidade peritoneal e no sangue dos
animais infectados com S. mansoni, tratados ou ndo com anticorpos monoclonais (mAb)
anti-CTLA4 e anti-CD28;

2. Avaliar a producdo das citocinas TNF-a, INF-y, 1L-12, IL-4, IL-5 e IL-10 e
anticorpos (IgG1, IgG2a e IgE) nos animais infectados com S. mansoni, tratados ou néo

com anticorpos monoclonais (mAb) anti-CTLA4 e anti-CD28;

3. Avaliar o efeito antiparasitario do tratamento com anticorpos monoclonais (mAb)
anti-CTLA4 e anti-CD28 através da recuperacao de vermes adultos, contagem de ovos

nas fezes e viabilidade dos ovos presentes no intestino;

4. Avaliar o perfil histopatoldgico no figado dos animais infectados, tratados ou nédo
com anticorpos monoclonais (mADb) anti-CTLA4 (9H10) e anti-CD28 (PV-1);

5. Avaliar o bloqueio das moléculas coestimulatérias CTLA4 e CD28 de linfdcitos T,
com os respectivos anticorpos monoclonais (mAb) anti-CTLA4 e anti-CD28, atraves da

técnica de citometria de fluxo.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Balb/c, pesando entre 15 e
18 gramas (4 semanas de idade) e provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), livres de patogenos (Specific Pathogen
Free-SPF) e com livre acesso a &gua e alimento. Os grupos experimentais tinham 10
animais cada grupo, e foram divididos em: (G1) grupo controle sem tratamento, (G2)
grupo controle, o qual recebeu através de injecdo via intraperitoneal (i.p.) 1gG total de
hamster, pois, os hibridomas secretores dos anticorpos anti-CD28 e anti-CTLA4 séo de
hamster; (G3) grupo somente infectado com Schistosoma mansoni; (G4) grupo
infectado e tratado com IgG anti-CTLA4 i.p. (9H10); (G5) grupo infectado e tratado
com IgG anti-CD28 intraperitoneal (i.p.) (PV-1); (G6) grupo infectado com
Schistosoma mansoni tratado com a dose de 500mg/Kg/animal de Praziquantel (PZQ)
por via oral (gavagem) e ndo i.p., pois, de acordo com HELMY, 2009 esta dose e via de
administragdo foram consideradas como melhores controles. O PZQ é a droga de
escolha, de acordo com OMS, para individuos com esquistossomose mansbnica em
areas endémicas, usou-se 0 mesmo como parametro nesta pesquisa para comparar com a
resposta ao tratamento proposto. Foram realizados dois experimentos independentes
sendo que, todos os animais foram mantidos no Biotério do DMP-UFSCar com livre
acesso a agua e alimento, e este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo (n° 066/2009) (anexol).

3.2 Obtencao das larvas infectantes do Schistosoma mansoni

As larvas (cercarias), cepa LE (BH-MG), foram gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Vanderlei Rodrigues do Departamento de Bioguimica e Imunologia da Faculdade
de Medicina (FMRP-USP), e foram retiradas de caramujos Biomphalaria glabrata

infectados com o Schistosoma mansoni mantidos no Moluscario da mesma instituicéo.
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3.3 Infeccbes dos camundongos com as larvas infectantes (cercérias) do

Schistosoma mansoni

Os camundongos foram infectados via subcuténea (s.c.) com as cercérias do S.
mansoni, nos quais foram inoculadas 50 cercarias /0,3 mL solucéo fisiologica 0,9 %
NaCl/animal, com o auxilio de uma seringa de 1 mL. Este volume e concentracdo
(solucdo fisiologica) sdo incapazes de afetar a viabilidade das cercarias. O método de
infecgdo foi previamente padronizado pela técnica de laboratério Olinda Mara Brigoto,
do Departamento de Bioquimica e Imunologia da FMRP-USP, onde demonstrou-se
eficacia, pela recuperacdo de vermes adultos do sistema porta, e pela persistente
infeccdo por longo periodo. Os animais foram eutanasiados com anestésico
Tionembutal (North Chigaco, Illinois, USA) e tratados nos tempos estabelecidos de
acordo com as respostas de células T, esquematicamente na figura 5, ou seja,
tratamentos no 7° dia, 21° dia e 47° dias pés infec¢do. As eutanasias foram: no 12° dia
(entre 1-2 semanas), que avaliou-se a fase pulmonar pré - ovular e inicio de uma
resposta Th1; no 64°dia (entre 9-10 semanas), avaliou-se a fase pds-ovular, a resposta
Th1l mais estabilizada e o inicio e pico de uma resposta Th2, e também no 100°dia
(entre 14-15 semanas) pos infeccdo, caracterizando a cronicidade da esquistossomose

com uma resposta mais T reguladora.

Dia 7% Dia 21°: Dia 47°:
Primeira dose de IgG Segunda dose de IgG Terceira dose de IgG
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Células T
regulatérias

Resposta imune

Tempo apds a infecgdo (semanas)

FIGURA 5. Caracterizacdo do desenvolvimento da Resposta Imune durante a infec¢éo por

S. mansoni
Fonte: Adaptado DUNNE e COOKE, 2005.
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3.4 Procedimento experimental utilizado na obtencdo dos anticorpos anti-CTLA4 e
Anti-CD28 através do cultivo dos hibridomas (PV-1 e 9H10)

A producdo dos anticorpos foi realizada a partir dos hibridomas, que foram
gentilmente doados pelo Prof. Dr. Auro Nomizo (FCFRP-USP), Laboratério de
Imunorregulacdo, e posteriormente desenvolvido no laboratério de Tecnologia de
Cultivos Celulares (LATECC-UFSCar), sob a supervisdao do Prof. Dr. Claudio A. T.
Suazo. Os hibridomas PV-1(anti-CD28) e 9H10(anti-CTLA4) foram cultivados em
biorreator frasco tipo spinner de 500 mL, com volume de trabalho de 400mL, adaptado
para oxigenacdo com baixo cisalhamento mediante membrana tubular de silicone.
Primeiramente foi feito um banco de células dos hibridomas PV-1 (anti-CD28) e 9H10
(anti-CTLAA4) que permanecem estocadas e mantidas em nitrogénio liquido (-196 °C)
onde houve preservacdo das caracteristicas deste material durante o periodo de duracédo
da pesquisa.

Os hibridomas foram ativados em frascos de cultura celular (frascos T) de 25
cm? de 4rea de crescimento. Utilizou-se 5 mL de meio RPMI 1640 (GIBCO Lot. N°
554362) contendo 7,5% de soro bovino fetal (SBF) e demais suplementos (Hepes
(Sigma Lot.019k54261) e antibidtico (ImL de Gentamicin — GIBCO Lot.753365 para
cada 500mL de meio). Quando recuperado a viabilidade de cada hibridoma na faixa 90
— 95%, inoculou-se 5mL de meio e 2x10° células.mL™ em novo frasco de cultura de 75
cm? e, incubou-se a 37°C e 5% de CO,. Finalmente, cada linhagem foi transferida para
0 biorreator frasco tipo spinner, figura 6, de 500 mL devidamente oxigenado fazendo
uso de uma membrana tubular de silicone em cujo interior circula ar pressurizado. O
oxigénio do ar possuindo uma alta permeabilidade atravessa facilmente a parede de
silicone e depois chega ao meio de cultura onde, depois de dissolvido, € consumido
pelas células. O meio de cultura que foi utilizado para o cultivo, depois de preparado,
foi devidamente acondicionado em geladeira sob temperatura de 4 °C no intuito de
evitar degradacdo dos reagentes. Quando reutilizado, o mesmo foi previamente
aquecido a temperatura do cultivo.

Colocou-se o inéculo de 2x10° células/mL™ de cada hibridoma nos biorreatores
frasco tipo spinner com 400 mL de meio de cultura RPMI-1640, preparado com 7,5%
de soro bovino fetal (SBF), sendo que, os procedimentos foram realizados

assepticamente dentro do fluxo laminar. Os biorreatores contendo os hibridomas
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suspensos no meio de cultura foram colocados sob agitagdo magnética de 64 rpm numa
incubadora de CO; para controle do pH entre 7,0 - 7,4 e retirou-se aliquotas de 2 mL de
cada frasco, duas vezes ao dia no intervalo de 12h. Colocou-se em tubos de 15mL e
separou-se 70 pL em tubo de 2mL. Em seguida foi mensurado o pH de cada amostra
contida no tubo de 15mL e posteriormente centrifugou-se esta aliquota e armazenou
para posterior analise — ELISA Direto. Realizou-se a contagem dos hibridomas da
amostra contidas, no tubo de 2mL e determinou-se a concentracao e viabilidade celular.

O acompanhamento da concentracéo e da viabilidade celular de cada hibridoma
durante o cultivo foi realizado através do método de exclusdo de corante, utilizando-se
de solucdo aquosa de 0,4% de azul de trypan. (Doyle & Griffiths, 1998)

A concentracdo dos hibridomas foi determinada pela contagem em camara de
Neubauer. Para tal foram retiradas 20pL dos 70uL de amostra de cada cultivo contidas
no tubo de 2mL e em seguida foram misturadas com 20 pL da solucdo de corante. Com
a ajuda de uma micropipeta colocou-se uma aliquota de 10 pL de cada amostra corada
numa camara de Neubauer previamente montada e realizou-se a contagem no
microscopio Optico com magnificagdo de 20 vezes. As células ndo coradas foram
classificadas como células viaveis, ja as células coradas com azul de trypan foram
classificadas como células inviaveis. A concentracdo celular foi calculada com o
namero de células totais de acordo com a Equacdo 1. Ja a viabilidade celular foi
calculada pela razdo entre o numero de células viaveis e o nimero de células totais no

meio, de acordo com a Equagéo 2.
N, x Dx10* = X, (Células Totais x mL™) Equacdo 1

ny, . o -
— 100 =Y % (Células Vidveis) Equagéo 2

Onde:

N; = ntimero de células totais

ny = numero de células vidveis

X7 € o niimero de células totais por mL

Y € o valor em porcentagem da viabilidade celular

D = fator de dilui¢do para hibridomas: D =2



FIGURA 6. Biorreator de 500mL frasco tipo spinner: Frasco com o volume
de trabalho de 200mL utilizado para o cultivo dos hibridomas, LATECC-
UFSCar.

Fonte: Lais C. de Souza, 2010.

36



37

Centrifugaram-se os cultivos de cada biorreator e congelaram-se 0s
sobrenadantes para posteriores analises e purificacdo. O sobrenandante da cultura
realizada em biorreator frasco tipo spinner dos mAb anti-CTLA4 (9H10) e anti-CD28
(PV-1) foram lavados com tampdo fosfato PBS 1x pH 7,4, concentrados.
Posteriormente foram purificados no laboratério de bioquimica da FCFRP-USP, com
apoio da Profa. Dra. Yara Maria Lucisano Valim e auxilio técnico de Ana Elisa Caleiro
Seixas Azzolini. Os sobrenadantes que estavam congelados com o volume total de
300mL cada, foram descongelados em Banho Maria a 37 °C e colocados no
ultrafiltrador tangencial — Millipore Labscale (TFFsystem). Os sobrenadantes foram
lavados seis vezes em tampdo (PBS 1x pH 7,4) para a retirada de todos os constituintes
de coloracdo vermelha do meio de cultura RPMI 1640 (vermelho de fenol). Foram
obtidas as amostras limpidas, que foram concentradas com volume final de 75 mL. Os
hibridomas séo de hamster, entéo foi preparado IgG total de hamster para utilizagdo no
tratamento do grupo experimental controle/tratado com 1gG de hamster. Dez Hamsters
golden sirio foram eutanasiados através do método de guilhotinamento, para obtencédo
de grande volume de sangue e posteriormente soro, 0 sangue obtido foi colocado em
tubo de 50mL na posicdo horizontal para que houvesse o contato do sangue com o
plastico do tubo e ocorresse a coagulacdo do sangue e posterior separacdo do soro, que
foi retirado e armazenado em tubos de 15mL, pois neste continham as imunoglobulinas
de interesse.

Apobs a concentracdo das amostras que continham os anticorpos e a obtencdo do
soro dos hamsters estes foram, separadamente, precipitados em solucdo de sulfato de
amonio a 40% de saturacdo e posteriormente centrifugado a 5000 g por 30 minutos.
Cada residuo foi ressuspendido em PBS 1x pH 7,4 e dialisados a temperatura de 4 -
10°C. As amostras foram colocadas separadamente em membrana de diélise (Dialysis
Tub 14000MW DIA: Dry 22mm MD34-14/1 Viskase Corporation) e amarradas com
barbante em formato de saquinho, por 4 dias em PBS 1x pH 7,4, com trocas a cada 24
horas. Este processo é similar a osmose e favorece a passagem de ions, agua e
moléculas pequenas pela membrana para 0 meio que contém PBS 1x (pH 7,4) e
restringe a passagem de proteinas (ex. imunoglobulinas), as quais ficam presas na
membrana. Através deste método obtivemos uma amostra mais purificada.

Posteriormente, as amostras contidas na membrana foram purificadas através de

cromatografia de afinidade, em coluna de troca idnica (2,6 cm de didmetro x 67 cm de
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altura - utilizadas para hibridomas e 2,6 cm de didmetro x 40 cm de altura - utilizada
para 0 soro do hamster e Resina DEAE celulose Sigma D6418 Lot 90K1465) e
quantificadas atraves da leitura espectrométrica no comprimento de onda de 280nm.
Posteriormente concentradas em AMICON (Amicon Ultrafiltration Cell Modelo 8010),
utilizando membrana PM 30 (Membrana PM 30 25mm Lot AF 3098E - DIAFLO
Ultrafiltration Membranes - Amicon — USA) e aliquotadas em tubos com volumes de

1mL e armazenados em freezer -20° C.

3.5. Tratamento com anticorpos monoclonais

A literatura mostrou-se bastante variada quanto a dose exata desses anticorpos
que poderia promover uma deplecdo eficiente em camundongos. De acordo com 0s
estudos feitos decidiu-se avaliar a dose de 100 pg/anticorpo/kg/animal. Os
camundongos foram pesados e a partir da média de peso do grupo preparou-se 0
tratamento. A administracdo dos anticorpos foi realizada intraperitonealmente e a do
PZQ por via oral (gavagem) utilizando cénula apropriada, no qual foi administrado o
volume de 0,2 mL por animal, no 7° dia, 21° dia e 47° dia p6s infeccdo. Nos periodos
12° (avaliagdo pulmonar — pré - ovular), 64° e 100° dias (p6s-ovular), os animais foram

eutanasiados e realizadas as analises.

3.6 Avaliacdo Pulmonar: Fase pré —ovular

No 12° dia pds infeccdo, 10 animais de cada grupo: (G1) grupo controle sem
tratamento, (G2) controle, o qual recebeu através de injecdo via intraperitoneal (i.p.)
IgG total de hamster; (G3) grupo somente infectado com Schistosoma mansoni; (G4)
grupo infectado e tratado com IgG anti-CTLA4 i.p. (9H10); (G5) grupo infectado e
tratado com IgG anti-CD28 i.p. (PV-1); (G6) grupo infectado com Schistosoma mansoni
e tratado com Praziquantel (PZQ) por via oral (gavagem), foram eutanasiados nos
periodos ja descritos.

Coletou-se sangue através de puncdo cardiaca, realizaram-se as técnicas de
Lavagem Broncoalveolar (LBA) e Peritoneal (LCP) e recuperou-se as celulas da

cavidade pulmonar e peritoneal, respectivamente. Realizaram-se as contagens globais



39

(totais) e diferenciais das células do sangue e lavados. O pulméo esquerdo dos animais
de cada grupo foi retirado para realizacdo da técnica homogenato e o pulméo direito dos
animais de cada grupo foi retirado e mantido em formol tamponado para posterior

analise histopatologica.

3.6.1 Homogenato do pulméao

O pulméo esquerdo de cada animal foi removido, lavado em salina 1x, pesado,
mantido em tubo criogénico e congelado inicialmente em freezer -20°C e
posteriormente em -80°C até a analise das amostras. Para a realizacdo da técnica de
ELISA para a deteccdo de citocina, os pulmdes foram descongelados e para cada 100
mg de tecido foi adicionado 1 mL de PBS 1x. Os tecidos foram submetidos a
homogeneizacdo em velocidade média durante 30 segundos (Homogenizer Workcenter,
modelo: lka T10 Basic), em seguida, os tubos com os tecidos homogeneizados foram
centrifugados em centrifuga refrigerada 4°C, durante 20 minutos a velocidade de 4000

rpm, o sobrenadante foi removido cuidadosamente e mantido a -20°C.

3.7. Fase p6s — ovular

Nos 64° e 100° dias pos infeccdo, 10 animais de cada grupo: (G1) grupo
controle sem tratamento, (G2) controle o qual recebeu através de injecdo via
intraperitoneal (i.p.) 1gG total de hamster; (G3) grupo somente infectado com
Schistosoma mansoni; (G4) grupo infectado e tratado com 1gG anti-CTLA4 i.p. (9H10);
(G5) grupo infectado e tratado com IgG anti-CD28 i.p. (PV-1); (G6) grupo infectado
com Schistosoma mansoni e tratado com Praziquantel (PZQ) por via oral (gavagem),
foram eutanasiados.

Coletou-se sangue através de puncdo cardiaca, realizaram-se as técnicas de
Lavagem Broncoalveolar (LBA) e Peritoneal (LCP) e recuperaram-se as células da
cavidade pulmonar e peritoneal respectivamente. Realizaram-se as contagens globais
(totais) e diferenciais das celulas do sangue e lavados. Foi feito também a recuperacao
de vermes adultos do sistema porta e parte do intestino de cada animal foi coletado e

duas laminas por animal foram preparadas para a observacdo da viabilidade dos ovos
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aderidos na mucosa intestinal (oograma) dos animais infectados, tratados ou né&o. Os
linfonodos mesentéricos foram retirados de cada camundongo dos grupos e preparados
para posterior analise do tratamento proposto através de Citometria de Fluxo. O figado
dos animais de cada grupo foi retirado e mantido em formol tamponado para posterior
analise histopatologica.

3.8. Avaliagéo Celular

3.8.1 Obtencoes das células do LBA, do LCP e do Sangue

Nos periodos 12°, 64° e 100° dia pés infec¢cdo, os animais foram eutanasiados
com anestésico Tionembutal (North Chigaco, Illinois, USA) e realizou LBA (lavado da
cavidade broncoalveolar - pulméo), LCP (lavado da cavidade peritoneal — peritdneo) e
sangria dos animais infectados, tratados ou ndo, e dos animais controles. Para a
obtengdo do LBA, figura 7, utilizou-se 1,0 mL de PBS1x pH 7,4, contendo 0,5 % de
citrato de sddio (PBS/Citrato), por meio de canulas de polietileno introduzidas na parte
superior da traquéia. O procedimento foi repetido duas vezes totalizando um volume
final de 2 mL. Para o lavado da cavidade peritoneal (LCP), figura 8, foram utilizados 3
mL de PBS1x pH 7,4, contendo 0,5 % de citrato de sodio (PBS/Citrato), com o uso de
uma agulha intraperitoneal. O sangue foi obtido com auxilio de uma seringa
edetealizada (com EDTA) apds sangria total dos animais, por puncdo cardiaca, como
mostra a figura 9. As células obtidas do lavado da cavidade peritoneal (LCP), lavado
broncoalveolar (LBA) e sangue total foram analisados para avaliacdo celular. As
técnicas utilizadas para a avaliacdo foram através das contagens globais em cdmara de
Neubauer e diferencial em esfregaco sanguineo corado com Panotico (Instant-Prov
Lot.11111003E).
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FIGURA 7. LBA - lavado broncoalveolar — pulmao: Procedimento realizado
nos animais infectados, tratados ou ndo, e dos animais controles, LAP - UFSCar.
Fonte: Lais C. de Souza, 2010

FIGURA 8. LCP - lavado da cavidade peritoneal — periténeo: Procedimento
realizado nos animais infectados, tratados ou nédo, e dos animais controles, LAP -
UFSCar.

Fonte: Lais C. de Souza, 2010



FIGURA 9. Sangria por puncdo cardiaca: Procedimento realizado nos animais
infectados, tratados ou ndo, e dos animais controles, LAP - UFSCar.
Fonte: Lais C. de Souza, 2010
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3.8.2 Contagem global (total) e diferencial de leucécitos dos lavados LBA e LCP e
do Sangue

O ndmero total de leucdcitos nos diferentes compartimentos foi determinado
através do liquido diluidor Turk (&cido acético 3% + corante azul de metileno) que tem
a funcdo de lisar (destruir) as hemécias e conservar apenas os leucocitos, que foram
contados na camara de Neubauer. A contagem diferencial foi feita nos esfregacos
sanguineos e naqueles preparados em citocentrifuga por 3min. a 10000 rpm (Citospin-
FANEM S&o Paulo-Brasil, Laboratério de citologia - FCF-UNESP/ Laboratorio de
Parasitologia UFSCar) (LBA e LCP) e corados pelo corante Panotico (Instant-Prov
Lot.11111003E). Em cada Id&mina foram contadas 100 células atraves da microscopia de
luz com aumento final de 1000x.

3.9 Ensaio Imunoenzimatico — ELISA

3.9.1 Para deteccéo de citocinas

Para o ELISA (Kits: R&D e BD) utilizamos placas de microtitulacdo com 96
pocos. Inicialmente foi feita a sensibilizacdo da placa com 100 pL/pogo de solucao
contendo o anticorpo de captura (0.5 pg/mL) diluido em PBS. As placas do Kit BD
foram incubadas por 18h a 4°C e as da R&D por 18h a temperatura ambiente. Apds este
periodo, o sobrenadante foi desprezado, a placa foi lavada (PBS+Tween) e o bloqueio
dos sitios de ligacBes inespecificos foi feito adicionando-se 200 uL de PBS 10% de soro
bovino fetal. Novamente as placas foram incubadas por 1h em temperatura ambiente e
em seguida lavadas. A seguir foram adicionadas as diferentes diluicGes das amostras em
estudo: 1:2 do plasma (100 uL/po¢o), 1:10 do homogenato (100 pL/pogo), e as citocinas
recombinantes padrdo (100 uL/pogo) diluidas em tampao PBS-SBF 10% (Kit BD) e
Tampdo R&D (Kit R&D). A primeira concentragdo das citocinas recombinante padréo
IL-4, IL-5, IL-12, IL-10 - Kit BD foi de 4000 pg/mL, a qual foi sucessivamente diluida
na base 2 até 7,8 pg/mL e INF-y, TNF-a - Kit R&D foi de 5000 pg/mL, a qual foi
sucessivamente diluida na base 2 até 9,76 pg/mL. Apos incubacdo por 2h, foi feito novo
ciclo de lavagem e adicionado 100 ul/po¢o do anticorpo de deteccdo (anticorpo
secundario biotinilado 0.125 pg/mL). Apds nova incubacdo de 1h (Kit BD) e 2h (Kit

R&D) a temperatura ambiente e novo ciclo de lavagem, foram adicionados (100
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uL/pogo) da enzima estrepto-avidina (1:1000) diluida em PBS e soro bovino fetal 10%,
depois de 30 minutos (Kit BD) e 20 minutos (Kit R&D) a placa foi novamente lavada e
adicionou-se 100 pL/pogo do substrato. O substrato utilizado foi uma mistura 1:1 de
H,0, e tetrametilbenzidina (TMB) (BD-OpTEIA). Finalmente, a reagédo foi bloqueada
adicionando-se 50 pL/pogo de H,SO, 1M. A leitura da absorbancia foi feita no

comprimento de onda 450 nm (MicroQuant-Sellex,Inc.).

3.9.2 Para deteccdo de anticorpos

O extrato protéico de antigenos de S. mansoni, foi gentilmente doado pelo aluno
Ricardo Oliveira Correia LAP-DMP-UFSCar. Para o preparo do mesmo foram
utilizados 80 vermes adultos de S. mansoni, estes foram recuperados de camundongos
Balb/c infectados com 200 cercérias. A extracdo de proteinas foi feita com 40mM de
Tris (0,24q9), pH 7,4, 2% SDS e coquetel inibidor de proteases (Etanol 100%,
Aprotinina, Leupeptina, Pepstatina A e PMSF 100mM) utilizado 10 pL para cada 1 mL
da amostra. Posteriormente foi feito a sonicagdo com ultra-som, 2 ciclos de 2 minutos,
com pulsdo de 1 segundo a 40% de amplitude, ap6s a sonicacao foi feita a precipitacéo
da amostra com acetona. Posteriormente centrifugada 12000g por 30 minutos a
temperatura de 4°C, o “pellet” foi recuperado e quantificado a proteina através do
método de “Bradford” (BRADFORD, 1976). O método de Bradford (Bradford, 1976)é
uma técnica para a determinagdo de proteinas totais que utiliza o corante de “Coomassie
brilliant blue” BG-250. Este método é baseado na interacdo entre o corante BG-250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o
corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma aniénica,
que absorve fortemente em 595 nm. (COMPTON, 1985).

Para deteccdo das imunoglobulinas (IgE, 1gG1, 1gG2a), foi feito um ELISA (Kit
BD) teste para padronizacao da melhor diluicdo da amostra e concentracdo do antigeno,
sendo padronizado para 1gG1 (5 pg/mL de proteina do antigeno para diluicdo de 1:64 da
amostra) e para IgG2a e IgE (10 pg/mL de proteina do antigeno para diluigdo de 1:4 da
amostra). Desta forma, para a deteccdo das imunoglobulinas na amostra (plasma)
utilizou-se placas de microtitulagdo com 96 pogos, recobertas com 5 ou 10 pg/mL de

proteina do antigeno total de S. mansoni (diluidos em tampé&o carbonato 0.1M, pH 9,6 e
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aplicados 100 pL/pogo). Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS-Tween 20
0,05%, acrescentou-se 200 uL de tampdo bloqueio (PBS-BSA 1%), posteriormente as
placas permaneceram por 1h a temperatura ambiente. Em seguida, lavou-se novamente
e adicionou-se 50 pL das amostras diluidas em tampdo carbonato (1:4 para 1gG2a/IgE e
1:64 para IgG1l), as placas permaneceram 2h a temperatura ambiente. Posteriormente,
lavou-se a placa e adicionou-se 100 pL de Ac secundario conjugado com biotina (4 uL
Ac + 10 mL de tampéo carbonato). Apos 1h, lavou-se a placa e adicionou-se 100 pL da
enzima estreptoavidina (diluicdo 1:200). Apo6s 30 minutos, lavou-se a placa e 100 pL do
substrato, uma mistura 1:1 de H,O, e tetrametilbenzidina (TMB) (BD-OpTEIA), foi
adicionado. Logo ap6s, a reacdo foi bloqueada com 50 uL/poco de H,SO,4 1M. A leitura
da absorbancia foi feita em comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA

(MicroQuant-Sellex,Inc.).

3.10 Avaliagdo da Carga Parasitaria

3.10.1 Recuperacéo de vermes adultos do sistema porta-hepatico

Para a avaliacdo da eficacia das estratégias terapéuticas propostas, 0s vermes
adultos acasalados, figura 10, foram recuperados dos camundongos através da perfusédo
do sistema porta no 64° dia e no 100° dia p6s infeccdo. A porcentagem (%) de reducado
da carga parasitaria foi medida pela comparacdo entre o nimero de vermes adultos
acasalados recuperados em cada grupo experimental e seu respectivo controle (infectado

ndo tratado), de acordo com a formula:

% RCP=RCPC — RCPE x 100
RCPC

Onde % RCP é porcentagem de reducdo da carga parasitaria, RCPC é
recuperagdo no grupo controle e RCPE é a recuperacdo no grupo experimental
(FONSECA et al., 2004).
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FIGURA 10. Representacdo: avaliacdo da Carga Parasitaria:
Vermes adultos recuperados através da perfusdo do sistema porta
realizados no 64° dia e no 100° dia pos infeccdo. Procedimento
realizado nos animais infectados e infectados tratados, LAP -
UFSCar.

Fonte: Lais C. de Souza, 2010.

3.10.2 Contagem de ovos nas fezes

Os camundongos foram analisados quanto a eliminacdo de ovos nas fezes pelo
método de Kato-Katz (KATZ and PEIXOTO, 2000), no 48° dia e 85°dia pos infecc¢éo,
figura 11. As fezes foram submetidas ao peneiramento em filtro-Test (Helm-Test-
Biomanguinhos-Fiocruz), montadas em laminas de microscopia, figura 12, com
quantidade determinada pela forma do kit Helm-Test, e cobertas com laminula de papel
celofane impregnada de verde malaquita, objetivando a conservacdo das fezes e o
clareamento dos ovos do S. mansoni. Depois de feita a leitura das laminas e contagem
dos ovos calcularam-se as quantidades de ovos por grama de fezes seguindo a seguinte

férmula;

N° de ovos da amostra = n° de ovos encontrados na lamina x fator 24 (fator
varia de acordo com cada Kit)

O Kit de Kato-Katz foi gentilmente doado pela Fundacdo Oswaldo Cruz-
Biomanguinhos, Rio de Janeiro-RJ.



FIGURA 11. Kit Kato-Katz: Contagem de Ovos nas fezes: As
fezes dos camundongos foram preparadas com auxilio dos materiais
presentes no Kit e posteriormente analisou-se a elimina¢do de ovos
nas fezes, no 48° dia e 85°dia pos infeccdo. Procedimento realizado
nos animais infectados e infectados tratados, LAP - UFSCar.

Fonte: Lais C. de Souza, 2010.

FIGURA 12. Contagem de Ovos nas fezes: Lamina de fezes de
camundongo confeccionada pelo método Kato-Katz, no 48° dia e
85°dia po6s infeccdo. Procedimento realizado nos animais
infectados e infectados tratados, LAP - UFSCar.

Fonte: Lais C. de Souza, 2010.
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3.10.3 Viabilidade dos ovos — Oograma

Retiraram-se fragmentos de intestino grosso nos 64° e 100° dias pds infeccéo
que foram usados para a anélise através da técnica Oograma, figura 13. Foram lavados
em solucdo salina (NaCl 0,9%) e ligeiramente secos em papel absorvente (papel
higiénico). Posteriormente, os mesmos foram comprimidos entre 1amina e laminula e
realizou-se a leitura (PELLEGRINO & FARIA, 1965). Os fragmentos foram
microscopicamente analisados, contou-se 300 ovos/camundongo, 0s quais foram
classificados de acordo com os seus estadios de desenvolvimento. Os ovos foram
classificados em: (i) ovos imaturos viaveis (de 1° a 4° estagio); (ii) ovos maduros
viaveis; e, (iii) ovos inviaveis (calcificados, com miracidio retraido, semi-transparentes),
figura 14, (PELLEGRINO and KATZ, 1969).
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FIGURA 13. Viabilidade dos ovos — Oograma: Lamina do fragmentos do intestino grosso no
64° dia e 100° dia pds infeccdo e usados para a andlise através da técnica Oograma.
Procedimento realizado nos animais infectados e infectados tratados, LAP - UFSCar.

Fonte: Lais C. de Souza

FIGURA 14. Representacdo: viabilidade dos ovos — Oograma: Estagios dos ovos
microscopicamente analisados no 64° dia e 100° dia pds infeccdo. A e B ovos imaturos e de 2° e
3° estagio, C, ovos imaturos e de 3° e 4° estagio, D, ovos imaturos (1° ao 4° estagio) e ovos
maturos. Procedimento realizado nos animais infectados e infectados tratados.

Fonte: PELLEGRINO & FARIA, 1965
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3.11 Estudos Histoldgicos e Microfotografias

Os figados foram removidos dos camundongos no 64° e 100° dia pds infeccéo, e
foram imediatamente fixados em formol tamponado 10%. Em seguida, esses tecidos
foram fixados em tampéo fosfato contendo 10% de formalina durante 24 horas, e em
seguida foram submetidos ao processo de desidratacdo em alcool 70% e clarificacdo em
xilol e posteriormente incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 5 pum,
e entdo dispostos em laminas e incubados a 58-60°C para fixacdo. Posteriormente,
foram lavados em xilol para retirar 0 excesso de parafina e reidratados com
concentracfes decrescentes de alcool (do absoluto aos 80%). Sendo que, foram
produzidas duas Iaminas, a primeira foi corada com H.E. (Hematoxilina/Eosina), para a
avaliacdo qualitativa das células periovular de granuloma, a segunda foi corada com
T.M. (Tricrdmico de Masson), para avaliacdo da fibrose hepatica, as mesmas foram
analisadas por microscopia Optica. As laminas foram gentilmente confeccionadas no
laboratério de Anatomia Patoldgica, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Edson Garcia
Soares do Departamento de Patologia da FMRP-USP. As laminas foram fotografadas,
com o auxilio de microscopio (NIKON) contendo méaquina fotografica adaptada (SONY
— CYBER - SHOT DSC-H55). As laminas foram fotografadas em aumento de 100x e
400x.

3.12 Andlise Por Citometria de Fluxo Para Receptor de Linfocitos: CTLA4 e CD28
(facscanto)

Apds a eutanasia dos animais os linfonodos mesentéricos foram retirados de
cada animal e macerados com auxilio de uma peneira e uma placa de petri contendo
2mL de tampdo PBS 1x pH 7.4, e feito um “pool” dos animais de cada grupo
experimental. Transferiu-se cada “pool” para tubo de 15mL e centrifugou-se 10 minutos
a 1500rpm em seguida ressuspendeu-se o “pellet” em 8mL de meio RPMI1640, e
realizou-se a contagem das células. Ap6s preparou-se 2x10"células/mL em cada tubo
(de 5mL). Sendo que em cada grupo experimental tinha-se 1 tubo somente com células,
1 com células + isotipo controle e outros 2 tubos que tinham 2 tipos de anticorpos em
cada tubo, totalizando 4 tubos por grupo. Em seguida, as células foram incubadas com

anticorpo bloqueador de ligagdo inespecifica (“Fc block”), durante 40 minutos, no
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escuro. Apos este tempo, 2 tubos com células foram incubados com anticorpos
marcados com compostos fluorescentes (FITC e/ou PE) anti-CTLA4" FITC + anti-
CD4" PE e anti-CD4" PE + anti-CD28" FITC durante 30 minutos. Todos os anticorpos
foram gentilmente doados pelo Prof. Dr. Auro Nomizo (FCFRP-USP). Logo ap0s esta
incubacdo, as células foram lavadas com PBS/FACS pH 7,4 e a analise da expressao
destas moléculas foram feitas por citometria de fluxo no aparelno FACSCanto da
FCFRP-USP, figuras 15 e 16. Os resultados foram expressos na forma de dot-blot, e
representou a percentagem da intensidade de fluorescéncia.

@ BDFACSCanto”

FIGURA 15. Aparelho FACSCanto, FCFRP-USP:
Utilizado para fazer anélise de citometria de fluxo.
Fonte: Lais C. de Souza, 2010.
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FIGURA 16. Aparelho FACSCanto, FCFRP-USP: Utilizado para
fazer analise de citometria de fluxo.
Fonte: Lais C. de Souza, 2010.

3.13 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos com média £+ EPM. Os resultados obtidos nos
diferentes experimentos foram analisados utilizando o programa PRISMA, verséo 5 -
Graph Pad (2005) (San Diego, California, USA) atraves do teste ndo - paramétrico One-
way ANOVA (One-Way analysis of variance), pos-teste pelo método de Tukey
(Compare all pairs of columns). A significancia estatistica foi estabelecida em valores
de p<0,05.



53

4. RESULTADOS

4.1 Pesquisa dos Anticorpos anti-CTLA4 e anti-CD28, produzidos pelos
hibridomas 9H10 e PV1 respectivamente, atraves do Ensaio Imunoenzimatico -
ELISA

Ap0s a producao dos anticorpos atraves da metodologia ja descrita, as aliquotas
dos intervalos que foram armazenadas a temperatura -20°C, foram previamente
descongeladas e utilizadas para a pesquisa de 1gG, anti-CTLA4 e anti-CD28 através do
ensaio imunoenzimatico-ELISA. A placa contendo 96 pocos foi sensibilizada com
aliquotas obtidas do sobrenadante da cultura, onde esperava encontrar 1gG, anti-CTLA4
e anti-CD28. As mesmas foram diluidas 1/10, 1/20, 1/40 e 1/80, e incubadas com
anticorpo secundario biotinilado anti-lgG. De acordo com as figuras 17 e 18 as
aliquotas continham os anticorpos IgG, anti-CTLA4 e anti-CD28, e a producdo dos
mesmos foram eficientes. Porém em determinados pontos de retirada das aliquotas do
frasco tipo spinner observamos uma melhor e maior D.O. dos anticorpos. Isto
demonstra que, se fosse necessario realizar nova producdo dos anticorpos saberiamos o
melhor momento de interromper o cultivo e obter uma boa quantidade de anticorpos.

Em relacdo ao hibridoma PV1, como mostra a figura 17, observamos que ha uma
escala gradativa no pico inicial, como ja era esperado e o0 melhor pico foi de 36h quando
diluido 1/40. Ja na figura 18 (hibridoma 9H10) tivemos problemas com seu pico inicial,
pois seu crescimento ndo foi de forma gradativa como esperavamos, porém, o melhor
pico foi de 36h quando diluido 1/80. Ressaltamos que, as analises das aliquotas retiradas

apresentaram anticorpos em todos os intervalos avaliados.
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FIGURA 17. Densidade éptica dos Anticorpos anti-CD28:
Através do Ensaio Imunoenzimatico — ELISA realizado com as
aliquotas retiradas nos intervalos de 12h do biorreator frasco tipo
spinner para avaliar a producéo dos anticorpos anti-CD28 através do
cultivo do hibridoma PV1.
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FIGURA 18. Densidade 6tptica dos Anticorpos anti-CTLA4:
Através do Ensaio Imunoenzimatico — ELISA realizado com as
aliquotas retiradas nos intervalos de 12h do biorreator frasco tipo
spinner para avaliar a producdo dos anticorpos anti-CTLA4 através
do cultivo do hibridoma 9H10.
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4.2 Viabilidade dos hibridomas para producéo dos anticorpos

As aliquotas retiradas nos intervalos de 12h do frasco foram mensurados quanto
pH. A partir de todas as aliquotas, depois de mensurado o pH, foram feitas as contagens
de células viaveis e invidveis, através da metodologia de azul de trypan. Podemos
observar nas figuras 19 e 20 as condigdes de crescimento e desenvolvimento de cada
hibridoma. A viabilidade (linha azul) s6 se mantém elevada quando o pH permanece

nas faixas de 7,4 -7,8.
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FIGURA 19. Avaliacdo da viabilidade e crescimento do hibridoma PV1: Avaliagéo
feita para producgdo dos anticorpos anti-CD28, a linha preta representa as células totais,
a vermelha as células viaveis e a azul a viabilidade.
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FIGURA 20. Avaliacdo da viabilidade e crescimento do hibridoma 9H10: Avaliacéo feita
para producdo dos anticorpos anti-CTLA4, a linha preta representa as células totais, a
vermelha as células viaveis e a azul a viabilidade.
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4.3 Purificacdo do sobrenadante da cultura de biorreator e soro de hamster em

coluna de troca ibnica

As amostras obtidas tanto da cultura de biorreator e soro total dos hamsters,
foram lavadas com tampdo fosfato (PBS1x) pH 7,4 e concentradas no ultrafiltrador até
atingirem o volume final de 75mL e em seguida foram eluidas em coluna de troca
ibnica e feita a leitura D.O. em 280nm. De cada purificado obtido foi feita a
quantificacdo dos mesmos. Nossos resultados demonstram que foi possivel purificar os
anticorpos em estudo, sendo o hibridoma 9H10 mais eficiente em secretar anticorpos do
que o hibridoma PV1 (Tabela 1).
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TABELA 1. Quantificagao dos anticorpos: Quantificagdo dos anticorpos presentes nos sobrenadantes da
cultura de biorreator frasco tipo spinner e soro dos hamsters apds eluigdo em coluna de troca ibnica e
leitura espectrofotométrica.

Quantificacdo das amostras através da leitura espectrofotométrica — 280nm

Leitura no Diluicdo Fator mg/mL Volume Final da amostra
espectrofotdmetro

Soro de 0,217 1:10 0,715 1,55 7,5mL
Hamster
Hibridoma 0,15 -- 0,715 0,10725 3mL

PV-1

(anti-

CD28)
Hibridoma 3,048 -- 0,715 2,18 10mL
9H10 (anti

CTLA4)
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4.4 Avaliacdo Celular

O numero total e diferencial de células por mm?3 foi determinado em periodos
distintos da infeccdo: 12° (fase pré-ovular), 64° e 100° (p6s-ovular) dia pés infeccao, no
sangue, lavado broncoalveolar (LBA) e lavado da cavidade peritoneal (LCP). O
objetivo foi avaliar a resposta celular a infeccéo, nos diferentes periodos aos diferentes
tratamentos e principalmente diferenciar os tipos celulares envolvidos na resposta imune
celular contra a infeccdo, classificando as células em mononucleares (linfocitos e

monacitos) no sangue, (linfécitos e macréfagos) nos lavados e eosindfilos em ambos.

4.5 Contagem global (total) de células no 12° dia pés infeccéo

A figura 21 demonstra 0 nimero de células totaissmm?3 no sangue, espaco
broncoalveolar (pulmao) e cavidade peritoneal (peritbneo) de camundongos infectados
com S. mansoni e tratados com anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, IgG total de
hamsters e PZQ. No sangue o nimero de células/mm?® (Fig. 21A) apresentou aumento
significativo no grupo infectado tratado com anti-CD28 quando comparado com o
grupo controle. No espaco broncoalveolar (Fig. 21B) o nimero de células/mm?® nos
grupos infectados tratados com anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ apresentaram
diminuicdes significativas quando comparados com o grupo somente infectado. E na
cavidade peritoneal (Fig. 21C) observamos aumento significativo de células/mm?® no

grupo infectado tratado com PZQ quando comparado com o grupo controle.
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FIGURA 21. Contagem global (total) de células no sangue, espaco broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Células totais/mm?® no sangue (A), Células/mm?® no espaco broncoalveolar
(B), e células/mm® na cavidade peritoneal (C), no 12° dia de infeccdo. Os dados representam a
média £+ EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. * p < 0,05 representa a
diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando
comparados com o grupo controle. # p < 0,05 representa a diferenga significativa entre os
resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado
ndo tratado usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.6 Contagem diferencial de eosindéfilos no 12° dia pdés infeccao

A figura 22 demonstra o nimero de eosinéfilos/mm? no sangue, no espaco
broncoalveolar e cavidade peritoneal dos camundongos infectados com S.mansoni e
tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, IgG total de hamsters e PZQ. No
sangue (Fig. 22A) o nimero de eosinéfilos/mm?® ndo apresentou alteracdes significativas
entre 0s grupos, apesar de nos grupos infectados tratados com anti-CTLA4, anti-CD28 e
PZQ ser observado diminuicdo de eosinéfilos/mm® quando comparados ao grupo
somente infectado. No espaco broncoalveolar (Fig. 22B) podemos observar um
aumento significativo de eosinéfilos/mm?® no grupo infectado tratado com anti-CD28
quando comparado com o grupo controle. Na cavidade peritoneal (Fig. 22C) ha
aumento significativo de eosinéfilos/mm?® no grupo infectado tratado com anti-CD28
quando comparado com o grupo controle. Ja o grupo infectado tratado com anti-CTLA4
apresentou diminuicdo significativa quando comparado com o grupo somente infectado.
E o grupo infectados tratado com PZQ apresentou aumento significativo quando
comparado com os grupos controle, controle tratado com IgG e infectado tratado com
anti-CTLA4 (Fig. 22C).
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FIGURA 22. Contagem diferencial de eosindfilos no sangue, espaco broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Eosin6filos/mm® no sangue (A), eosindfilossmm® no espaco
broncoalveolar (B), e eosinéfilos/mm® na cavidade peritoneal (C), no 12° dia de infeccdo. Os
dados representam a média + EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. * p <
0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos
infectados/tratados quando comparados com o grupo controle. * p < 0,05 representa a diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparado com
0 grupo controle/tratado IgG. # p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado nédo tratado.
& p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos do grupo
infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CTLA4
usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.7 Contagem diferencial de células mononucleares no 12° dia pés infeccao

A figura 23 demonstra 0 nimero de células mononucleares/mm?® no sangue, no
espaco broncoalveolar (pulméo) e cavidade peritoneal (peritbneo) dos camundongos
infectados com S. mansoni e tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, 1gG
total de hamsters e PZQ. No sangue (Fig. 23A) o numero de células
mononucleares/mm? apresentou aumento significativo no grupo infectado tratado com
anti-CD28 quando comparado com o grupo controle. No espago broncoalveolar (Fig.
23B) podemos observar uma diminuicdo significativa de células mononucleares/mm?®
entre os grupos infectados tratados com anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ quando
comparados com o grupo somente infectado. Na cavidade peritoneal (Fig. 23C) houve
aumento significativo de células mononucleares/mm? entre o grupo infectado tratado
com PZQ quando comparado com 0s grupos controle e infectado tratado com anti-

CTLA4.
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FIGURA 23. Contagem diferencial de mononucleares no sangue, espago broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Células mononucleares/mm® no sangue (A), mononucleares/mm® no
espaco broncoalveolar (B), e mononuclearessmm? na cavidade peritoneal (C), no 12° dia de
infeccdo. Os dados representam a media + EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos
independentes. * p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos
grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo controle. # p < 0,05 representa a
diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando
comparados com o grupo infectado ndo tratado. & p < 0,05 representa a diferenca significativa
entre o resultados obtidos do grupo infectado/tratado com PZQ guando comparado com o grupo
infectado/tratado com anti-CTLA4 usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s
ANOVA.
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4.8 Contagem global (total) de células no 64° dia pos infeccéo

A figura 24 demonstra o numero de células totaiss/mms3 no sangue, espacgo
broncoalveolar (pulmao) e cavidade peritoneal (peritdbneo) de camundongos infectados
com S. mansoni e tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, IgG total de
hamsters e PZQ. No sangue o nimero de células totaissmm® (Fig. 24A) apresentou
aumento significativo no grupo infectado tratado com PZQ quando comparado com o
grupo controle. No espaco broncoalveolar (Fig. 24B) o nimero de células totais/mm?®
nos grupos infectados tratados com anti-CD28 e PZQ apresentaram diminui¢des
significativas quando comparados com o grupo somente infectado. Na cavidade
peritoneal (Fig. 24C) observamos aumento significativo de células totais/mm? no grupo
infectado tratado com anti-CTLA4 quando comparado com o grupo controle e controle
tratado com IgG, além de aumento significativo de células totaissmm*® no grupo
infectado tratado com anti-CD28 quando comparado com o grupo controle tratado com
IgG. E o grupo infectado tratado com PZQ apresentou uma diminuicao significativa de
células totaissmm*® quando comparado com os grupos somente infectado, infetado

tratado com anti-CTLA4 infectado tratado com anti-CD28 (Fig. 24C).
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FIGURA 24. Contagem global (total) de células no sangue, espaco broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Células totais/mm® no sangue (A), células/mm? no espaco broncoalveolar
(B), e célulass/mm® na cavidade peritoneal (C), no 64° dia de infeccdo. Os dados representam a
média + EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. * p < 0,05 representa a
diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando
comparados com o grupo controle. * p < 0,05 representa a diferenca significativa entre o
resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparado com 0 grupo
controle/tratado 1gG. # p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos
dos grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado ndo tratado. & p <
0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos do grupo infectado/tratado
com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CTLA4. - p < 0,05
representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos do grupo infectado/tratado com
PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CD28 usando o teste néo
paramétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.9 Contagem diferencial de eosinéfilos no 64° dia pés infeccao

A figura 25 demonstra o nimero de eosindfilos/mm?® no sangue, no espaco
broncoalveolar (pulmé&o) e cavidade peritoneal (peritbneo) dos camundongos infectados
com S. mansoni e tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, IgG total de
hamsters e PZQ. No sangue (Fig. 25A) o nimero de eosinéfilos/mm® apresentou
diminuicdo significativa no grupo infectado tratado com PZQ quando comparado ao
grupo somente infectado. No espaco broncoalveolar (Fig. 25B) o numero de
eosinéfilos/mm® ndo apresentou alteracdes significativas entre os grupos, apesar de, nos
grupos infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28 observarmos diminui¢do de
eosinéfilos/mm® quando comparados com o grupo somente infectado. Na cavidade
peritoneal (Fig. 25C) h& um aumento significativo de eosinéfilos/mm?® nos grupos
infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28 quando comparado com 0S grupos
controle e controle tratado com 1gG, e o grupo infectados tratado com PZQ apresentou
diminuicdo significativa de eosindfilos/mm® quando comparado com os grupos

somente infectado e infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28.
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FIGURA 25. Contagem diferencial de eosindfilos no sangue, espa¢o broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Eosindfilossmm® no sangue (A), eosindfiillos/mm?® no espaco
broncoalveolar (B), e eosin6fiilos/mm?® na cavidade peritoneal (C), no 64° dia de infecgdo. Os
dados representam a média £+ EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. * p <
0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos
infectados/tratados quando comparados com o grupo controle. * p < 0,05 representa a diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparado com
0 grupo controle/tratado 19gG. # p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado néo tratado.
& p < 0,05 representa a diferenga significativa entre o0s resultados obtidos do grupo
infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CTLAA4.
- p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos do grupo
infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CD28
usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tunkey’s ANOVA.
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4.10 Contagem diferencial de células mononucleares no 64° dia p6s infeccéo

A figura 26 demonstra o niimero de células mononucleares/mm? no sangue, no
espaco broncoalveolar (pulméo) e cavidade peritoneal (peritdneo) dos camundongos
infectados com S. mansoni e tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, 1gG
total de hamsters e PZQ. No sangue (Fig. 26A) o numero de células
mononucleares/mm? apresentou aumento significativo no grupo infectado tratado com
PZQ quando comparado com o0s grupos controle e infectado tratado com anti-CTLAA4.
No espago broncoalveolar (Fig. 26B) podemos observar diminuicdo significativa de
células mononucleares/mm?® nos grupos infectados tratados com anti-CD28 e PZQ
quando comparados com o grupo somente infectado. Na cavidade peritoneal (Fig. 26C)
ha um aumento significativo de células mononuclearess/mm?® no grupo infectado tratado
com anti-CTLA4 quando comparado com 0s grupos controle e controle tratado com
IgG, no grupo infectado tratado com anti-CD28 apresentou aumento significativo de
células mononucleares/mm? quando comparado com o grupo controle tratado com IgG,
e no grupo infectado tratado com PZQ apresentou diminuicdo significativa de células
mononucleares/mm? quando comparado com os grupos somente infectado e infectados
tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28.
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FIGURA 26. Contagem diferencial de mononucleares no sangue, espago broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Células mononucleares/mm® no sangue (A), mononuclearess/mm® no
espaco broncoalveolar (B), e mononuclearessmm? na cavidade peritoneal (C), no 64° dia de
infeccdo. Os dados representam a media + EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos
independentes. * p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos
grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo controle. * p < 0,05 representa a
diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando
comparado com o grupo controle/tratado IgG. # p < 0,05 representa a diferencga significativa
entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com 0 grupo
infectado ndo tratado. & p < 0,05 representam a diferenca significativa entre os resultados
obtidos do grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado
com anti-CTLA4. - p < 0,05 representa a diferenca significativa entre o resultados obtidos do
grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-
CD28 usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.11 Contagem global (total) de células no 100° dia pdés infeccao

A figura 27 demonstra o ndmero de células totaiss/mm3 no sangue, espaco
broncoalveolar (pulmao) e cavidade peritoneal (peritbneo) de camundongos infectados
com S. mansoni e tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, IgG total de
hamsters e PZQ. No sangue o nimero de células totaissmm® (Fig. 27A) apresentou
aumento significativo nos grupos infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28
quando comparado com o grupo controle, e no grupo infectado tratado com PZQ
apresentou diminuicdo significativa no nimero de células totaiss/mm?® quando
comparado com o grupo infectado tratado com anti-CD28. No espaco broncoalveolar
(Fig. 27B) ndo foram observadas alteracdes significativas no numero de células
totais/mm?® entre os grupos. Na cavidade peritoneal (Fig. 27C) observamos aumento
significativo de células totais/mm?® no grupo infectado tratado com anti-CTLA4 quando
comparado com o0 grupo controle e controle tratado com IgG, observamos também
diminuicdo significativa de células totaissmm® no grupo infectado tratado com anti-
CD28 quando comparado com o grupo somente infectado. E no grupo infectado tratado
com PZQ houve diminuicio significativa de células totais/mm?® quando comparado com
0s grupos somente infectado e infectado tratado com anti-CTLA4 (Fig. 27C).
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FIGURA 27. Contagem global (total) de células no sangue, espaco broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Células totaissmm® no sangue (A), células totais/mm® no espago
broncoalveolar (B), e células totais/mm? na cavidade peritoneal (C), no 100° dia de infecgdo. Os
dados representam a média £ EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. * p <
0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos
infectados/tratados quando comparados com o grupo controle. * p < 0,05 representa a diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparado com
0 grupo controle/tratado 1gG. # p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado nédo tratado.
& p < 0,05 representa a diferenga significativa entre os resultados obtidos do grupo
infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CTLAA4.
- p < 0,05 representam a diferenca significativa entre os resultados obtidos do grupo
infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CD28
usando o teste ndo parameétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.12 Contagem diferencial de eosinofilos no 100° dia pdés infeccao

A figura 28 demonstra o nimero de eosinéfilos/mm? no sangue, no espaco
broncoalveolar (pulmé&o) e cavidade peritoneal (peritbneo) dos camundongos infectados
com S. mansoni e tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, IgG total de
hamsters e PZQ. No sangue (Fig. 28A) o nimero de eosindfilos/mm? ndo apresentou
alteracdes significativas entre os grupos, apesar de, nos grupos infectados tratados com
anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ observamos diminuicdo de eosinéfilos/mm?® quando
comparados ao grupo somente infectado. No espaco broncoalveolar (Fig. 28B) podemos
observar aumento significativo de eosinéfilos/mm?® no grupo infectado tratado com anti-
CD28 quando comparado com o0s grupos controle e somente infectado. E o grupo
infectado tratado com PZQ foi observado diminuicdo significativa de eosinéfilos/mm?
quando comparado com o grupo infectado tratado com anti-CD28 (Fig. 28B). Na
cavidade peritoneal (Fig. 28C) podemos observar aumento significativo de
eosinéfilos/mm?® no grupo infectado tratado com anti-CTLA4 quando comparado com
0s grupos controle e controle tratado com IgG, e ha diminuicdo significativa de
eosinéfilos/mm?® no grupo infectado tratado com anti-CD28 quando comparado com 0
grupo somente infectado. E o grupo infectado tratado com PZQ apresentou diminuigéo
significativa de eosin6filos/mm?® quando comparado com os grupos somente infectado e
infectado tratado com anti-CTLA4 (Fig. 28C).
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FIGURA 28. Contagem diferencial de eosindfilos no sangue, espaco broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Eosin6filos/mm® no sangue (A), eosindfiloss/mm® no espaco
broncoalveolar (B), e eosinéfilos/mm® na cavidade peritoneal (C), no 100° dia de infecgéo. Os
dados representam a média £+ EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. * p <
0,05 representa a diferenga significativa entre os resultados obtidos dos grupos
infectados/tratados quando comparados com o grupo controle. * p < 0,05 representam a
diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando
comparado com o grupo controle/tratado 1gG. # p < 0,05 representam a diferenca significativa
entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com 0 grupo
infectado ndo tratado. & p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos
do grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com
anti-CTLA4. - p < 0,05 representam a diferenca significativa entre os resultados obtidos do
grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-
CD28 usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.13 Contagem diferencial de mononucleares no 100° dia pés infec¢cao

A figura 29 demonstra o nimero de células mononucleares/mm?® no sangue, no
espaco broncoalveolar (pulméo) e cavidade peritoneal (peritbneo) dos camundongos
infectados com S. mansoni e tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, 1gG
total de hamsters e PZQ. No sangue (Fig. 29A) o numero de células
mononucleares/mm? apresentou aumento significativo nos grupos infectados tratados
com anti-CTLA4 e anti-CD28 quando comparado com o grupo controle, e no grupo
infectado tratado com PZQ apresentou diminuicdo significativa de células
mononucleares/mm? quando comparado com o grupo infectado tratado com anti-CD28.
No espaco broncoalveolar (Fig. 29B) podemos observar que ndo houve alteracfes
significativas de células mononucleares/smm? entre os grupos. Na cavidade peritoneal
(Fig. 29C) foi observado aumento significativo de células mononucleares/mm?® no grupo
infectado tratado com anti-CTLA4 quando comparado com 0s grupos controle e
controle tratado com IgG, no grupo infectado tratado com anti-CD28 observou-se
diminuicdo significativa de células mononucleares/mm?® quando comparado com o
grupo somente infectado. No grupo infectado tratado com PZQ apresentou diminuigédo
significativa de células mononuclearess/mm? quando comparado com 0s grupos somente
infectado, infectado tratado com anti-CTLA4 (Fig. 29C).
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FIGURA 29. Contagem diferencial de mononucleares no sangue, espago broncoalveolar e
cavidade peritoneal. Células mononucleares/mm® no sangue (A), mononucleares/mm?® no
espaco broncoalveolar (B), e células mononucleares/mm?® na cavidade peritoneal (C), no 100°
dia de infeccdo. Os dados representam a média + EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos
independentes. * p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos
grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo controle. * p < 0,05 representa a
diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando
comparado com o grupo controle/tratado 19G. # p < 0,05 representa a diferenca significativa
entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com 0 grupo
infectado ndo tratado. & p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos
do grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com
anti-CTLA4. - p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos do
grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-
CD28 usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.14 Avaliacdo das citocinas no 12° dia pos infeccéo

As concentracbes das citocinas TNF-a e IFN-y foram determinadas no
sobrenadante do homogenato de pulméo, e a IL-12 no plasma dos camundongos
infectados ou ndo com S.mansoni e tratados ou ndo com anticorpos anti-CTLA4, anti-
CD28, IgG total de hamsters e PZQ. No 12° dia p6s infeccdo, os valores em pg/mL das
interleucinas dos diferentes grupos estdo representados na figura 30. Os grupos
infectados tratados apresentaram alteracdes na concentracdo das citocinas TNF-a, IFN-
vy € IL-12. No entanto o grupo infectado tratado com PZQ e controle + Ac (IgG)
apresentaram aumento significativo de IFN-y quando comparados com 0 grupo
controle. Os grupos infectados tratados com os anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28
apresentaram aumento significativo de IL-12 quando comparados com 0S grupos
somente infectado, controle e controle + Ac (IgG). Ja o grupo infectado tratado com
PZQ apresentou aumento significativo de IL-12 quando comparado com 0S grupos

somente infectado, controle, controle + Ac (IgG) e infectado tratado com anti-CTLAA4.
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FIGURA 30. Avaliacéao das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-12 pg/mL no 12° dia pos infeccéo.
TNF-o pg/mL em Homogenato de pulmé&o (A), INF-y pg/mL em Homogenato de pulméo (B), e
IL-12 pg/mL em plasma (C), no 12° dia de infecgdo. Os dados representam a média + EPM (n=
10 animais) de 2 experimentos independentes. * p < 0,05 representa a diferenca significativa
entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com 0 grupo
controle. * p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos
infectados/tratados quando comparado com o grupo controle/tratado 1gG. # p < 0,05 representa
a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando
comparados com o grupo infectado néo tratado. & p < 0,05 representa a diferenca significativa
entre os resultados obtidos do grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com o
grupo infectado/tratado com anti-CTLA4 usando o teste ndo paramétrico One-way teste

Tukey’s ANOVA.
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4.15 Avaliacdo das citocinas no 64° dia pos infeccéo

As concentragdes das citocinas IL-4, IL-5 e IFN-y foram determinadas no plasma
dos camundongos infectados ou ndo com S. mansoni e tratados ou ndo com 0S
anticorpos anti-CTLA4, anti-CD28, 1gG total de hamsters e PZQ. No 64° dia pos
infeccdo, os valores em pg/mL das interleucinas dos diferentes grupos estdo
representados na figura 31. Os grupos infectados e infectados tratados apresentaram
alteracbes nos niveis das citocinas IL-4, IL-5 e INF-gama. No entanto, o grupo
infectado tratado com anti-CTLA4 apresentou aumento significativo de IL-4 e IL-5
qguando comparados com seus respectivos grupos somente infectado. Ja o grupo
infectado tratado com anti-CD28 apresentou diminuicdo significativa de IL-4 e IL-5
quando comparado com o grupo somente infectado e o grupo infectado tratado com
PZQ apresentou aumento significativo de IL-4 e diminuicdo significativa de IL-5
qguando comparado com o grupo somente infectado, enquanto que os grupos infectados
tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28 ndo apresentaram de INF-y no plasma, ja o
grupo infectado tratado com PZQ apresentou alteragcbes na concentracdo de INF-y,

porém n&o significativa.
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FIGURA 31. Avaliagao das citocinas IL-4, IL-5 e INF-y pg/mL no 64° dia p6s infecgdo. IL-
4 pg/mL no plasma (A), IL-5 pg/mL no plasma (B), IFN-y pg/mL em plasma (C), no 64° dia de
infeccdo. Os dados representam a média + EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos
independentes. # p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos
grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado ndo tratado. & p < 0,05
representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos do grupo infectado/tratado com
PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CTLA4. - p < 0,05 representa
a diferenga significativa entre os resultados obtidos do grupo infectado/tratado com PZQ
guando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CD28 usando o teste ndo
parameétrico One-way teste Tukey’s ANOVA. ND (néo detectado).
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4.16 Avaliacgdo da citocina IL-10 no 64° e 100° dia pos infec¢ao

A concentracdo da citocina IL-10 foi determinada no plasma dos camundongos
infectados ou nd&o com S. mansoni e tratados ou ndo com anticorpos anti-CTLA4, anti-
CD28, 1gG total de hamsters e PZQ, no 64° e 100° dia pos infeccdo. O valor em pg/mL
das interleucinas dos diferentes grupos estdo representados na figura 32. Os grupos
infectados e infectados tratados apresentaram alteracfes na concentracdo das citocinas.
O grupo infectado tratado com anti-CTLA4 e PZQ apresentou diminuigao significativa
de I1L-10 no 64° dia pés infeccdo quando comparados com o grupo somente infectado.
Ja no 100° dia pés infeccdo observamos que os grupos infectados tratados com anti-
CTLA4 e PZQ apresentaram diminuicao significativa de 1L-10 quando comparado com
0 grupo somente infectado e o grupo infectado tratado com anti-CD28 apresentou

aumento significativo de 1L-10 quando comparado com o grupo somente infectado.
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FIGURA 32. Avaliacdo da citocina IL-10 pg/mL no 64° e 100° dia p6s infeccdo. IL-10
pg/mL no plasma no 64° dia pos infecgédo (A), IL-10 pg/mL no plasma no 100° dia pés infecgdo
(B). Os dados representam a média £ EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. *
p < 0,05 representa a diferenca significativa entre o0s resultados obtidos dos grupos
infectados/tratados quando comparados com o grupo controle. * p < 0,05 representa a diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparado com
0 grupo controle/tratado IgG. # p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado néo tratado.
- p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos do grupo
infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CD28
usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s ANOVA. ND (nédo detectado).
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4.17 Avaliagdo dos anticorpos circulantes no 64° e 100° dia pos infeccao

As Figuras 33 e 34 representam a densidade dptica (D.O. 450nm) dos anticorpos
IgG1, 1gG2a e IgE reativos a antigenos dos vermes adultos presentes no plasma dos
animais infectados ou ndo com S. mansoni e tratados ou ndo com IgG total de hamsters,
anticorpos (mAb) anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ, no 64° e 100° dia pos infecgdo. O
plasma dos animais do grupo controle (ndo infectado e ndo tratado) foi utilizado como
controle negativo (ligacdes inespecificas), determinando-se assim a D.O. de corte.
Foram observadas diminuigcdo nos niveis de IgG1 nos grupos infectados tratados com
anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ (significativo) quando comparados ao grupo somente
infectado no 64° dia pos infec¢do (Fig. 33 A), entretanto, no 100° dia pds infeccdo
foram observadas diminuicdo significativa nos grupos infectados tratados com anti-
CD28 e PZQ quando comparados ao grupo somente infectado (Fig. 34 A). Em relagéo
aos niveis de 1gG2a foi observado aumento nos grupos infectados tratados com anti-
CD28 e PZQ (significativo) e diminuicdo ndo significativa no grupo infectado tratado
com anti-CTLA4 quando comparados ao grupo somente infectado no 64°dia pds
infeccdo (Fig. 33B), ja no 100° dia pds infeccdo foram observadas aumento
significativo nos niveis de 1gG2a nos grupos infectados tratado com anti-CTLA4 e PZQ
qguando comparados ao grupo somente infectado e no grupo infectado tratado com anti-
CD28 os niveis permaneceram iguais ao controle (Fig. 34 B); e os niveis de IgE foram
observadas diminuicdo significativa nos grupos infectados tratados com anti-CTLA4,
anti-CD28 e PZQ quando comparados ao grupo somente infectado no 64° dia pos
infeccdo (Fig. 33C), no entanto no 100° dia po6s infeccdo foi observado aumento
significativo nos grupos infectados tratados com anti-CTLA4 e PZQ e diminuicdo ndo
significativa no grupo infectado tratado com anti-CD28 quando comparados ao grupo
somente infectado (Fig. 34C).



84

A B
0.8 0.5+
- 06 - 0.4
§._4 4 S « 0.3
S Qo4 \UV_), )
G- S 2 0.2
o o2 a o1
0.0 0.0

64° DIA POS INFECGAO 64° DIA POS INFECGAO
C
@B CONTROLE
8 CONTROLE+AC(IgG)
e @l INFECTADO
§ u INFECTADO+AC(CTLA4)
Io B INFECTADO+AC(CD28)
o @l INFECTADO+PZQ
[a)

64° DIA POS INFECCAO

FIGURA 33. Niveis de anticorpos anti-S. mansoni presentes no plasma no 64° dia p6s
infeccdo. Niveis de 1IgG1(A); 1gG2a (B) e IgE (C) no plasma. Os dados representam a média +
EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. # p < 0,05 representa a diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com
o0 grupo infectado ndo tratado. - p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos do grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado
com anti-CD28 usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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FIGURA 34. Niveis de anticorpos anti-S. mansoni presentes no plasma no 100° dia p6s
infeccdo. Niveis de 1gG1(A); 1gG2a (B) e IgE (C) no plasma. Os dados representam a média +
EPM (n= 10 animais) de 2 experimentos independentes. # p < 0,05 representa a diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados/tratados quando comparados com
0 grupo infectado ndo tratado. - p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os
resultados obtidos do grupo infectado/tratado com PZQ quando comparado com 0 grupo
infectado/tratado com anti-CD28 usando o teste ndo paramétrico One-way teste Tukey’s
ANOVA.
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4.18 Avaliacdo da Carga Parasitaria no 48° dia pos infeccéo

O ndmero de ovos por grama de fezes foi determinado pela técnica de Kato-
Katz, 48° dia apo0s a infeccdo. As respectivas médias £ EPM, dos grupos: somente
infectado (322+78.9, n=10); infectado tratado com anti-CTLA4 (452+85.8, n=10),
infectado tratado com anti-CD28 (338.6+19.7, n=10) e infectado tratado com PZQ
(32.7+14.2, n=10). O grupo infectado tratado com PZQ apresentou diminuigdo
significativa no nimero de ovos por grama de fezes quando comparado aos grupos
somente infectado e infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28 (Fig. 35).
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FIGURA 35. Numero de ovos por grama de fezes, 48° dia pos infec¢do. A cor vermelha
representa 0 grupo infectado ndo tratado, a amarela o grupo infectado e tratado com anti-
CTLAA4, arosa o grupo infectado e tratado com anti-CD28 e a roxa representa o grupo infectado
e tratado com Praziquantel. Os dados representam a média + EPM de 2 experimentos
independentes. # p < 0,05 representa a diferencga significativa entre os resultados obtidos dos
grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado ndo tratado. & p < 0,05
representa a diferenca significativa entre o resultados obtidos do grupo infectado/tratado com
PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CTLA4. - p < 0,05 representa
a diferenga significativa entre os resultados obtidos do grupo infectado/tratado com PZQ
guando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CD28 usando o teste ndo
parameétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.19 Avaliacdo da Carga Parasitaria no 85° dia p6s infecgédo

O numero de ovos por grama de fezes foi determinado pela técnica de Kato-
Katz, 85° dia apds a infeccdo. As respectivas médias + EPM, dos grupos: somente
infectado (324.9+50, n=10); infectado tratado com anti-CTLA4 (363.6+72.7, n=10),
infectado tratado com anti-CD28 (666.6+129.9, n=10) e infectado tratado com PZQ
(24+£10.7, n=10). O grupo infectado tratado com anti-CD28 apresentou um aumento
significativo no numero de ovos por grama de fezes quando comparado ao grupo
somente infectado. J& no grupo infectado tratado com PZQ apresentou diminuicao
significativa no nimero de ovos por grama de fezes quando comparado aos grupos

somente infectado e infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28 (Fig. 36).
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FIGURA 36. Numero de ovos por grama de fezes, 85° dia pos infec¢do. A cor vermelha
representa o grupo infectado ndo tratado, a amarela o grupo infectado e tratado com anti-
CTLA4, arosa o grupo infectado e tratado com anti-CD28 e a roxa representa o grupo infectado
e tratado com Praziquantel. Os dados representam a média + EPM de 2 experimentos
independentes. # p < 0,05 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos
grupos infectados/tratados quando comparados com o grupo infectado ndo tratado. & p < 0,05
representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos do grupo infectado/tratado com
PZQ quando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CTLA4. - p < 0,05 representa
a diferenga significativa entre os resultados obtidos do grupo infectado/tratado com PZQ
guando comparado com o grupo infectado/tratado com anti-CD28 usando o teste ndo
parameétrico One-way teste Tukey’s ANOVA.
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4.20 Viabilidade dos ovos

Apos retirar fragmentos de intestino grosso no 64° e 100° dia pos infecc¢do os
mesmos foram avaliados e a viabilidade dos ovos foi determinada pela técnica Oograma
(PELLEGRINO and FARIA, 1965). Os fragmentos foram microscopicamente
analisados, contou-se 300 ovos/camundongo, os quais foram classificados de acordo
com o0s seus estagios de desenvolvimento, como mostra de forma representativa e
respectivamente nas figuras 37 e 38. Os ovos foram classificados em: ovos imaturos
viaveis (1° a 4° estagio); ovos maduros viaveis; e, ovos inviaveis (calcificados, com
miracidio retraido, semi-transparentes) (PELLEGRINO and KATZ, 1969). Podemos
observar alteracfes ndo significativas no estagio de desenvolvimento dos ovos no 64°
dia pds infeccdo (Fig. 37) como a diminuicdo de ovos imaturos nos grupos infectados
tratados com anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ quando comparados com 0 grupo somente
infectado, e 0 aumento de ovos maturos nos grupos infectados tratados com anti-CD28
e PZQ quando comparados com o grupo somente infectado e um aumento de ovos
mortos nos grupos infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28 quando
comparados com ao grupo somente infectado. No 100° dia p6s infecgcdo (Fig. 38)
observamos alteracGes ndo significativas no estagio de desenvolvimento dos ovos como
aumento de ovos maturos no grupo infectado tratado com anti-CD28 quando comparado
com o grupo somente infectado e aumento de ovos mortos nos grupo infectado tratado

com anti-CD28 quando comparados com o grupo somente infectado.
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FIGURA 37. Estagio de desenvolvimento dos ovos no 64° dia p6s infeccdo. A cor vermelha
representa o grupo infectado ndo tratado, a amarela o grupo infectado e tratado com anti-
CTLAA4, arosa o grupo infectado e tratado com anti-CD28 e a roxa representa o grupo infectado
e tratado com Praziquantel.
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FIGURA 38. Estégio de desenvolvimento dos ovos no 100° dia pés infec¢do. A cor vermelha
representa o grupo infectado ndo tratado, a amarela o grupo infectado e tratado com anti-
CTLAA4, arosa o grupo infectado e tratado com anti-CD28 e a roxa representa o grupo infectado
e tratado com Praziquantel.
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4.21 Namero de vermes recuperados no 64° dia pos infeccéo

Apos 64 dias de infecgdo, realizou-se a técnica de perfusdo do sistema porta-
hepatico para recuperacdo de vermes adultos, na figura 39 estdo representados 0s
vermes recuperados dos grupos: somente infectado, infectado tratado com anti-CTLA4,
infectado tratado com anti-CD28 e infectado tratado com PZQ. O nimero de vermes
adultos fémeas encontradas separadas do macho (Fig. 39A), o nimero de vermes
adultos machos encontrados separados da fémea (Fig. 39B) e 0 numero de vermes
adultos encontrados acasalados e com suas respectivas porcentagens (%) de reducdo da
carga parasitéria (Fig. 39C), que foi calculada segundo FONSECA et al., 2004.

A média de vermes acasalados recuperados no grupo somente infectado foi de
12,2, no grupo infectado tratado com anti-CTLA4 foi de 9,6, no grupo infectado tratado
com anti-CD28 foi de 16,3 e no grupo infectado tratado com PZQ foi de 1,7. J& a % de
reducdo da carga parasitaria no grupo de animais infectado tratado com anti-CTLA4 em
relagdo ao grupo somente infectado foi 21,3%, no grupo de animais infectado tratado
com anti-CD28 % de reducdo da carga parasitaria em relacdo ao grupo somente
infectado foi -37,7% e no grupo de animais infectado tratado com PZQ % de reducéo da

carga parasitaria em relacdo ao grupo somente infectado foi 86% (Fig. 39C).
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FIGURA 39. Namero de vermes recuperados no 64° dia pos infecgdo: NUmero de vermes
adultos fémeas separados do macho recuperado (A), Numero de vermes adultos machos
separados da fémea recuperados (B), e Numero de vermes adultos acasalados e suas respectivas
% de reducgdo da carga parasitaria (C). Os vermes foram recuperados através do sistema porta-
hepatico dos grupos: controle infectado ndo tratado, infectado/tratado com anti-CTLA4,
infectado/tratado com anti-CD28 e infectado tratado com PZQ, no 64° dia p6s infeccdo. Os
dados representam n= 10 animais de 2 experimentos independentes. ND (n&o detectado).
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4.22 Numero de vermes recuperados no 100° dia pds infec¢cao

Apos 100 dias de infeccéo, realizou-se a técnica de perfusao do sistema porta-
hepéatico para recuperacdo de vermes adultos. Na figura 40 estdo representados 0s
vermes recuperados dos grupos: somente infectado, infectado tratado com anti-CTLA4,
infectado tratado com anti-CD28 e infectado tratado com PZQ. O nimero de vermes
adultos fémeas encontradas separadas do macho (Fig. 40A), o numero de vermes
adultos machos encontrados separados da fémea (Fig. 40B) e o numero de vermes
adultos encontrados acasalados e com suas respectivas porcentagens (%) de reducdo da
carga parasitéria (Fig. 40C), que foi calculada segundo FONSECA et al., 2004.

A média de vermes recuperados no grupo infectado ndo tratado foi de 19,9, no
grupo infectado tratado com anti-CTLA4 foi de 19,1, no grupo infectado tratado com
anti-CD28 foi de 10,7 e no grupo infectado tratado com PZQ foi de 0,9. J& a % de
reducdo da carga parasitaria no grupo de animais infectado tratado com anti-CTLA4 em
relacdo ao grupo somente infectado foi 4%, no grupo de animais infectado tratado com
anti-CD28 a % de reducdo da carga parasitaria em relacdo ao grupo somente infectado
foi 46,2% e no grupo de animais infectado tratado com PZQ a % de reducéo da carga
parasitaria em relacdo ao grupo somente infectado foi 95,47% (Fig. 40C).
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FIGURA 40. Namero de vermes recuperados no 100° dia p6s infeccdo: Numero de vermes
adultos fémeas separados do macho recuperado (A), Numero de vermes adultos machos
separados da fémea recuperados (B), e Numero de vermes adultos acasalados e suas respectivas
% de reducdo da carga parasitaria (C). Os vermes foram recuperados através do sistema porta-
hepatico dos grupos: controle infectado ndo tratado, infectado/tratado com anti-CTLA4,
infectado/tratado com anti-CD28 e infectado tratado com PZQ, no 100° dia pés infec¢do. Os
dados representam n= 10 animais de 2 experimentos independentes. ND (n&o detectado).
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4.23 Histologia hepatica no 64° dia pdés infec¢ao

Nas figuras a seguir, pode-se observar o granuloma hepéatico em animais dos
grupos infectados, tratados ou ndo. Na Figura 41, podemos observar as ldminas coradas
com H.E. (Hematoxilina/Eosina) e na figura 42 podemos observar as laminas coradas
com T.M. (Tricrémico de Masson) no 64° dia pés infec¢do, sendo que, as mesmas
foram coradas com H.E. para a observacdo das caracteristicas celulares e com
Tricrdmico de Masson para a observacdo de fibrose. Nos animais do grupo controle e
controle tratado com Ac (IgG), o figado apresentou-se preservado sem a presenca de
granuloma ou ovos (Fig. 41 A e B respectivamente); nos animais dos grupos infectados,
tratados ou ndo (somente infectado, infectado tratado com anti-CTLA4, infectado
tratado com anti-CD28 e infectado tratado com PZQ) (Fig. 41C, 41D, 41E e 41F,
respectivamente), observou-se a formacdo de granuloma hepético periovular, com
infiltrado celular misto (macréfagos, eosinéfilos, neutrdfilos, linfocitos). Na Figura 42,
(coloracdo pelo Tricromico de Masson), pode-se observar a presenca de depdsito de
colageno (azul) no figado dos animais infectados, tratados ou ndo (somente infectado,
infectado tratado com anti-CTLA4, infectado tratado com anti-CD28 e infectado tratado
com PZQ). Observou-se a presenca de depdsito de colageno nas areas granulomatosas,
principalmente periovulares, que corresponde a fibrose (Fig. 42C, 42D, 42E e 42F,
respectivamente). Nos grupos infectado tratado com anti-CD28 e PZQ (Fig. 42E e 42F),
observou-se ainda, deposito de colageno aparentemente mais discreto em relacdo aos
demais grupos somente infectado e infectado tratado com anti-CTLA4 (Fig. 42C e
42D).



FIGURA 41. Fotomicrografia de cortes de figado de camundongos infectados com S. mansoni tratados ou nao.
Analise morfoldgica de cortes histolégicos de figado no 64° dia pds infeccdo nos animais dos grupos: controle (A),
Controle + Ac (IgG) (B), infectado (C), infectado+anti-CTLA4 (D), infectado + anti-CD28 (E) e infectado+PZQ (F)

Coloragdo: H.E. Aumento: 100 e 400x.
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FIGURA 42. Fotomicrografia de cortes de figado de camundongos infectados com S. mansoni tratados ou nao.
Anélise morfoldgica de cortes histoldgicos de figado no 64° dia pos infec¢do nos animais dos grupos: controle (A),
Controle + Ac (IgG) (B), infectado (C), infectado+anti-CTLA4 (D), infectado + anti-CD28 (E) e infectado+PZQ (F)

Coloracdo: T. Masson. Aumento: 100 e 400x.



99

4.24 Histologia hepética no 100° dia po6s infecgdo

Nas figuras a seguir, pode-se observar o granuloma hepatico em animais dos
grupos infectados, tratados ou ndo. Na Figura 43, podemos observar as laminas coradas
com H.E. (Hematoxilina/Eosina) e na figura 44 podemos observar as laminas coradas
com T.M. (Tricrédmico de Masson) no 100° dia pés infeccdo, sendo que, as mesmas
foram coradas com H.E. para a observacdo das caracteristicas celulares e com
Tricrdmico de Masson para a observacdo de fibrose. Nos animais do grupo controle e
controle tratado com Ac (IgG), o figado apresentou-se preservado sem a presenca de
granuloma ou ovos (Fig. 43 A e B respectivamente); nos animais dos grupos infectados,
tratados ou ndo (somente infectado, infectado tratado com anti-CTLA4, infectado
tratado com anti-CD28 e infectado tratado com PZQ) (Fig. 43C, 43D, 43E e 43F,
respectivamente), observou-se a formacdo de granuloma hepatico periovular, com
infiltrado celular misto (macrofagos, eosindfilos, neutrofilos, linfécitos). Na Figura 44,
(coloracdo pelo Tricrdmico de Masson), pode-se observar a presenca de deposito de
colageno (azul) no figado dos animais infectados tratados ou ndo (somente infectado,
infectado tratado com anti-CTLA4, infectado tratado com anti-CD28 e infectado tratado
com PZQ). Observou-se a presenca de depdsito de colageno nas areas granulomatosas,
principalmente periovulares, que corresponde a fibrose (Fig. 44C, 44D, 44E e 44F,

respectivamente).
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FIGURA 43. Fotomicrografia de cortes de figado de camundongos infectados com S. mansoni tratados ou nao.
Anélise morfoldgica de cortes histoldgicos de figado no 100° dia pés infec¢do nos animais dos grupos: controle (A),
Controle + Ac (IgG) (B), infectado (C), infectado+anti-CTLA4 (D), infectado + anti-CD28 (E) e infectado+PZQ (F)
Coloragdo: H.E. Aumento: 100 e 400x.



FIGURA 44. Fotomicrografia de cortes de figado de camundongos infectados com S. mansoni tratados ou nao.
Analise morfoldgica de cortes histologicos de figado no 100° dia pés infeccdo nos animais dos grupos: controle (A),
Controle + Ac (IgG) (B), infectado (C), infectado+anti-CTLA4 (D), infectado + anti-CD28 (E) e infectado+PZQ (F)
Coloragdo: T. Masson. Aumento: 100 e 400x.
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4.25 Avaliagdo do tratamento de bloqueio das moléculas coestimulatorias CTLA4 e
CD28 em ceélulas de linfonodo mesentérico

Nesta parte do trabalho, o objetivo foi avaliar a eficacia do tratamento proposto
com anticorpos anti-CTLA4 e anti-CD28. Através desta técnica avaliou-se o bloqueio
de moléculas coestimulatorias (CTLA4 e CD28) na superficie das células linfocitarias
de linfonodos mesentéricos, com 0 uso de anticorpos marcados com compostos
fluorescentes (FITC e/ou PE) anti-CTLA4" FITC + anti-CD4" PE e anti-CD4" PE +
anti-CD28" FITC, sendo CD4+ utilizado como marcador de células T. Os resultados
foram apresentados de modo a visualizar e comparar o bloqueio destas moléculas, apds
trés doses de tratamento. Nas células linfocitarias dos linfonodos mesentéricos, apds 64
dias de infeccdo, os dados foram apresentados de acordo com a porcentagem da
intensidade de fluorescéncia das moléculas nas células linfocitérias, esquematizados em
graficos. Foram feitas as analises intra e extra-celular, para CTLA4, pois, como este
receptor extracelular é de facil degradacdo a parte intracelular do mesmo se mantém
intacta. Porém, vale ressaltar que o tratamento é apenas para o bloqueio de CTLA4
extracelular.

Na figura 45 podemos observar uma diminuicdo de forma ndo significativa da
porcentagem da intensidade de fluorescéncia de moléculas CD28 nos grupos infectados
tratados com anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ (sendo mais destacada a diminuigdo nos
grupos infectados tratados com anti-CTLA4 e CD28) quando comparados com 0s
grupos controle, controle tratado com IgG e somente infectado, ressaltando entdo o
grupo infectado tratado com anti-CD28. Podemos observar que, os anticorpos 1gG
marcados com fluorescéncia para o reconhecimento de receptores CD28, ndo tiveram
maior intensidade de fluorescéncia, possivelmente ndo se ligando aos receptores CD28
devido ao anticorpo anti-CD28 de tratamento ja estar ligado na molécula.

Na figura 46 podemos observar uma diminuicdo de forma ndo significativa da
porcentagem da intensidade de fluorescéncia de moléculas CTLA4 nos grupos
infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28 quando comparados com 0S grupos
controle, controle tratado com IgG, infectado tratado com PZQ e somente infectado.
Ressaltando que, o grupo infectado tratado com anti-CTLA4 foi observado que, 0s
anticorpos 1gG marcados com fluorescéncia para o reconhecimento de receptores

CTLA4 ndo tiveram maior intensidade de fluorescéncia, ndo se ligando aos receptores
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CTLA4 devido ao anticorpo anti-CTLA4 de tratamento j& estar ligado na molécula.
Mas, para esta confirmacdo foi feita a analise intracelular como mostra na figura 47.
Houve aumento da porcentagem de intensidade de fluorescéncia de CTLA4 intracelular,
sugerindo que, a resposta através da molécula coestimulatoria CTLA4 foi ativada e que
0 anticorpo anti-CTLA4 de tratamento ligou-se no receptor CTLA4 extracelular.
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FIGURA 45. Avaliacdo do tratamento de bloqueio da molécula coestimulatéria CD28 em
celulas de linfonodo mesentérico: A cor verde representa o grupo controle, a cor azul
representa o grupo controle/tratado com 1gG, a vermelha representa o grupo infectado nédo
tratado, a amarela o grupo infectado e tratado com anti-CTLA4, a rosa o grupo infectado e
tratado com anti-CD28 e a roxa representa o grupo infectado e tratado com Praziquantel.
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FIGURA 46. Avaliagdo do tratamento de bloqueio da molécula coestimulatdria
extracelular CTLA4 em células de linfonodo mesentérico: A cor verde representa 0 grupo
controle, a cor azul representa o grupo controle/tratado com IgG, a vermelha representa o grupo
infectado ndo tratado, a amarela o grupo infectado e tratado com anti-CTLA4, a rosa 0 grupo
infectado e tratado com anti-CD28 e a roxa representa o grupo infectado e tratado com
Praziquantel.
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FIGURA 47. Avaliagdo do tratamento de bloqueio da molécula coestimulatdria
intracelular CTLA4 em células de linfonodo mesentérico: A cor verde representa 0 grupo
controle, a cor azul representa o grupo controle/tratado com IgG, a vermelha representa o grupo
infectado ndo tratado, a amarela o grupo infectado e tratado com anti-CTLA4, a rosa 0 grupo
infectado e tratado com anti-CD28 e a roxa representa o grupo infectado e tratado com
Praziquantel.
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5.DISCUSSAO

A esquistossomose é uma infeccdo de relevancia mundial uma vez que acomete
um grande nuimero de pessoas causando uma grande morbidade e consequentemente
comprometimento socio-econdmico. Apesar da existéncia de farmacos contra os vermes
adultos, faltam farmacos que possam controlar os efeitos moérbidos da infeccdo ou
mesmo vacinas que possam controlar a disseminacdo deste parasito. Assim, isto faz
com que, 0 avango no combate e controle da infec¢do néo seja suficiente para minimizar
a transmissdo e as suas consequéncias. Atualmente o investimento no desenvolvimento
de vacinas contra parasitos € maior, no entanto, a complexidade dos vermes e suas
interacbes com o hospedeiro mostram que estamos diante de um grande desafio.
(DINIZ, 2009)

Os parasitos induzem fraca imunidade natural e sdo capazes de evadir ou resistir
as respostas imunes especificas dos hospedeiros. Esta persisténcia no hospedeiro leva
a reacBes imunoldgicas cronicas que resultam em lesGes teciduais e complicacdes
patoldgicas, tais complicagdes sdo mais relacionadas com a resposta imune do
hospedeiro ao parasito e aos ovos do que a prépria infeccdo. (DINIZ, 2009)

Durante a infeccdo aguda a resposta imune do hospedeiro contra cercarias e
esquistossomulos é inicialmente mediada por células tipo Thl. Com o progresso da
infecgdo, a resposta € substituida por células Th2, induzida em especial durante a
formacédo de granulomas gerados pelos produtos toxicos de ovos retidos em tecidos do
hospedeiro. Estudos demonstraram que, uma vacina anti-esquistossomose eficiente
requer forte inducdo de respostas dos tipos Thl e Th2. (LOUKAS e MCMANUS, 2008)
A estratégia de utilizar o tratamento com anticorpos monoclonais anti-CTLA4 e anti-
CD28 na esquistossomose mansonica murina foi de avaliar a modulagdo da resposta
inflamatdria induzida pelo S. mansoni quando o blogueio de CD28 e CTLA4 fosse
realizado.

Deste modo, avaliamos as fases aguda e crénica em camundongos infectados
com S. mansoni, que foram analisadas amostras parasitologicas de fezes,
hematoldgicas, soroldgicas, histoldgicos e fluidos das cavidades peritoneais e

pulmonares, tendo em vista avaliar os tratamentos propostos. Sendo que, a literatura
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carece de trabalhos que mostram exatamente a funcdo das moléculas coestimulatorias
CD28 e participacdo de CTLA4 na esquistossomose mansonica.

O processo inflamatério € um dos principais fatores que contribui para o
aumento da morbidade na esquistossomose, sendo os eosinéfilos uma das células de
grande relevancia nesse contexto inflamatorio. Em relagdo ao nimero de eosinofilos no
12° (Fig. 22A), 64° (Fig. 25A) e 100° (Fig. 28A) dia pds infeccdo no sangue, N0ssos
resultados demonstraram que animais tratados com mAb anti-CTLA4, anti-CD28 e
PZQ apresentaram diminuicdo desses eosinofilos, entretanto apenas foi significativa no
64°dia pos infeccdo, quando comparados aos respectivos grupos somente infectado.
Varios autores tém demonstrado que o nimero de eosindéfilos, durante a infeccdo pelo S.
mansoni, em distintos compartimentos (medula 6ssea, sangue, cavidade peritoneal e
0rgdos), apresenta numero elevado na fase aguda da esquistossomose, com altos niveis
persistindo mesmo na fase cronica da infec¢do. (COLLEY, 1972; MAHMOUD et al.,
1975; LENZI; LENZI, 1990) Podemos entdo sugerir que, 0S respectivos tratamentos
modularam negativamente a presenca de eosinofilos na corrente sanguinea. Ja nas
cavidades pulmonar e peritoneal dos animais dos grupos infectados tratados foram
observados valores variados de eosinofilos.

Estudos realizados com camundongos C57BL/6 infectados com S. mansoni e
tratados com CTLA4lg (50ug/camundongo 07 dias apos infeccdo), avaliaram que o
bloqueio de CTLA4 com CTLAA4Ig inibiu o desenvolvimento de inflamagbes nas vias
aéreas, principalmente da resposta eosinofilica. (HARRIS, 1997; KEANE-MAYERS,
1997) Nossos resultados mostraram que, o tratamento de camundongos infectados com
S. mansoni e tratados 7 dias ap6s infeccdo com anticorpos monoclonais anti-CTLA4
(100ug/kg/animal) apresentou uma diminuicdo na resposta celular eosinofilica na
cavidade pulmonar (LBA) no 12° dia pos infeccdo. Porém esta diminuicdo ndo foi
significativa, o que sugere uma possivel inibicdo no desenvolvimento de inflamacdes
nas vias aéreas, principalmente na resposta eosinofilica (Fig. 22B). No entanto, estas
investigacOes ndo elucidam o mecanismo pelo qual CTLA4 inibe a inflamacgéo nas vias
aereas nesse modelo.

O PzZQ atualmente é a Unica droga efetiva contra todas as espécies de
Schistosomas patogénicos para 0 homem (WHO, 2010), sua utilizacdo em populagdes
tem apresentado alguns problemas como reducédo e auséncia da eficacia terapéutica em
pacientes de regides como Senegal e Egito. (GRYSEELS et al., 2001; ISMAIL et al.,
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1999) Assim a busca de novas ferramentas terapéuticas é apropriada, enquanto, ainda
almeja-se a producdo de formas eficazes de imunizacdo. (BOTROS, 2004) Alguns
trabalhos como o de Ghandour e colaboradores (1990) mostraram baixa eficiéncia do
PZQ dependendo do periodo e da dose do tratamento, quando usaram a dose de 40
mg/Kg/animal recomendada pela OMS. Os camundongos tratados com essa dose no
periodo de 5 dias ap0s a infec¢do apresentaram reducdo de 33,6% na carga parasitaria.
A dose de PZQ por nos utilizada (500mg/kg/animal) mostrou-se eficiente, apresentando
86% de reducdo da carga parasitaria no 64° dia pos infeccdo (Fig. 39 C) e 95,47% de
reducdo da carga parasitaria no 100° dia p6s infeccdo (Fig. 40 C). Essa dose de 500 mg
de PZQ ndo é a dose recomendada para tratamento de individuos infectados pelo S.
mansoni, apenas representa uma dose que garante um efeito positivo contra a infeccao
no modelo experimental. Ja a % de reducdo da carga parasitaria no grupo infectado
tratado com anti-CTLA4 no 64° dia pds infeccdo foi de 21,3% (Fig. 39 C) e 46,2% no
grupo infectado tratado com anti-CD28 no 100° dia pés infeccdo (Fig. 40C). Esses
corroboram com Ghandour e colaboradores (1990). A ativacdo da resposta imune
durante uma infeccdo pode favorecer controle do agente infeccioso. Por isso, é de
grande valia observar se a modulacdo de parametros imunoldgicos interfere no processo
infeccioso, através da analise da carga parasitaria. Nossos dados mostraram que, 0
grupo tratado com anti-CD28 apresentou % de reducdo da carga parasitaria somente no
100° dia po6s infeccdo enquanto que, o grupo infectado tratado com anti-CTLA4
apresentou % de reducdo da carga parasitaria no 64° e 100° dia pés infeccdo. Porém, a
% de reducao foi menor no 100° dia pos infeccdo (4%), mas mesmo sendo discreta ndo
deixou de existir a reducdo da carga parasitaria neste modelo de tratamento. Embora,
esses resultados paregcam promissores precisam ser melhores investigados para que
possamos propor um mecanismo mais especifico e efetivo para a terapia durante a
esquistossomose mansoénica.

A fisiopatogénese da esquistossomose mansonica esta diretamente relacionada
aos mecanismos inflamatorios envolvidos nas lesdes hepaticas e intestinais. E dentre os
fatores inerentes ao desenvolvimento do processo inflamatdrio esta a aderéncia de ovos
aos tecidos alvos, principalmente figado e intestino. A modulacdo da resposta imune
induzida pelos tratamentos com anticorpos monoclonais anti-CTLA4 e anti-CD28
favorece um quadro para redirecionar o processo inflamatorio, e possivelmente diminuir

a morbidade da inflamacdo nos tecidos acometidos, durante a esquistossomose. Neste
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estudo, foram observados aumento significativo no numero de ovos nas fezes no grupo
infectado tratado com anti-CD28 no 85° dia pos infeccdo (Fig. 36) e a analise feita nos
fragmentos de intestinos dos animais infectados tratados com anti-CD28 no 100° dia
pos infeccdo foi possivel observar que, os ovos apresentaram-se com mortalidade de
miracidio (Fig. 38). Assim, podemos sugerir que, o tratamento interferiu no processo de
ovoposicao e estagio dos ovos eliminados pelo parasito. Devido a quantidade e estagios
dos ovos eliminados, podemos sugerir que, esse achado é relevante, pois os granulomas
sdo gerados principalmente a partir de respostas imunes contra 0s antigenos sollveis
dos ovos (SEAs). (GOUNNI, 1994)

Os casais adultos de S. mansoni vivem nas vénulas do plexo hemorroidario e no
sistema porta. (HENRI et al., 2002) Nesses locais as fémeas fazem a ovoposic¢do de
aproximadamente 300 ovos/dia e estima-se que aproximadamente 50% dos ovos
eliminados pelas fémeas cheguem a luz intestinal, ficando o restante retido nos tecidos
provocando reacdes inflamatdrias. Eventualmente alguns desses ovos sdo carreados para
a veia porta pela corrente circulatoria e para 0s espacos intra-hepaticos. Aqueles ovos
que ficaram aderidos ao endotélio sofrem um processo de ‘migragdo’ por diversas
camadas celulares, indo da luz do vaso até a luz intestinal, o qual dura aproximadamente
6 a7 dias. (LENZI et al., 1987)

Lima e colaboradores (1994) relatam que, a maior susceptibilidade das fémeas
do parasito ao PZQ deve ser considerada como um fator inerente ao seu mecanismo de
acdo. Machos e fémeas de S. mansoni apresentam diferencas em relacdo as propriedades
e composicdo das membranas o que pode ser responsavel pela maior atuacdo da droga
nos vermes fémea. (MEELHORN et al. 1981) Observando a propor¢cdo de machos e
fémeas recuperados apds os diferentes tratamentos, nossos resultados mostraram que,
no 64° e 100° dia p6s infeccdo, os animais do grupo infectado com S. mansoni e
tratados com anti-CD28, apresentaram diminuicdo no nimero de fémeas recuperadas
separadas (Fig.39 e 40 A) quando comparadas a quantidade de machos encontrados
sozinhos (Fig.39 e 40 B). Juntos esses achados sugerem que, o tratamento com anti-
CD28 pode ter modulado ap0s a exposicdo dos antigenos dos vermes a ligacdo e
penetracdo das células de defesa do hospedeiro para dentro dos vermes. Neste caso as
fémeas foram mais susceptiveis do que 0os machos.

As citocinas estdo envolvidas, entre varias funcdes, e de forma diversa, na

resposta imune contra helmintos. Assim, na Esquistossomose mansénica as citocinas
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que estdo associadas com a resposta imune Thl como INF-y, IL-12 e TNF-a podem
evitar a fibrose mediada por IL-13. (PEARCE; MACDONALD, 2002) Os mondcitos
participam da resposta imune através de aderéncia ao substrato, quimiotaxia, ingestao
de células e particulas inertes, fagocitose bacteriana, liberacdo de mediadores bioativos
e citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e producgdo de radicais livres como o anion
superdxido. Notavelmente, no inicio da infec¢do por S. mansoni ocorre a producéo de
TNF-o por células mononucleares ap6s contato com antigenos do parasito no qual
reflete a uma resposta Thl. (PEARCE; MACDONALD, 2002) Nossos dados
demonstraram que, no 12° dia pds infeccdo o grupo infectado tratado com anti-CTLA4
apresentou baixos niveis na cavidade pulmonar de TNF-a quando comparado ao grupo
somente infectado (Fig. 30A) sugerindo que, neste periodo e nesta cavidade ndo ha mais
o perfil de resposta Th1 e possivel migracdo dos parasitos para o sistema porta-hepatico.

A IL-12 é uma citocina com importante relacdo com o perfil Thl e prevalece na
fase inicial da infeccdo pelo S. mansoni. Esta citocina induz entre outras a sintese de
IFN-y, além de ser um fator chave no desenvolvimento de linfécitos Thl antigenos-
especificos. A acdo da IL-12 sobre a resposta Th2 parece clara podendo suprimir a
producdo de IL-4 de forma direta (WANG et al., 1994) ou mesma indireta, pela inducao
da producéo de IFN- y. (FINKELMAN et al., 1994) Contudo, Germann e colaboradores
(1995) mostraram que, a acdo de IL-12 na auséncia de IFN- y leva a um aumento da
resposta Th2. O papel relevante e benéfico da IL-12, também ja foi amplamente
demonstrado em algumas infecgOes intracelulares. (GAZZINELLI, 1996) Na
esquistossomose sua acdo ja foi descrita como sendo um importante agente coadjuvante
na vacinacdo experimental com cercérias atenuadas. (WYNN et al., 1995b; WYNN et
al., 1996; FONSECA et al., 2004) Em nosso estudo observamos que, no 12° dia p6s
infeccdo houve aumento significativo de IL-12 no plasma (Fig. 30C), nos grupos
infectados tratados com anti-CD28, anti-CTLA4 e PZQ quando comparados ao grupo
somente infectado sugerindo que, a grande quantidade de IL-12 no plasma pode ser
fator indutor para o inicio da resposta Th2.

No inicio da ovoposi¢édo, e com a deposicdo de ovos nos tecidos, a producao das
citocinas é predominantemente direcionada para o perfil da resposta imune Th2 e
também para resposta imune regulatérias. Assim, h4 um aumento da producéo de IL-4,
IL-5 e IL-10. Na esquistossomose o papel da IL-4 ja foi bastante explorado. Trabalhos

mostraram que, o tratamento com anti-IL-4 leva a uma diminuicéo da fibrose hepatica
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com pouca interferéncia no tamanho dos granulomas neste 6rgdo. (CHEEVER et al.,
1994; ELTOUM et al., 1995) Podemos observar em nosso estudo que no 64°dia pds
infeccdo houve diminuicdo significativa de IL-4 no grupo tratado com anti-CD28
quando comparado ao grupo somente infectado (Fig. 31A), sugerindo que, o tratamento
com anti-CD28 pode modular negativamente IL-4, favorecendo a contribuicdo para a
diminuicdo ou mesmo ser um fator importante para inibir a formagdo da fibrose na
esquistossomose. Esses dados corroboram com outros achados desse estudo, onde
podemos observar a diminui¢cdo da deposicdo de coldgeno, resultante de uma fibrose,
neste grupo no 64° dia pos infeccdo (Fig. 42E) assim, estes dados corroboram com os da
literatura.

Ja a producdo de IL-5 esta envolvida na proliferacdo e a ativacdo de eosinofilos,
que parecem ser essenciais na destruicdo de esquistossomulos. (CAPRON et al., 1979)
Além disso, esse tipo celular representa aproximadamente 40-50% da composi¢do do
infiltrado inflamatdrio que compde o granuloma esquistossomotico. De acordo com
Lenzi e colaboradores (1987), o eosinofilo é a principal célula inflamatdria envolvida na
migracdo dos ovos de S. mansoni pelo endotélio intestinal. No 64°dia pds infecgdo
houve aumento significativo de IL-5 no grupo infectado tratado com anti-CTLA4
qguando comparado ao grupo somente infectado (Fig. 31B). Dessa forma esses dados
relacionam o aumento de eosindfilos na cavidade peritoneal no 64° dia p6s infeccao
(Fig. 25C). Assim, sugerimos que o tratamento com anti-CTLA4 proporciona aumento
significativo de IL-5 favorecendo aumento de eosindfilos, na cavidade peritoneal,
responsaveis na eliminacdo dos ovos atraves da luz intestinal.

A iniciacdo e manutencdo das respostas granulomatosas sdo caracteristicas da
infecgdo pelo S. mansoni e requer recrutamento e acimulo de células inflamatorias ao
redor dos ovos depositados, principalmente no figado e no intestino. (GRIMAUD et al.,
1987) Dessa forma, logo apds o inicio da maturacdo sexual dos parasitos e posterior
ovoposicao, linfdcitos reativos aos antigenos dos ovos (SEA) entram em proliferacdo no
baco e linfoblastos reativos aos SEA séo recrutados para o granuloma hepatico. (KING
et al.,, 2001) A formacdo do granuloma em torno de ovos de S. mansoni € 0 evento
central no desenvolvimento da patologia associada a infeccdo esquistossomética aguda
e cronica, embora ja tenha sido evidenciado a participacdo de antigenos derivados de
outros estagios do parasito tanto no desenvolvimento da patologia quanto na resisténcia

a infeccdo pelo Schistosoma mansoni, (JACOBS et. al., 1997), este fendbmeno foi
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demonstrado como sendo uma reacdo dependente principalmente de linfocitos T e foi
denominado modula¢do do granuloma. Em nosso trabalho podemos observar que,
houve a deposicao dos ovos nos tecidos hepaticos e subsequente resposta granulomatosa
periovular no 64° e 100° dia pos infecgdo nos grupos somente infectado e infectados
tratados com anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ (Fig 41 e 43 C, D, E e F), porém néo
foram realizados testes que evidenciam as diferencas estatisticas quanto ao percentual
do volume dos granulomas, densidade volumétrica e numérica, entre 0s grupos.

Assim, a inflamacéo granulomatosa resultante da infeccdo pelo S. mansoni, leva
a formacdo de tecido fibroso que varia, consideravelmente, de individuo para individuo,
sendo essas alteracGes observadas no modelo murino, onde se verifica que infeccdes
com cargas parasitarias semelhantes, em diferentes linhagens de camundongos, podem
provocar doencas de intensidades diferentes. (CARVALHO, 2004) Nesse trabalho os
resultados demonstraram que, no figado de camundongos da linhagem Balb/c somente
infectados e infectados tratados ocorreu o depoésito de coladgeno resultante de fibrose no
64° e 100° dia pos infeccdo (Fig. 42 e 44 C, D, E e F). Porém nos animais dos grupos
infectados tratados com anti-CD28 e PZQ no 64° dia pos infeccdo (Fig. 42E e F),
aparentemente ocorreu discreta deposicdo de colageno ao redor dos ovos nos
granulomas periovulares, sendo que, no 100° dia pds infeccao foram observadas intensa
deposicdo de colageno ao redor dos ovos nos granulomas periovulares de tais grupos
(Fig. 43E e F). Por outro lado, a observacdo de depoésito de colageno por coloragdo
(Tricrémico de Masson) ndo é a melhor técnica para tal analise, sendo necesséria a
realizacdo de outros testes, como analise bioquimica, para determinar se o colageno
realmente esta reduzido de forma significativa nesses grupos. De qualquer modo, nossos
dados sugerem que os tratamentos com os mAb podem modular a resposta imune nas
diferentes fases da esquistossomose murina.

As interacOes entre citocinas e anticorpos em resposta a presenca do S. mansoni
demonstram a importancia das respostas celular e humoral na defini¢cdo dos mecanismos
de resisténcia e susceptibilidade frente a infecgdo. Assim, a IL-5 modula positivamente
as funcgdes efetoras das células B promovendo proliferacdo e diferenciacdo para
plasmécitos secretores de imunoglobulinas (TAGUCHI et al., 1991), e o grau de
resisténcia frente a infeccdo, depende em parte, da funcdo protetora mediada pela IgE.
(RIHET et al., 1992) Neste trabalho, os animais infectados tratados com anti-CD28

apresentaram diminuicdo nos niveis de IL-5 (Fig. 31B) contribuindo para o
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favorecimento na diminuicdo nos niveis de IgE em resposta aos antigenos dos vermes
adultos no 64° dia pos infeccdo (Fig. 33 C). Assim no 100° dia pds infeccdo os niveis de
IgE nos animais do grupo infectado tratado com anti-CD28 permanecem baixos quando
comparados aos do grupo somente infectado (Fig. 34C). J& nos grupos infectados
tratados com anti-CTLA4 e PZQ foram observadas aumento de IgE somente (Fig. 34C).
Vale ressaltar que alguns autores sugerem que a IgE pode ter relevancia na protecdo de
individuos reinfectados pelo S. mansoni. (CAPRON, 1999; GOMES et al., 1998, 2002)

Silva e colaboradores (2004) verificaram que a producdo de anticorpos em
camundongos Balb/c infectados com S. mansoni, ocorre com predominéncia do isotipo
IgG1. Outros autores sugerem que os altos niveis de 1gG1 estdo relacionados com a fase
crénica da infeccdo e também com a sintese de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-
13), as quais estimulam a producdo desses anticorpos (ABBAS; MURPHY; SHER,
1996). E ainda IL-4 (LA FLAMME et al., 2001) e IL-13 (SILVA et al., 2004) parecem
ser fundamentais na producédo de IgG1.(CHEEVER, 2000) Em relacdo a 1gG1, nossos
resultados demonstraram que, o grupo infectado tratado com anti-CD28 (Fig. 33A)
apresentou baixo nivel desse isotipo no 64°dia pos infec¢do que corroboram aos baixos
niveis de IL-4 e IL-5 no 64° dia p6s infeccdo (Fig. 31 A e B). Assim no 64° dia pés
infeccdo foram observados baixos niveis de 1gG1 nos grupos infectados tratados com
anti-CTLA4, anti-CD28 e PZQ (Fig. 33A) esses baixos niveis, talvez sejam explicados
pelo fato de ser atribuida a fase cronica da doenca, sendo que no 100° dia p6s infeccdo
podemos observar que prevalece esses baixos niveis (Fig. 34A) sugerindo que, neste
periodo ha resposta Treg de acordo com Dunne e Cooke, (2005) (Fig. 5).

O IFN- y é uma citocina envolvida na resposta granulomatosa, dentre suas
inimeras funcbes pode-se citar que age como supressor da sintese de colageno por
fibroblastos, sendo associado com a protecdo contra a fibrose na esquistossomose.
(KOVACS, 1991; HENRI et al., 2002) Em modelos experimentais a administracao de
IFN- y exdgeno, durante a infec¢do esquistossomatica, levou a uma inibigdo da fibrose
hepatica com pequena diminui¢do do tamanho do granuloma. (CZAJA et al., 1989)
Entretanto, quando se adicionava anticorpos anti-IFN- y ndo foi observado efeito
significativo no processo patoldgico hepatico. (SHER et al., 1990) Enguanto que, nos
pulmdes a neutralizacdo de IFN- y proporcionou um aumento dos granulomas. (WYNN
et al., 1994) Em nosso estudo foi possivel observar que, no 64° dia p6s infeccdo ndo

houve a presenca de IFN- y na analise das amostras neste dia nos grupos infectados
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tratados com anti-CTLA4 e anti-CD28 (Fig. 31C). Sugeririndo que possa ter ocorrido
inibicdo da sintese de IFN- y nos grupos infectados tratados com anti-CTLA4 e anti-
CD28.

La Flamme e colaboradores (2001) demonstraram que, o aumento de IFN- y em
animais infectados IL-4 -/- resultou em niveis maiores de 1gG2a quando comparados a
animais infectados (WT). Enquanto que, em camundongos infectados (IL-4 -/-) e (WT)
quando o IFN- y foi neutralizado (Ac anti-IFN-y), ambos 0s grupos apresentaram
diminuicdo nos niveis de 1gG2a. Esses autores sugeriram que a producdo de 1gG2a
parece ser controlada por IFN-y. (CHEEVER, 2000) Em relagdo a 1gG2a (Fig. 33B), o
grupo infectado tratado com anti-CTLA4 apresentou baixo nivel desse isotipo no 64°
dia pos infeccdo sendo que, estes dados corroboram com a possivel inibicdo de IFN-y
no 64° dia pos infeccdo neste grupo (Fig 31C). J& no 100° dia pés infeccdo podemos
observar um aumento nos niveis de 1gG2a nos grupos infectados tratados com anti-
CTLA4 e PZQ (Fig. 34B) e baixo nivel no grupo infectado tratado com anti-CD28 (Fig.
34B).

A IL-10 é uma citocina produzida por uma variedade de tipos celulares
(MOORE et al., 1993). Além da sua capacidade de regular a resposta Thl e a produgéo
de varias citocinas pro-inflamatérias. Também, ja foi demonstrado que a IL-10
desenvolve um papel critico na protecdo do hospedeiro as infecgdes por protozoarios
intracelulares. (GAZZINELLI et al., 1996; HUNTER et al., 1997) Essa citocina exerce
um papel essencial no processo de imunomodulagdo que ocorre na fase cronica da
infeccdo esquistossomotica. (FLORES VILLANUEVA et al., 1994; SADLER et al.,
2003) Recentemente foi demonstrado que, ao controlar as respostas Thl e Th2, a IL-10
exerce uma fungdo de citocina “estabilizadora”, evitando a polarizagdo da resposta
imune na infecgdo esquistossomotica. (HOFFMANN et al., 1999) VELUPILLAI &
HARN, (1994) mostraram que, em camundongos, o0 desvio da resposta imune do tipo
Th1 para Th2, ocorre por ocasido da deposi¢cdo dos ovos pelo parasito e esta relacionada
com um aumento de IL-10. E importante mencionar que, os mecanismos envolvidos na
indugdo das respostas Thl e Th2 na esquistossomose ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Alguns estudos na esquistossomose experimental revelam a existéncia de
interacbes complexas entre tipos celulares e demonstram a importancia de moléculas
acessorias além das citocinas no direcionamento dessas respostas. De acordo com as

andlises feitas em nosso estudo no 64° e 100° dia pos infecgdo, os niveis de IL-10
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diminuiu significativamente nos grupos tratados com anti-CTLA4 e PZQ quando
comparados com seus respectivos grupos somente infectado (Fig. 32A e B), ja 0 grupo
infectado tratado com anti-CD28 observamos que no 100° dia foi detectado aumento
significativo nos niveis de IL-10 (Fig. 32B). Assim esse achado sugere que, 0 aumento
de IL-10 corrobora com sua fungdo “estabilizadora” para o balango Th2/Thl na
infeccdo esquistossomotica, minimizando os efeitos deletérios desse processo.

Baseado nos achados deste trabalho, podemos sugerir que, o tratamento com
anti-CTLA4 e anti-CD28, neste contexto, apresenta hipotética alteracdo na carga
parasitaria, perfil imunoldgico e histopatol6gico uma vez que o mecanismo pelo qual

este tratamento age elucidamente ainda é desconhecido.
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6.CONCLUSOES

1. O tratamento com os anticorpos monoclonais (mAb) anti-CTLA4 e anti-CD28
em animais infectados com S. mansoni promove efeitos imunomoduladores e

alteracdes na carga parasitaria neste modelo experimental;

2. O blogueio das moléculas coestimulatérias CTLA4 e CD28 modulam
negativamente o recrutamento de eosinofilos para corrente sanguinea no 12°,
64° e 100° dia pds infeccdo, sugerindo uma relacdo parcialmente dependente

entre essas moléculas e o eosindfilo;

3. O efeito imunomodulatério do bloqueio de CTLA4 e CD28 parece favorecer no
plasma citocinas do perfil Thl e Th2 e a producdo de anticorpos em

camundongos infectados com S. mansoni;

4. O bloqueio da molécula coestimulatéria CD28 no 64° dia p6s infeccdo favoreceu
modulacdo negativa de IL-4 no plasma. Sugerindo que, a diminuicdo desta
citocina pode ter favorecido a inibicdo de depdsito de coladgeno resultante de

uma fibrose;

5. O bloqueio da molécula coestimulatéria CD28 no 100° dia p6s infeccdo modulou
positivamente IL-10, sugerindo que, este fenébmeno contribuiu para a

estabilizacdo da resposta Th2 nesse modelo neste periodo.
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