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SUMARIO

SUMARIO

A resposta granulomatosa em torno dos ovos do Schistosoma mansoni
alojados nos tecidos do hospedeiro é considerada uma das principais causas da
patologia na esquistossomose. Sao diversos os estudos que investigaram os
eventos de formagao e modulagdo do granuloma in vitro, empregando o modelo de
formacgao de granuloma in vitro. Eventos de modulagao da reatividade celular in vitro,
durante a infeccdo crbnica, podem ser correlacionados com a diminuigdo do
tamanho do granuloma observados nos individuos que apresentam a forma clinica
intestinal da infecgéo (INT).

Trabalhos recentes mostraram que a IL-10 exerce um papel central na

modulagdo da reatividade granulomatosa in vitro observada em pacientes INT. Os
estudos que avaliam o fendtipo de células mononucleares e a expressdo de
moléculas co-estimuladoras em populagdes e subpopulagdes celulares, envolvidas
na reatividade granulomatosa in vitro sdo ainda escassos. Embora, diversos
trabalhos, na esquistossomose experimental, tenham demonstrado que fatores
soluveis podem estar correlacionados a expressao diferenciada de marcadores de
superficie celular, esses mecanismos ndo estdo ainda esclarecidos na
esquistossomose humana.
Nesta tese, foram avaliadas, através da citometria de fluxo, as altera¢des fenotipicas
na populacdo com PBMCs (células mononucleares do sangue periférico ) de
pacientes portadores de esquistossomose crénica intestinal (INT) e hepatoesplénica
(HE) quando submetidas ao ensaio de formagao de granuloma in vitro, na presenca
de anticorpos anti-IL10 ou de rlIL-10.

A anadlise dos resultados obtidos demonstrou que a IL-10 foi capaz de
modular significativamente no grupo INT, o percentual de populagdes de linfocitos T
expressando os marcadores CD3, CD4 , bem como a subpopulagdo de linfocitos
CD4", co-expressando os marcadores CD28, CD18, CD62L e HLA-DR. A IL-10
exerceu seu efeito modulando as células CD19"CD86" na populacéo de células B e
células CD147CD54". Os linfocitos T CD8", co-expressando os marcadores CD28,
CD62L e HLA-DR nao foram moduladas pela IL-10 neste grupo de pacientes.

No grupo de individuos HS, o bloqueio da IL-10 ndo promoveu alteragdes

nos percentuais de nenhuma subpopulagdo estudada. Com excecdo das células
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CD8" CD62L" e CD8" HLA-DR", que apresentaram um aumento neste grupo de
individuos, as subpopulagcbes expressando os marcadores CD28, CD18
apresentaram percentuais significativamente menores em relagao ao grupo INT e ao
grupo controle. Este estudo sugeriu ainda que o aumento de linfocitos CD4" e CD8"
expressando o marcador CD62L e HLA-DR no grupo HS ndo sdo moduladas pela IL-
10, e podem ser relacionadas a severidade da doencga. Por outro lado, a modulagao
de populacdes de linfocitos CD8'CD28" parece ocorrer por outra via nao
dependente da IL-10, visto que o bloqueio dessa citocina, ndo foi capaz de alterar os
percentuais dessa populacdo celular. A inducdo de mecanismos de modulacéo
diferenciados de CD28, poderiam estar diretamente correlacionados as formas
clinicas distintas na esquistossomose.

Finalmente, os resultados gerados neste estudo permitiram a avaliagao de
populacdes celulares expressando marcadores de co-estimulagdo e adesao, antes e
ap6s a formagdo do granuloma in vitro, que se encontram modulados,
provavelmente, pela acao da IL-10 e/ou outros mecanismos, durante a fase crénica
assintomatica, e portanto, essa citocina parece ter papel importante no controle da

morbidade da esquistossomose.



ABSTRACT

ABSTRACT

The granulomatous response around eggs trapped in the tissues of
patients infected with Schistosoma mansoni is the major cause of the pathology
associated with this disease. During the course of the infection the granuloma size
decreases in most individuals. This regulatory response has been named granuloma
modulation. In humans, the majority of the data generated on granuloma
formation/modulation has been obtained by examining of infected patients PBMC
reactivity to antigen-conjugated polyacrilamyde beads using the in vitro granuloma.

Recent reports show that interleukin 10 (IL-10) plays a central role in this
modulation of the immune response in chronic intestinal schistosomiasis and that
may be involved in the control of morbidity. However, the mechanism to evaluate the
PBMC phenotype and the expression of costimulatory molecules by cell populations
involved on the granulomatous reactivity is not well established. In addition the
mechanism by which IL-10 modulates the immune response in these patients is still
unknown. Although several reports on experimental schistosomiasis has been
demonstrated that soluble factors may be correlated with differentiated cell markers,
these mechanism are not well known.

In this thesis, we evaluated phenotypic alterations on the cell populations
and acessory molecules involved in the development of in vitro granuloma reaction
using PBMCs from patients with the intestinal (INT) and hepatosplenic (HS) forms of
schistosomiasis.

The results obtained by flow cytometer demonstrated that IL-10 was able
to significantly modulate the percentage of CD3" , CD4" cell populations, as well the
CD4" lymphocytes exprissing CD28, CD18, CD62L and HLA-DR markers in all INT
patients when compared with the HS group. These results show that in PBMC
cultures, in the absence of blocking monoclonal antibodies (mAb) to IL-10, the
percentage of CD4+ cells expressing these markers was lower.

It is worth mentioning that the analysis of the CD19'CD86" and
CD14'CD54" cell populations in the intestinal group demonstrated a significant
dowregulation of these populations by IL-10 in the PB-SEA cultures. The CD28,
CD8'CD62°L and CD8" HLA-DR" lymphocytes were not modulated by IL-10 in this
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group. Addition of recombinant IL-10 to the cultures readily decreased the
percentages of all receptors in most of the individuals.

The effect of IL-10 on the HS group was evaluated by the expression of all
molecules investigated. The results did not show any difference on the expression
of receptors, neither in the presence nor in the absence of anti-IL-10 monoclonal
antibodies after the granuloma formation. On the other hand, the L-selectin and HLA-
DR molecules were highly expressed in the HS group when compared to the INT
group. The results presented in this study suggests that the high expression of these
molecules may be correlated with the severity of the infection. Furthermore, the
modulation of CD28 on the CD8" cells in this group did not appear to be due to IL-
10, since the addition of anti-IL-10 blocking antibodies to the in vitro granuloma
cultures did not alter the percentage of expression of this molecule.

Finally, the results generated in this thesis allowed the evaluation of cells
populations expressing acessory molecules after the in vitro granuloma formation
during the chronic intestinal phase. Together, these data strengthen the idea of IL-10

being a key player in determining the control of the morbidity in Schistosomiasis.
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APC Células apresentadoras de antigeno

B7-1 Ligante da molécula co-estimuladora CD28 expresso na superficie de
linfécitos B e macrofagos/mondcitos (CD80)

B7-2 Ligante da molécula co-estimuladora CD28 expresso na superficie de
linfocitos B e macrofagos/mondcitos (CD86)

CMF Canal médio de fluorescéncia

CD Cluster differentiation

CD3 Populagao de células T

CD4 Subpopulacao de células T auxiliadora

CD8 Subpopulacao de células T citotéxica

CD19 Populagao de células B

CD14 Populagdo de células apresentadoras de antigenos da linhagem
monocitica/macrofagica

CD28 Molécula co-estimuladora expressa em linfocitos

DTH Reacao de hipersensibilidade tardia

FSC “Forward scatter”; parametro citofluorométrico indicativo de tamanho
celular

FL1 Fluorescéncia do tipo 1 — Isotiocianato de fluoresceina

FL2 Fluorescéncia do tipo 2 - ficoeritrina

Gl indice de granuloma

GM-CSF  Fator de estimulagao de col6nia de granuldcitos e macrofagos

HLA-DR Produto dos genes do complexo de histocompatibilidade de classe Il

HS Pacientes portadores da forma clinica hepatoesplénica da
esquistossomose

IC Imunocomplexos

ICAM-1 Molécula de adesao intercelular (CD54)

IgE Imunoglobulina E

IFN-y Interferon gamma

IL-2 Interleucina 2

IL-4 Interleucina 4

Interleucina 5
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IL-10
IL-12
INT

LT
LFA-1
L-NAME
L-selectina
MRNA
MHC I
NI

NK
PBMC
SEA
SSC

SWAP
TNF
Th1
Th2
alL-10
RIL-10

Interleucina 10

Interleucina 12

Pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose
Linfotoxina

Molécula associada a fungéo de leucocitos (CD11a/CD18)
L-N-aginina-metil-ester

Molécula de adesao de leucécitos (LAM-1/Leu-8) (CD62)

Acido ribonucleico mensageiro

Complexo de histocompatibilidade do tipo Il

Individuos nao infectados

Células Natural Killer

Células mononucleares do sangue periférico

Antigenos soluveis de ovo de schistosoma

“Side scatter”; parametro citofluorométrico indicativo de granulosidade
celular

Antigenos soluveis de verme adulto

Fator de necrose tumoral

Células T CD4" auxiliadoras do tipo 1

Células T CD4" auxiliadoras do tipo 2

Anticorpos anti-IL-10

IL-10 recombinante
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INTRODUCAO

1 - INTRODUCAO

O estudo da esquistossomose nasce da necessidade de se contribuir
para a mudanca de uma realidade adversa, em que ha comprometimento
significativo da saude publica, induzido por esta doenca e onde todos os esforgos no
sentido de conter seus efeitos junto a populagcdo se apresentam como lastro para o
desenvolvimento de um pais. No mundo, o numero atual de individuos infectados
pelo Schistosoma mansoni alcanca a soma de 180 a 200 milhées (WHO, 1998).

O controle da esquistossomose é complexo e a eficiéncia dos servigos de
saneamento basico, educag¢ao sanitaria, bem como outras medidas de cunho
técnico-politico apresentam-se como elementos importantes no controle da doenca
ou de sua morbidade. Entretanto, fazem-se necessarios, associado a essas
medidas, novos estudos no sentido de melhor se conhecer a doenga e a dindmica
das interagcdes hospedeiro-parasita, como estratégia na busca de novos

instrumentos de controle da esquistossomose.

1.1 - CICLO BIOLOGICO

As trés principais espécies do Schistosoma que infectam o homem s&o:
Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum e Schistosoma haematobium
(JORDAN et al., 1969). Estas espécies diferem na maneira como infectam, incluindo
o periodo compreendido entre a penetragao da larva e oviposigao, localizagao final
no hospedeiro, numero médio de ovos produzidos pelos pares de vermes, tamanho
e morfologia dos ovos e reacgbes inflamatérias que induzem no hospedeiro
(WARREN , 1975).

O S. mansoni pertence a familia Schistosomatidae, sendo a espécie
causadora da esquistossomose no Brasil. O S. mansoni possui um ciclo de vida
com dois estadios distintos que alternam geragbes entre um hospedeiro
intermediario e um hospedeiro definitivo (vertebrado). Trés espécies de moluscos do
género Biomphalaria, glabrata, tenagophila e. straminea sdo os hospedeiros
intermediarios do S. mansoni no Brasil (PESSOA & MARTINS, 1982). Durante a
infeccdo dos vertebrados , os vermes adultos e os ovos apresentam-se como 0s
estadios de maior relevancia na indugcdo de eventos conectados a interagao

parasita-hospedeiro (PEARCE & SIMPSON, 1992; JACOBS et. al. 1997.). Os
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vermes adultos vivem acasalados no sistema porta-hepatico, com a fémea alojada
no canal ginecoforo do macho, por periodo médio de 2 a 5 anos (COELHO, 1970).
Esse processo de pareamento resulta na completa maturagao dos vermes (PESSOA
& MARTINS, 1982; DAMIAN, 1984). Nas veias mesentéricas, a fémea inicia a
oviposicao, produzindo cerca de 300 ovos por dia. Parte dos ovos atravessam a
parede do intestino, caem na luz intestinal e sdo eliminados nas fezes do
hospedeiro. Quando entram em contato com a agua, os ovos eclodem e uma larva
ciliada de vida livre, o miracidio, € liberada. A penetracdo do miracidio no caramujo é
ativa, auxiliada por enzimas proteoliticas. Dentro do hospedeiro intermediario,
através de um processo assexuado de poliembrionia, o miracidio transforma-se em
esporocisto primario em cerca de 8 a 10 dias, posteriormente em esporocisto
secundario e finalmente em cercaria, estagio infectante para o hospedeiro
vertebrado. Cerca de 30% dos ovos produzidos pelos vermes adultos ficam retidos
na mucosa intestinal e capilares do sistema porta-hepatico do hospedeiro
vertebrado, sendo alvo de reagdes imunoldgicas intensas (WARREN,1963, 1966;
DOMINGOS & WARREN, 1969).

1.2 - MANIFESTAGOES CLINICAS DA ESQUISTOSSOMOSE

A infeccdo humana pelo S. mansoni induz diferentes manifestagdes
clinicas caracteristicas. Estudos anatomo-clinicos de BARROS-COELHO (1955) e
BOGLIOLO (1959) mostram que existem diferengas significativas entre os
individuos portadores das varias formas clinicas da esquistossomose mansoni, nas
fases aguda e cronica. A fase aguda surge entre a quarta e décima semanas apos
exposicao as cercarias e € caracterizada por manifestagdes toxémicas durante a
migragao da larva e no periodo inicial de postura de ovos. Alguns individuos apds a
exposicao podem apresentar manifestacbes cutaneas do tipo urticaria. A
hepatomegalia é frequente nessa fase. Neste periodo o doente, em geral, apresenta,
diarréia caracteristica com presenca de muco e sangue. Os sintomas da fase aguda,
tais como os surtos febris, tosse seca e persistente sem sinais pulmonares
apreciaveis, desaparecem espontaneamente ou apds tratamento. (revisto por
BOROS, 1989).
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A fase crbnica apresenta-se sob as formas clinicas intestinal (INT),
hepatointestinal (HI) e hepatoesplénica (HS) compensada ou descompensada. A
forma intestinal € a mais frequentemente encontrada em pacientes cronicamente
infectados. Nesta forma, os sintomas s&o geralmente brandos: com perda de apetite
e dispepsia e desconforto abdominal (SAVIOLI et al., 1997). Embora nao existam
estudos detalhados relacionados a forma hepatointestinal, pacientes portadores
dessa forma clinica apresentam uma hepatomegalia ndo associada a
esplenomegalia.

A forma hepatoesplénica caracteriza-se pelo aumento consideravel do
baco e do figado. Na forma hepatoesplénica compensada, as lesdes hepaticas
caracterizam-se por fibrose periportal com varios graus de obstrucdo dos ramos
intra-hepaticos da veia porta. O aumento do baco se deve a dois fatores principais:
1) hiperplasia dos elementos do reticulo endotelial da polpa vermelha e 2) congestéao
passiva determinada pela hipertensdao porta (PESSOA & MARTINS, 1982; REY,
1991). Nesta forma predominam as manifestagdes decorrentes da hipertensao porta.

Na forma hepatoesplénica descompensada, o quadro clinico é
caracterizado pela fibrose periportal podendo resultar no bloqueio da
microcirculagao, hipertensdo porta e desenvolvimento de circulagao colateral. Esta
manifestacdo acomete uma porcentagem pequena da populagao infectada, variando
de 1 a 10%, dependendo da area de estudo (ANDRADE & VAN MARCK, 1984).

1.3 - RESPOSTA IMUNE NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

Na esquistossomose, o sistema imune do hospedeiro € exposto a uma
série de antigenos derivados do parasita e do ovo que induzem intensa resposta
celular e humoral. Na tentativa de se identificar os mecanismos patogénicos e
protetores desencadeados pela infeccdo pelo S. mansoni, varios estudos tém sido
desenvolvidos em modelos experimentais. Entre os varios modelos experimentais, o
camundongo é o mais utilizado.

A relevancia do papel dos linfécitos T na imunidade contra a infecgéo pelo
S. mansoni  foi descrita inicialmente em estudos utilizando camundongos
timectomizados (DOENHOFF & LONG, 1979). Esses autores mostraram que a
resisténcia a reinfecgcdo nestes animais foi significativamente reduzida, embora

nenhuma diferenga na recuperacdo de vermes da infec¢do primaria tenha sido
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observada. A deficiéncia de células T afetou a eliminacdo dos vermes provenientes
da infeccdo desafio, mas ndo a da infecgdo primaria. Esses mesmos autores
observaram que a diminuicdo do numero de parasitas apds a infecgao desafio
também ocorreu quando animais adultos timectomizados eram tratados com soro
anti-timécitos, imediatamente apds a infeccdo inicial. A dependéncia de células na
resisténcia a infecgado foi observada ainda através de estudos de transferéncia
passiva de células de camundongos portadores de infeccdo crénica para animais
normais (SHER et al,, 1975; HARRISON et al., 1982). A transferéncia passiva de
células em combinagdo com soro imune de animais portadores de infec¢cao crénica
para animais normais desafiados, também levou a uma redugéo significativa dos
parasitas da infecgdo desafio (MADISON & KAGAN, 1979).

Vale a pena salientar que a investigacdo de mecanismos imunes
dependentes de células T envolvidos na resisténcia ou patologia da doencga, tornou-
se ainda mais evidente, apés a descricdo das subpopulagbes de células T
auxiliadoras, dos tipos ThO, Th1 e Th2. Enquanto células Th1 secretam
principalmente IFN-y, IL-2 e linfotoxina (LT) e estdo associadas a reagdes de
hipersensibilidade tardia (DTH) (CHER & MOSMANN, 1987), células Th2 secretam
principalmente IL-4, IL-5 e IL-10, sendo mais efetivas como promotores na
estimulacao de linfécitos B para secregdo de anticorpos (STEVENS et al., 1988).

Alguns autores mostraram uma possivel associagdo entre o
desenvolvimento da resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo pelo S. mansoni e a
presenca de subpopulagcbes T CD4+ Th1 e Th2. Assim, a resisténcia a infeccao
induzida em camundongos vacinados com cercarias irradiadas péde ser relacionada
ao desenvolvimento de um padréo de reposta tipicamente Th1, uma vez que a
utilizagdo de anticorpos anti-IFN-y bloqueou a imunidade induzida pela vacina
(JAMES & SHER, 1990; SMYTHIERS et al.,, 1992). Outros estudos, também com
cercarias irradiadas, mostraram que a IL-12 € um potente indutor da resposta do tipo
Th1, inibindo a diferenciagéo de células ( WYNN et al., 1995).

Varios estudos tém sugerido que a modulagao da imunidade mediada por
células efetoras poderia, pelo menos em parte, ser atribuida a agdo de algumas
citocinas reguladoras. Dentre essas citocinas com atividade inibidora estdo a IL-4,
IL-10 e TGF-B. Tanto a IL-4 quanto a IL-10 podem inibir a secregdo de varias

citocinas, desempenhando um papel importante ndo somente na regulagdo da
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resposta de células T, mas também como moduladores da resposta inflamatoria
aguda induzida por infecg&o ou injuria, inibindo a secregédo de IL-1, IL-6 e TNF-a e
promovendo a diminuicdo da atividade de macréfagos (ESSNER et al.,1989; HART
et al., 1989; RALPH et al., 1992).

SHER et al, (1990), demonstraram que eosinofilia e o aumento dos niveis
séricos de IgE ocorridos durante a formagéo do granuloma séo mediados por IL-5 e
IL-4, respectivamente. GRYZCH et al., (1991) mostraram que células do bago e de
linfonodo de camundongos portadores de infecgdo esquistossomoética secretam
quantidades significativas de IL-4 e IL-5 quando estimuladas por mitdgeno,
caracterizando um perfil Th2, enquanto animais ndo infectados secretam
principalmente IFN-y e IL-2. VELLA & PEARCE (1992) também mostraram que
animais normais imunizados com ovos viaveis de S. mansoni desenvolveram uma
resposta tipicamente do tipo Th2.

A avaliacao do perfil de citocinas produzidas por células de animais
portadores de infeccdo unissexuada ou em periodo pré-patente, apresentam um
padrdo de resposta tipicamente Th1 (PEARCE et al 1991; GRYZCH et al., 1991).
Baseados nestas observacgdes, esses autores sugeriram que 0s ovos, € nao outro
estagio de vida do parasita sdo os principais responsaveis pela formagao do
granuloma induzido por uma resposta do tipoTh2, desempenhando papel importante
na patogénese da esquistossomose (YMASHITA & BOROS, 1992; WYNN et al.,
1993; CHEEVER et al., 1994 ; AMIRI et al., 1994).

Outras citocinas com fungdes reguladoras tem sido também estudadas,
como a IL-10 que age n&o apenas sobre as células T da subpopulacédo Th1 Th2
(FIORENTINO et al., 1989; ZLOTINIK et a/,1991), mais também sobre macréfagos
ativados, mas especificamente sobre a apresentacdo de antigenos por essas
células. O papel da IL-10 na infecgao pelo S. mansoni foi investigado avaliando-se o
efeito de sobrenadantes de cultura de células de bago de camundongos
cronicamente infectados sobre o crescimento de linhagens de células Th1. A adicéo
de sobrenadante de cultura inibiu significativamente o crescimento de células T e
consequentemente da resposta imune. Essa inibicdo foi revertida pela adicao de
anticorpos anti-IL-10 (SHER et al.,, 1991). Esse estudo vai de encontro a outros
dados da literatura que sugerem ser IL-4 a citocina chave na indug&o do perfil celular
do tipo 2 na infecgéo cronica (GRYZCH et al., 1991). VELUPILLAI & HARN, (1994)
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mostraram que, em camundongos, o desvio da resposta imune do tipo Th1 para
Th2, ocorre por ocasido da deposi¢cao dos ovos pelo parasita e esta relacionada
com um aumento de IL-10.

E importante mencionar que os mecanismos envolvidos na inducdo das
respostas Th1 e Th2 na esquistossomose ainda ndo estao totalmente esclarecidos.
Alguns estudos na esquistossomose experimental revelam a existéncia de
interacdbes complexas entre tipos celulares e demonstram a importancia de
moléculas acessorias além das citocinas no direcionamento dessas respostas
(FLORES-VILLANUEVA et. al. 1994; FREEMAN et al., 1996; KING et al., 1996;
PACHECO & LENZI, 1997; JACOBS et al., 1998; HERNANDEZ et al. 1999).

A molécula CD28 e seu ligante B7 foram investigados em modelos
experimentais e, atualmente, € de amplo conhecimento o papel fundamental que
desempenham na ativagcdo da resposta celular. Varios autores mostraram que a
expressao desses receptores pode direcionar a resposta celular no sentido de um
padrao do tipo 1 ou 2 (KING et al., 1996; GREENWALD et.al.1999; SUBRAMANIAN
et.al. 1997).

Estudos em camundongos “knockout” para algumas moléculas
acessorias, mostraram que a resposta do tipo Th2 é, em grande parte, dependente
da ativagao de CD28, uma vez que, nos camundongos CD28 -/- e ndo em animais
normais, a producéo de IL-4 e IL-5 foi significativamente diminuida e a produgao de
IFN-y n&do foi alterada. Os niveis de IgG1 e IgE também foram significativamente
diminuidos nos animais CD28 -/-.KING et al. (1996).

SUBRAMANIAN e colaboradores (1997) mostraram que anticorpos anti-
B7-2 bloqueiam respostas do tipo 2 mediadas por células CD4+ na esquistossomose
mansoni. Resultados similares foram observados por BROWN e colaboradores
(1997) na leishmaniose experimental. Ja para o nematddeo Heligmosomoides
polygyrus respostas do tipo 2 especificas foram inibidas apenas com a
administragdo combinada de anticorpos anti-B7-1 e B7-2. Esses resultados
demonstram mais uma vez a importancia de moléculas acessorias no
desenvolvimento da resposta imune.

Estudos na esquistossomose experimental tém sugerido ainda que as
moléculas B7-1 e B7-2 podem ser redundantes, podendo as duas moléculas

fornecer os sinais co-estimuladores importantes para ativagao celular (NATESAN et
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al., 1996; BORRIELO et al., 1997; UEDA et al., 1995). Outros autores mostram que
somente a molécula B7-2 parece ter um papel importante na co-estimulacao.
HERNANDEZ et al., (1999) investigaram a resposta de proliferagdo in vitro de
células de animais B7-1 ou B7-2 -/- infectados pelo S. mansoni 7 a 8 semanas apos
a infecgcdo. Esses autores mostraram que a resposta de proliferacdo dos
camundongos B7-1 -/- ndo diferiu da resposta dos animais controle, enquanto a
proliferacdo de células dos animais B7-2 -/- estava significativamente diminuida.
Esse estudo mostrou ainda que as células T produziram apenas IFN-y, ndo tendo
sido detectada a producido de IL-4 e IL-10, um padrao completamente oposto ao
apresentado pelos animais controle.

Embora varios estudos tenham avaliado a produgao de citocinas e o seu
papel na infeccdo esquistossomética, poucos foram os pesquisadores que
investigaram a relagdo entre esses fatores sollveis e a expressao de moléculas
acessotrias em modelos experimentais. FLORES-VILLANUEVA et al. (1994 e 1996)
em estudos com animais experimentalmente infectados demonstraram que a
regulacdo da resposta de células T, por citocinas, ocorre via regulagdo das
moléculas B7-1 e B7-2 em macréfagos. Esses mesmos autores demonstraram que
na presencga de anti-IL-10 ha um aumento significativo principalmente de B7-2, em
macréfagos. Neste estudo, observou-se ainda um aumento expressivo de moléculas
do MHC classe Il. Anteriormente, atribuiu-se papel importante de IL-10 na
modulacdao de B7-2. Entretanto, IL-10 n&o foi capaz de modular LFA-1, molécula
também envolvida nos eventos de adesao, que se liga fortemente a ICAM-1, além de
nao ter sido modulada pela IL-10 (BLEIJS e et al 1999).

Na esquistossomose experimental, pode se destacar ainda o papel das
selectinas que estdo envolvidas em varias reacgdes inflamatérias, incluindo o
recrutamento de granuldcitos. Estudos de FREEMAN et al., (1996) mostraram,
através de andlise fenotipica, que células de camundongos com a sindrome de
hiperesplenomegalia devido a infeccdo pelo S. mansoni expressavam muito mais
CD62L (L-selectina) do que os animais com esplenomegalia moderada. JACOBS et
al., (1997) detectaram a expresséo de ICAM-1 e LFA-1 nas células endoteliais e nas
células de Kupffer, através de ensaios de imunohistoquimica, em estagio precoce da
formagao do granuloma, isto é, 3 dias apds a injegao das esferas sensibilizadas com
SEA.
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Na infecdo esquistossomaética humana, SECOR e colaboradores (1994),
estudando o papel de ICAM-1 e E-selectina no soro de pacientes portadores de
esquistossomose portadores de diferentes formas clinicas e cargas parasitarias,
mostraram que pacientes hepatoesplénicos apresentaram niveis mais elevados de
ICAM-1 no soro do que os da forma intestinal. Esses achados sugerem que a
detecgao de altos niveis de ICAM-1 poderiam estar relacionados a severidade da
doenca .

Como mencionado anteriormente, ha pelo menos trés décadas, varios
pesquisadores vem investigando os mecanismos imunoldgicos desencadeados pela
infeccao pelo S. mansoni, principalmente, em nivel experimental, com o objetivo de
identificar mecanismos imunopatolégicos e de resisténcia associados a infeccdo. A
investigacdo da resposta imune no homem enfoca, principalmente, a reatividade de
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) frente a antigenos e/ou
mitégenos.

GAZZINELLI et al. (1985) demonstraram que PBMC de pacientes na fase
aguda da infecgdo apresentam uma alta resposta de proliferagdo linfocitaria in vitro
a antigenos soluveis do ovo (SEA). Esta resposta é consideravelmente maior do que
aquela observada para PBMC de pacientes com a forma INT. A diminuicdo da
resposta celular ao SEA por PBMC de pacientes portadores da forma INT tem sido
associada a mecanismos imunorreguladores do sistema imune.

ELLNER et al. (1981) e COLLEY et al. (1986) investigaram,
especificamente, a resposta de proliferagdo com PBMC estimuladas pelo SEA e
concluiram que as células de pacientes portadores da forma clinica HS
apresentavam respostas mais elevadas que as células de pacientes portadores da
clinica forma INT. Esses autores formularam a hipotese de que, apés uma intensa
resposta dirigida contra os antigenos do parasita na fase aguda e posterior
estabelecimento de uma infeccdo estavel na fase crdnica, muitos pacientes
desenvolvem mecanismos que modulam o grau de resposta imune a esses
antigenos. Entretanto, alguns pacientes podem n&o expressar esta modulagao e
continuar respondendo vigorosamente a esses antigenos durante toda a infecgéo
levando ao aparecimento dos quadros graves caracteristicos da doenca.

Embora exista uma série de observacdes referentes as diferengas entre a

resposta de proliferagdo celular em pacientes portadores das diversas formas



INTRODUCAO

clinicas da doenga, os mecanismos envolvidos nessa transicdo da fase aguda para
a fase crbnica, necessitam ainda de estudos mais aprofundados. No entanto, nao
existem contradicbes no que diz respeito aos resultados que indicam uma
modulagdo na resposta ao SEA, na fase crbnica assintomatica (COLLEY, 1986;
OTTESEN et al. 1978; GAZZINELLI, et al., 1985).

Varios  mecanismos  imunorreguladores  foram  descritos na
esquistossomose mostrando que individuos infectados possuem linfécitos T capazes
de induzir in vitro fungbdes supressoras, como a inibicdo da resposta de proliferagao
com PBMC estimuladas por mitégenos ou por SEA (COLLEY et al., 1978; ELLNER
et al., 1980; ROCKLIN et al., 1981). COLLEY et. al. (1978) demonstraram que a
supressdo mediada por linfocitos T afetava somente a resposta blastogénica
inespecifica induzida por mitdogenos, enquanto ROCKLIN e colaboradores (1981)
apresentaram estudos com células supressoras capazes de inibir a reatividade de
linfécitos a antigenos do parasita.

A participacao de células aderentes da linhagem monocitica/macrofagica
em circuitos imunorreguladores também tem sido investigada. TODD et. al (1979)
realizaram experimentos em que as células aderentes eram removidas da populacao
de células mononucleares de pacientes com a forma INT, resultando em um
aumento da resposta de proliferacdo estimulada por antigenos do parasita, sem,
contudo, alterar a resposta a mitogenos e a antigenos nao relacionados. OTTESEN
(1979) mostrou que a reposigdo de macrofagos restaurava a inibigdo anteriormente
apresentada frente a estimulagao antigénica.

Além da participacdo da resposta celular na imunorregulagdo no
hospedeiro, o soro de pacientes infectados também possui fatores supressores
reguladores capazes de inibir a resposta de proliferagdo por PBMC estimuladas por
antigenos do parasita (COLLEY et al.,, 1977; OTTENSEN & POINDEXTER, 1980;
ROCKLIN et al.,, 1980). A natureza da imunorregulacdo por componentes do soro
também pode envolver, ainda, interagdes idiotipo anti-idiotipo (LIMA et al., 1986).
Nesse contexto, foi demonstrado que pacientes portadores da forma INT
desenvolvem anticorpos anti-SEA capazes de estimular células anti-idiotipicas, em
ensaios de proliferacdo celular (MONTESANO et al, 1989), que teriam por
consequéncia, atividade reguladora da resposta imune. O mesmo foi observado para

pacientes HS.
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Estudos recentes tém tracado um esbogo da importancia de citocinas na
resposta imune humana a infeccdo esquistossomoética, e tém especulado sobre as
evidéncias de uma dicotomia Th1/Th2, tanto em modelos experimentais (SHER et
al., 1991; PEARCE et al.,, 1991; GRYZCH et al, 1991), como no homem. Varios
laboratorios tém estudado o papel das citocinas IL-2, IL-4 e IFN-y na resposta imune
de células humanas a antigenos brutos ou fracionados de S. mansoni.
ZWINGENBERGER et al. (1989) demonstraram que a secregao de IL-2 por células
de sangue periférico de pacientes portadores das formas INT e HS né&o tratados,
estimulados in vitro com Pokeweed Mitogen (PWM), foi significativamente mais baixa
em relagdo a pacientes nao infectados. Baixos niveis de IL-2 também foram
detectados apo6s estimulacdo por antigenos de verme adulto ou de ovo. Apds
tratamento com praziquantel, os niveis de IL-2 produzido por células de sangue
periférico dos pacientes portadores da forma intestinal foi restaurada em 3 meses,
enquanto que em pacientes portadores da forma clinica HS, esses niveis foram
restaurados apdés 6 meses de tratamento. Alguns estudos tém demonstrado um
desequilibrio na relacdo IL-4/IFN-y em cultura estimulada de linfocitos de pacientes
infectados, com auséncia da producédo de IFN-y em niveis detectaveis e elevagao
consideravel de IL-4 (ZWINGENBERGER et al, 1991; BAHIA-OLIVEIRA et al 1992).

ARAUJO e colaboradores (1994) mostraram resultados semelhantes aos
descritos acima para células de pacientes infectados, demonstrando, ainda, que a
inibicdo da secrecao de IFN-y estimulada por antigeno n&o era dependente da carga
parasitaria do paciente.

Apesar dos trabalhos acima citados apresentarem resultados importantes
sobre a secregao de citocinas por células mononucleares de pacientes moradores
de area endémica, ha ainda necessidade de se conhecer melhor o papel das
subpopulagdes de linfécitos T CD4+ do tipo 1 e 2 na regulagédo da resposta imune na
esquistossomose mansoni humana.

Dentre as citocinas ja descritas envolvidas na regulagéao de respostas Th1
e Th2 na esquistossomose humana, varios estudos tem demonstrado que a IL-10
parece exercer, como na infecgdo experimental, uma atividade reguladora sobre a
imunidade mediada por células (RIBEIRO et al. 1993; GROUX et al. 1996; ARAUJO
et al. 1996; MALAQUIAS et al. 1997). GROUX e colaboradores (1996) mostraram
que a IL-10 bloqueia a produgao de IL-2, GM-CSF e IFN-y. KING e colaboradores
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(1996) mostraram que anticorpos anti-IL10 adicionados as culturas com PBMC de
individuos infectados pelo S. haematobium foram capazes induzir o aumento da
resposta de proliferacdo celular anti-SEA e SWAP com PBMC de individuos
infectados, bem como o aumento da produgao de IFN-y. Em contraste, os anticorpos
anti-IL-10 ndo induziram um aumento da proliferacdo celular contra PPD. Além
disso, esse estudo mostrou ainda que quando as células eram estimuladas com
SEA, a principal fonte de IL-10 eram as células CD4+.

Além dos antigenos de SEA e de SWAP, a resposta aos antigenos de
esquistossébmulos de fase pulmonar (SLAP) foram investigados no estudo de
MALAQUIAS e colaboradores (1997), que mostraram que o bloqueio da IL-10 foi
capaz de alterar a resposta de proliferacao in vitro de PBMC de pacientes portadores
da forma clinica INT ndo s6 aos antigenos de ovo, mas também ao SLAP, sugerindo
mais uma vez, que a IL-10 exerce papel importante na regulacdo da resposta imune

na esquistossomose humana.

1.4 - O GRANULOMA NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

A patologia na esquistossomose €& mediada, principalmente, pela
deposicdo de ovos de S. mansoni no sistema porta do hospedeiro, levando a
indugao de reagao imunoldgica granulomatosa contra o ovo (COLLEY, 1972; REIS &
ANDRADE, 1987). Varios estudos tem demonstrado a participagdo de células T
neste tipo de resposta, que se apresenta como uma reagao inflamatéria mista, com
infiltrado celular composto de células mononucleares, polimorfonucleares, células
epitelioides e fibroblastos (DOMINGO & WARREN 1967; WARREN et al., 1972a,b;
REIS & ANDRADE, 1987). No camundongo, a intensidade da resposta imune contra
0 ovo € maxima entre 8 a 10 semanas da infeccdo. Com a evolugao da doenca para
a fase crbnica, a resposta inflamatéria sofre uma modulacdo espontanea com
diminuicdo de tamanho do granuloma (ANDRADE & WARREN,1964).A modulagéo
espontanea ou regulacado do granuloma €, em parte, mediada por células T CD4+ e
CD8+ (BOROS, 1986). Alguns estudos demonstraram que, durante a fase crénica
da infeccdo, a modulagdo da resposta granulomatosa € acompanhada por um
aumento da atividade de células T supressoras CD8+ (BOROS, 1986; CHENSUE et
al.,, 1991) e diminuicao de células T CD4+ (BOROS et al., 1975; BOROS, 1986).

11
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Evidéncias para o envolvimento de células T, na resposta imune induzida pelo ovo
de S. mansoni, foram obtidas ainda através dos estudos de COLLEY e
colaboradores (1976) e MADDISON e colaboradores (1978) que observaram que
animais atimicos n&o desenvolviam hepatoesplenomegalia, enquanto animais
deficientes de células B apresentavam resposta granulomatosa semelhante aquela
encontrada em animais normais infectados. Experimento conclusivo sobre o papel
de linfécitos T na resposta imune foi realizado em camundongos atimicos, que nao
apresentaram resposta granulomatosa tipica e a resposta anti-SEA foi
significativamente menor, com a presenga marcante de mondcitos, raros neutrofilos
e, auséncia de células epiteliais (BRYAN & VON LINCHTENBERG; 1977; PHILLIPS
et al., 1977, WELLHAUSEN & BOROS, 1981; DOUGHTY & PHILLIPS, 1982a).

No homem, a cinética de formacdo do granuloma foi através de
bidpsias de lesbes hepaticas da forma toxémica (fase aguda) da esquistossomose
mansoni (BARROS-COELHO, (1955); BOGLIOLO, (1959); RASO et al., 1965; RASO
& BOGLIOLO, 1970). Esses autores mostraram que, em sua evolugédo, os
granulomas esquistossomoticos apresentavam as fases necrotico-exudativa,
exudativas, produtivas e, finalmente, cura por fibrose.

Devido a limitagdes éticas para estudo do granuloma em seres humanos,
procurou-se utilizar modelos in vitro com células humanas que apresentassem
analogia com a reacgéo granulomatosa in vivo, com a finalidade de se aprofundar os
estudos relacionados aos eventos e tipos celulares envolvidos na formacgao e
modulagdo do granuloma. Vale ressaltar que um modelo de granuloma in vitro
similar ja havia sido desenvolvido anteriormente para o cultivo de células esplénicas
de camundongos, na presenca de ovos de S. mansoni, obtidos por cultura de
vermes adultos (BENTLEY et al., 1982 ; DOUGHTY et al. 1982).

O modelo de granuloma in vitro com células humanas foi utilizado,
posteriormente, para avaliar . as interagdes celulares envolvidas na formagao do
granuloma, estabelecendo-se uma sequéncia de eventos caracterizados pela
migragdo e aderéncia de células mononucleares em torno dos ovos e sua
subsequente transformagao blastica (DOUGHTY et al, 1982; DOUGHTY et al
1984). A essas reacgoes iniciais, seguia-se a migracado de macrofagos epitelioides e a

formacgao de células gigantes (PHILLIPS et al., 1980). As aplicagcbes possiveis do
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modelo in vitro foram posteriormente estendidas, apds a substituicdo de esferas de
latex ligadas covalentemente ao SEA

Outros estudos mostraram que células mononucleares de pacientes de
area nado endémica, portadores de infeccdo esquistossomoética recente,
apresentavam alta reatividade em ensaios de formagao de granuloma in vitro em
comparagao com a reatividade de células de pacientes INT (DOUGHTY et al. 1987).
Esses mesmos autores mostraram ainda a participagao de populagdes de células T
CD4+ ou CD8+ na regulagdo da reatividade granulomatosa. Posteriormente,
DOUGHTY e colaboradores (1987) mostraram que a formagéo do granuloma é
dependente de células T CD4+, macrofagos e independente de células B e que
populagdes de células CD4+, obtidas de pacientes portadores da forma crdnica
intestinal inibem parcialmente a reagdo granulomatosa in vitro quando estimuladas
pelo SEA.

O modelo de granuloma in vitro possibilitou, ainda, o estudo das
interacbes idiotipicas/anti-idiotipicas, utilizando-se anticorpos anti-SEA, na
modulagdo da formagdo do granuloma formado por PBMC de individuos INT
(PARRA et al, 1991). Esse estudo sugeriu que a interagdo de anticorpos idiotipicos
anti-SEA com a populagdo de células T era capaz de modular a formagédo do
granuloma in vitro e que essa interacao era especifica, uma vez que nao ocorria
quando eram utilizadas esferas de poliacrilamida ligadas a PPD ou IgG humana
normal nos ensaios de estimulacdo e modulagao por anticorpos.

GOES et al (1991,1994) demonstraram através da utilizagdo do modelo
de formacao de granuloma in vitro atividade reguladora de imunocomplexos obtidos
do soro de pacientes na fase cronica da esquistossomose.

FALCAO e colaboradores (1998) mostraram que a adi¢édo de anticorpos
anti-IL-10 foi capaz de induzir um aumento no granuloma in vitro formado por células
mononucleares de pacientes INT quando comparado ao tamanho do granuloma de
pacientes HS ou individuos ndo infectados pelo parasita. Esse estudo mostrou ainda
que IL-10 recombinante, foi capaz de modular o tamanho do granuloma formado por
células de pacientes HS, sugerindo a presencga dos receptores nas células desses
pacientes para esta citocina.

Esses dados, em conjunto, salientam a importancia das interagdes e dos

produtos celulares na formacdo e modulagdo da resposta imune granulomatosa.
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Todavia, o fendtipo das células envolvidas nessas interagdes € pouco conhecido, o
que nos levou a propor esse estudo que envolve além da caracterizacao do fendtipo
das subpopulagdes envolvidas na formagdao do granuloma, a investigacdo da
influéncia da IL-10 na expressao desses fendtipos e, consequentemente, na

formagao e regulagao do granuloma.
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2 - OBJETIVO GERAL

Analisar o fenétipo de populagdes celulares do granuloma in vitro e a influéncia da

IL-10 na sua formacéo.

3 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar o perfil fenotipico da populacdo de PBMC de pacientes portadores de
diferentes formas clinicas da esquistossomose, antes e apds formacido do

granuloma in vitro.

2. Avaliar a influéncia da IL-10 na expressao fenotipica de subpopulacdes celulares

formadoras do granuloma in vitro.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - POPULAGAO ESTUDADA

Neste estudo, foram utilizadas amostras de sangue de individuos
portadores de esquistossomose na fase crbnica da infeccdo e de individuos nao
infectados Os grupos de pacientes na fase cronica intestinal (INT), hepatoesplénica
compensada (HE) e individuos negativos para S. mansoni, residentes em area
endémica (NI), foram compostos de individuos moradores das areas endémicas para
esquistossomose mansoni, do Coérrego do Bernardo - distrito rural de Governador
Valadares, Boa Unido, Nova Unido e Patrimonio Velho - distritos rurais de Itabirinha
de Mantena - Estado de Minas Gerais.

As populagdes dos distritos de Corrego Bernardo, Patriménio Velho, Boa
Unido e Nova Unido estdo sendo avaliadas através de estudos longitudinais, como
parte de projetos de pesquisa sob a responsabilidade do laboratério de Imunologia
(Centro de Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ). Os pacientes s&o examinados
periodicamente, submetidos a avaliagdo clinica e a exames de fezes periddicos,
utilizando-se o0 método de Kato/Katz (KATZ et al., 1972). O grupo controle (NI)
utilizado nesse estudo foi constituido por individuos com exame parasitologico de
fezes negativo, que ndo apresentavam relatos de exposi¢céo ao parasita.

Apdés a constatacdo de diagnostico laboratorial positivo para
esquistossomose, ou outras infec¢gdes helminticas, todos os pacientes foram
tratados, independente da sua participacdo neste estudo. Individuos tratados para
esquistossomose mansoni receberam oxaminiquine ou praziquantel na dose padrao
brasileira (15-20 mg de oxaminiquine ou 50-60 mg de praziquantel)

Consentimento informado foi obtido de todos os individuos incluidos neste
estudo. O projeto e os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica

da Fundacado Oswaldo Cruz.
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 Grupos Idade Variagio Homens Mulheres Média EPG?
Clinicos (Média) Idade ( variagao)
NI 19 (19-58) 11 08 -
INT 26 (04-57) 16 10 432 (1791853)
HS 17 (09-47) 11 06 644 (179-1353)

EPG — Ovos por grama de fezes
Tabela 1 : Caracteristicas do Grupo de Pacientes

4.2 - PREPARAGAO DO ANTIGENO SOLUVEL DE OVO DE S.mansoni (SEA)

O antigeno utilizado neste estudo, foi preparado segundo o método
descrito por CARTER & COLLEY (1978). Os ovos de S. mansoni foram obtidos do
figado de camundongos SWISS infectados para obtencdo do antigeno soluvel de

ovos (SEA). Os ovos foram homogeneizados (VirTis '45', VirTis Company) com

pistilo de teflon. O homogenato centrifugado a 40000 X g, por 1 hora a 40C e
esterilizado por filtracdo em Millex-Ha 0.45 (Millipore Corporation). A concentracéo
de proteina foi determinada pelo método de LOWRY & cols., (1951). A concentragéo

final, utilizada nos ensaios de proliferagao in vitro foi de 25 ug de proteina /ml.

4.3 - OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO

As células mononucleares do sangue periférico de pacientes eram
separadas segundo procedimento descrito por GAZZINELLI e colaboradores (1983).
O sangue heparinizado, era aplicado em tubos de 50 ml (Pyrex Laboratory
Glassware), siliconizados contendo uma mistura de Ficoll-diatrozato , obtida
comercialmente (LSM - Lymphocyte Separation Medium, Organon Teknika
Corporation, Durhan, NC), na propor¢ao de uma parte de Ficoll-diatrozato para duas
partes de sangue. A preparagado era submetida a centrifugacédo por 40 minutos, a
400 X g a temperatura ambiente. Ao final da centrifugagao obtinha-se um anel de
células mononucleares na interface entre o Ficoll e o plasma, o qual era
cuidadosamente removido com o auxilio de uma pipeta Pasteur (Thomas Laboratory
Specialities) e transferido para tubos de fundo cénico de 50 ml, estéreis (2070
Graduated conical tube, Falcon). Completava-se o volume para 50 ml de meio de

cultura MEM (Minimal Essential Medium, GIBCO) e procedia-se a centrifugagéo
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(10 min, 400 X g, 4°C). As células eram lavadas por mais duas vezes utilizando-se
cerca de 30 ml de MEM. Ao final, as células eram ressuspendidas em 2 ml de meio
de cultura RPMI-1640 (GIBCO). Uma aliquota da suspensao de células era diluida
(1:20) em solugdo de Turck's, e o numero de células determinado através de

contagem em cédmara de Newbauer, com o auxilio de um microscépio o6tico. A

concentracdo de células era ajustada para uma suspensido contendo 10 X 106

células/ml de RPMI-1640. Toda manipulacdo das células era realizada em

condicdes estéreis, em capela de fluxo laminar (BBL-Biological Cabinet, model

60474).
4.4 - ENSAIO DE GRANULOMA IN VITRO
4.4.1 - LIGAGAO DO SEA AS ESFERAS DE POLIACRILAMIDA

Para ligacado do antigeno de SEA, esferas de poliacrilamida (Bio-gel P-4,

200-400 mesh, BIORAD cat n® 150-0450), eram acondicionadas em frasco de vidro
siliconizado, e esterilizados por autoclavagdo. Posteriormente as esferas eram
hidratadas em 1000 ml de agua destilada, por 48 horas, a temperatura ambiente.

Apds a lavagem em tampao carbonato/bicarbonato 0.5 M, 200 mg de esferas de

poliacrilamida eram incubadas, por 4 horas, em banho-maria a 63°C, sob agitacdo
lenta e continua em tampdo carbonato/bicarbonato 0.5 M. Esta operacdo era
repetida novamente, seguida da adicao de 20 mg de SEA (Ver item Il, M&M), na
presenca de 100 mg de EDAC (1- etil-3(3-dimetilaminopropil) carbodimida-HCL),
(BIORAD) em 100 ml de agua destilada acidificada, pH 5.5 - 6.0. O frasco era
incubado por 18 horas, a 40C, sob agitagdo lenta e continua. Apds esse periodo, as
esferas eram lavadas e estocadas em PBS contendo 0.1% de azida sddica até o
momento do uso, quando entdo eram lavadas, por trés vezes em RPMI-1640.
Desse modo, obtinha-se esferas de poliacrilamida ligadas ao antigeno soluvel de
ovo (PB-SEA). Em paralelo, as esferas de poliacrilamida para controle (PB) eram
submetidas aos mesmos reagentes e incubagdes descritos acima, apenas na

auséncia de antigeno. Todo o procedimento era realizado em condigdes estéreis.
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4.4.2 - CULTURAS DE CELULAS NA PRESENGA DE ESFERAS DE
POLIACRILAMIDA

O ensaio para formagao de granuloma in vitro era realizado segundo
procedimento descrito por DOUGHTY e colaboradores (1987). O meio para cultivo
de células continha 1.6% de L-glutamina (Solugéo estoque: 200 mM, GIBCO), 3% de
coquetel de antibiéticos (10000 U de penicilina e 10000 U de estreptomicina e 25 ug

de fungizona/ml), 10% de NHS (Soro humano AB”). A esse meio, eram adicionadas

as células mononucleares do sangue periférico numa concentragao de 10 X 106
células/ml. O cultivo era feito em placas de 24 pocos (COSTAR). Além das PBMCs,

a cada pogo acrescentavam-se 200 a 300 esferas de PB ou PB-SEA, completando-

se o volume para 1.5 ml com meio de cultura . As culturas eram mantidas a 37°C

em ar umido contendo 5% de CO9, em incubadora, por 5 dias. No ultimo dia de

cultura, avaliava-se a reagao granulomatosa por quantificagdo da intensidade da
reatividade celular em torno das esferas de poliacrilamida, utilizando-se microscépio
invertido (IMT-2 Olympus Optical Co.). A reatividade celular era determinada com
base nas observagdes morfologicas, de acordo com critério previamente descrito
que leva em consideracdo o numero de células ligadas as esferas, evidéncias
visuais de células blasticas, acompanhadas de migragao celular e células aderidas
ao redor das esferas. Para cada poco de cultura era determinada a reatividade de
100 esferas/por poco. A cada reagao era dado um valor numérico de acordo com

esquema apresentado na Tabela 2.
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indice de Alteragoes Morfoldgicas
Granuloma
1 <1 célula aderida
2 Até 5 células aderidas
3 > 5 células aderidas
4 > 5 células aderidas +

migracao celular

5 1 camada células +

migracgao celular

6 >1 camada células +

migracgao celular

Tabela 2 - Classificagdo dos granulomas em torno de cada esfera de Poliacrilamida

A média ponderada de classificacdo de 100 esferas em cada pocgo era
expressa como indice de granuloma (Gl). Cada cultura era feita em triplicatas e a

meédia das triplicatas era apresentada, com respectivo desvio padrio.
4.4.3 — ANTICORPOS

O anticorpo monoclonal anti-IL-10 (JES3-9D7), assim como a IL-10
recombinante (rlL-10) foram gentilmente cedidos pelo DNAX Research Institute. Os
anticorpos eram adicionados as culturas no dia 0 , em volume de 25 pul previamente
diluidos para concentragdes finais previamente estabelecidas de 20 ug para os
ensaios de formacao de granuloma in vitro. A concentragdo de rlL-10 utilizada nos
ensaios de formacgédo de granuloma foi estabelecida em estudos anteriores para 2
U/ml. Em paralelo, foi utilizado IgG de rato (GL113) anti-Bgalactosidase de
Escherichia coli nas mesmas concentragdes, como controle para os anticorpos anti-
IL-10.
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Foto representativa de cultura de PBMC de paciente INT, na presenca de esferas de
poliacrilamida ndo ligadas ao antigeno soluvel de ovo de S. mansoni (PB).

Estabeleceu-se o indice 2 para esta reagao, apos 5 dias de cultura.
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Foto representativa de reacdo granulomatosa de PBMC de paciente INT, na
presenca de esferas de poliacrilamida ligadas ao antigeno soluvel de ovo de S.
mansoni (PB-SEA). Estabeleceu-se o indice 4 para esta reacdo, apds 5 dias de

cultura.
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4.5 - COLETA DE CELULAS PROVENIENTES DOS GRANULOMAS FORMADOS
IN VITRO

No 5° dia de cultura, apds a contagem dos granulomas e atribuicdo do
indice como descrito anteriormente, 1 ml de sobrenadante de cada pogo (triplicata)
era desprezado. Em seguida, as placas eram incubadas por 30 min. em banho de
gelo. O conteudo (500 ul) de cada triplicata era entdo homogeneizado nos pogos
com pipeta de 500 ul. As células eram removidas com o auxilio de “scraper” e
transferido para tubos Falcon de 15 ml contendo 5 ml de RPMI-1640. Uma nova
homogeneizagao vigorosa (1 min.) era feita em vortex com o objetivo de permitir a
remogao das células aderidas as esferas. Em seguida o material era filtrado em
uma tela apropriada com trama de 200 um, de maneira que as esferas ja livre de
células, ficavam retidas na tela. O conteudo filtrado era entdo centrifugado a 4° C,
durante 5 min., a 1000 rpm. As células eram contadas e a concentracdo ajustada
para 10 X 10° células/ml em RPMI-1640 e submetidas aos ensaios de

imunofluorescéncia para analise por citometria de fluxo.

4.6 - CITOMETRIA DE FLUXO

4.6.1 - IMUNOFLUORESCENCIA PARA ANALISE CITOMETRICA DE CELULAS
MONONUCLEARES EX-VIVO E DAS PROVENIENTES DOS GRANULOMAS
FORMADOS IN VITRO.

Os ensaios de imunofluorescéncia para populacdo de células
mononucleares de sangue periférico ex vivo e das provenientes dos granulomas
formados in vitro foram realizados segundo protocolo indicado pela Becton
Dickinson, e adaptado para placas de 96 pogos, como descrito abaixo.

As placas de 96 pocos eram adicionados 25 ul de solugdo de anticorpo
monoclonal especifico para o receptor celular de interesse, marcados com
fluorocromo, diluidos 1:5 em Tampao FACS (PBS 1% BSA, pH 7.4). Para cada teste,
foram utilizados 25 ul de células mononucleares, o equivalente a 250.000 células por
poco. As placas eram incubadas por 20-30 min., ao abrigo da luz, a 4°C. As

amostras eram lavadas 1 vez com 200 ul de PBS 0.015M pH 7.4 por centrifugacao
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(1300 rpm, 7 min a 4°C) e o sobrenadante desprezado. As amostras eram entdo
fixadas com 200 pul de solugao fixadora (10 g/l de paraformaldeido, 1% de Cacodilato
de Sadio, 6.67 g/l de cloreto de Sddio, pH 7.2). Apés um periodo de 30 min., a 4°C,
as amostras eram transferidas para tubos de 1 ml e os parametros fenotipicos das
células presentes em cada amostra determinado, com o auxilio de um citbmetro de
fluxo (FACScan Becton Dickinson) .A identificacdo das populagbes celulares de
interesse bem como a determinacdo do valor percentual de populagbes e
subpopulagdes celulares e a expressao de moléculas co-estimuladoras e de adesao
nessas populagdes eram feitas utilizando-se o software cell quest acoplado ao
citbmetro.

A figura 1 mostra, de forma esquematica, a sequéncia de procedimentos
necessarios para analise dos dados obtidos por citometria de fluxo. O primeiro passo
consistiu na identificagdo de linfocitos. Para isso foram utilizados graficos de
distribuicdo puntual onde essa populagdo ocupa uma regido caracteristica apos
ajustes de ganhos de seu tamanho - FSC e granulosidade - SSC (R1, Figura 1A).
Apoés a selecao da regido de interesse, foi analisada a intensidade de fluorescéncia
apresentada pelas células presentes na regido selecionada, utilizando-se graficos de
distribuicdo puntual de fluorescéncia 1 (FL1) versus fluorescéncia 2 (FL2) (Figura 1B
e C). A fluorescéncia do tipo 1 representa células marcadas com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e a fluorescéncia do tipo 2 representa células marcadas com
ficoeritrina (PE). As analises de subpopulagdes celulares foram realizadas atraves
de combinagbes de graficos puntuais e de histogramas de fluorescéncia individual
(Figura 1 C, D e E). Os marcadores de superficie celular que apresentavam
distribuicdo bimodal, permitindo a discriminacédo de populagdes positivas e negativas
foram analisados por “dot plot”. A analise era realizada através da determinagcdo do
percentual de células positivas para os marcadores de interesse. No caso de
marcadores de superficie de células com distribuicdo unimodal, a analise
quantitativa era realizada através da determinagcao do canal médio de fluorescéncia
(CMF) em histogramas unidimensionais. Graficos de distribuicdo puntual foram
utilizados para obtencao dos valores percentuais de subpopulag¢des celulares dentro
de regiao de linfécitos (Figuras 1B e C). Os histogramas de fluorescéncia individual
foram utilizados para selecao de subpopulagao linfocitaria de interesse, seguida pela

analise da expressdo de um outro marcador pela populagdo selecionada. Esta
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selegdo da populacéo expressando o primeiro marcador de interesse foi feita através
do posicionamento de uma regido sobre a populagdo celular fluorescente (R2,
Figura 1 D). Em seguida, procedeu-se a criagcdo de uma regidao virtual R3, que
continha as células presentes em R1 e R2, simultaneamente. Ao final destas etapas
obtinha-se um histograma de fluorescéncia individual demonstrando o valor
percentual da subpopulagao expressando o segundo marcador de interesse.

Observacao : Os ensaios nos quais foi utilizada a dupla marcagao, por exemplo ,
percentual de células CD4'CD28" avaliados da populagdo de células T CD4", foram

expressos pelo percentual médio segundo a expressdao matematica:

Ex: CD4* CD28*

X100
CcD4*
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Figura 1 — Representacdo esquematica da sequéncia da analise dos dados obtidos por
citometria de fluxo. Graficos de distribuicao puntual FSC x SSC séo utilizados para selecao
da populacao linfocitaria — R1 (A). Graficos de distribuicdo puntual; FL1 x FL2 s&o utilizados
para analise de subpopulagdes celulares excludentes (B) ou para analise de subpopulacoes
celulares (C). Histogramas de fluorescéncia individual sdo utilizados para selecdo de
populagdes linfocitarias — R2 (D). O percentual de subpopula¢des dentro das populagdes de
interesse (R1 e R2, simultaneamente = R3) & obtido através de histograma de fluorescéncia

individual (E).
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4.7 - MARCADORES DE SUPERFICIE CELULAR

Os marcadores de superficie celular utilizados nos ensaios realizados com células
mononucleares do sangue periférico obtidas ex vivo e nos ensaios de formagéo de
granuloma in vitro foram os seguintes: Anticorpos marcados com fluoresceina (FITC)
— anti-CD2, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19 e anti-CD14 e com ficoeritrina
(PE) — anti-CD3, anti-CD28, anti-CD18 (LFA-1), anti-CD80 (B7-1), anti-CD86 (B7-2)
, anti-CD62L(L-selectina) anti-HLA-DR.

4.8 - ANALISE ESTATISTICA

Quando a comparacgao foi feita entre dois grupos utilizou-se o teste T-
student. Para andlise de mais de dois utilizou-se o teste de analise de variancia
(ANOVA). As amostras que apresentaram diferencgas estatisticamente significativas
foram submetidas ao teste de Scheffe e Bonferroni. Foi adotado um nivel de
significancia de 5%. A analise foi feita intergrupos (ex vivo X 5° dia) ou (PB-SEA X
PB-SEA «alL-10) e (PB-SEA X PB-SEA rIL-10) e intragrupos (NI X INT X HS). O

'software' utilizado para as analises foi SPSS for windows.
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5 - RESULTADOS

Os resultados foram divididos em duas sec¢des: na primeira, comparou-se
os parametros avaliados no contexto ex vivo com aqueles obtidos apds cultura in
vitro, com objetivo de avaliar possiveis altera¢cdes nas populagdes celulares, na
expressao de moléculas de co-estimulacédo e de adesao, induzidas pela formagéao do
granuloma in vitro. Em seguida, foi realizada a analise da expressao desses
marcadores celulares, na presenga de anticorpos anti-IL-10 ou IL-10 recombinante,
com objetivo de investigarmos o efeito do bloqueio da IL-10 ou rIL-10 em cultura de
granuloma in vitro

Os dados serdo apresentados da seguinte maneira: primeiramente,
linfécitos T CD3 *, CD4 e CD8 " e os marcadores co-expressos pelas populacbes
CD4" e CD8". Em seguida, as células apresentadoras de antigenos CD19 e CD14 *

€ 0s marcadores co-expressos por essas duas populagdes.

Pacientes INT apresentam diminuigao significativa do percentual de linfécitos

T CD3" apés cultura do granuloma in vitro

Os resultados da Figura 2 mostram o percentual médio de linfécitos T
CD3" na populagéo de linfécitos totais do sangue periférico de individuos dos grupos
NI, INT e HS avaliados antes (ex vivo) e apds cultura de granuloma in vitro.

A andlise dos dados mostrou que o grupo INT diferiu significativamente
antes (64,2%).e apods cultura (54,3%), o que n&do ocorreu nos grupos NI e HS
avaliados antes (NI=69,3% e HS= 62,0%) e apds cultura (NI= 65,8% e HS= 58,8%).
No contexto ex vivo, a analise entre os grupos NI, INT e HS mostrou que o grupo HS
(62,0%) diferiu significativamente do grupo NI (69,3%). Por sua vez, o mesmo nao foi
observado em relagao ao grupo INT (64,2%) nao diferiu do grupo NI.

As culturas PB-SEA (NI=65,8%, INT=54,2%, HS=58,7) diferiram das
culturas controle (PB) (NI=44,5%, INT=41,5%, HS=39,7%).

28



RESULTADOS

100
+
™ l 1 | m NI
9 80 1 [ INT
% 60 - @ HS
3
'S 40
5
o\o 20 ]
0 _
Antes Apés Cultura

Figura 2 — Percentual médio de linfocitos T CD3 * obtidos antes e apos cultura de
granuloma in vitro com PBMC de pacientes NI, INT e HS. A populagéo celular foi
identificada utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD3 marcado com o fluorocromo
FITC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os resultados sao
expressos como média dos valores percentuais + desvios padrao. As diferengas
estatisticas (p < 0.05) na analise entre os grupos (NI, INT e HS) estdo indicadas
pelas chaves pretas e na analise antes e apdés a cultura pela chave vermelha.

Numero de pacientes (N) = 19, 26 e 17 para NI, INT e HS, respectivamente.
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O percentual de linfécitos T CD4" diminui significativamente apés cultura do

granuloma in vitro no grupo INT

A analise da Figura 3 apresenta o percentual médio de linfocitos T CD4"
na populacao de linfocitos totais do sangue periférico de individuos dos grupos NI,
INT e HS avaliados antes e apés cultura de granuloma in vitro.

A analise mostrou que o grupo INT diferiu antes (39,2%) e apds a cultura
(30,5%). Os demais grupos nao apresentaram diferengcas estatisticamente
significativas antes (NI= 40,8% e HS= 32,4%). e apos cultura (NI= 40,1% e HS=
31,3%).

No contexto ex vivo, a analise entre os grupos NI, INT e HS mostrou que o grupo HS
(33,4%) diferiu significativamente do grupo NI (40,8%). Por sua vez, o grupo INT
(38,2%) nao diferiu do grupo NI.

A analise ap6s cultura mostrou que os grupos INT (31,5%) e HS (31,3%)
diferiram do grupo NI (40,1%) nas culturas PB-SEA como, também, nas culturas
controle (PB) (N1=34,6%, INT=25,6%, HS=26,7%)
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Figura 3 — Percentual médio de linfocitos T antes e apds cultura de granuloma in
vitro com PBMC de pacientes NI, INT e HS. As populagbes celulares foram
identificadas utilizando-se anticorpos monoplanos anti-CD4 marcados com o
fluorocromo FITC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os
resultados sao expressos como média dos valores percentuais + desvios padrao. As
diferengas estatisticas (p < 0.05) na anadlise entre os grupos (NI, INT e HS) estéo
indicadas pelas chaves pretas e na analise antes e apds a cultura pela chave
vermelha. As médias de PB foram estatisticamente significativas em relacédo a PB-
SEA. Numero de pacientes (N) = 19, 26 e17 para NI, INT e HS, respectivamente.
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O percentual de linfécitos T CD4" expressando HLA-DR nio é alterado apés

cultura com PBMC no granuloma in vitro

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram o percentual de
linfocitos T CD4"HLA-DR™ avaliados na populagéo de linfocitos T CD4" do sangue
periférico de pacientes dos grupos NI, INT e HS antes e apds cultura de granuloma
in vitro. Os grupos (NI=8,9%, INT=11,3% e HS=17,3%) n&o apresentaram apods a
cultura de granuloma nenhuma diferenga estatisticamente significativa em relagéo a
analise ex vivo (INT=12,1% ; HS=16,0% e NI=8,3%).

A andlise no contexto ex vivo entre NI, INT e HS mostrou que os grupos HS (16,0%)
e INT (12,1%) diferiram grupo NI (8,3%). Apds cultura apenas o grupo HS (17,3%)
diferiu dos demais (NI=8,9% e INT=11,3%).

As culturas PB-SEA (NI=8,9%, INT=11,3%, HS=17,3%) diferiram das
culturas controle (PB) (NI=5,9%, INT=8,4%, HS=10,3%).
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Figura 4 - Percentual médio de linfécitos T CD4" HLA-DR™ obtido antes e apds
cultura de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI INT e HS.

Ensaios de dupla marcagcao foram utilizados para avaliar o percentual de células T
CD4 que co-expressam o marcador HLA-DR. As populagdes celulares foram
identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-HLA-DR
marcados com o fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de
imunofenotipagem descrito em M&M. As diferengas estatisticas (p < 0.05) na analise
entre os grupos (NI, INT e HS) estado indicadas pelas chaves pretas. Numero de

individuos (N) = 19, 26 e17 para NI, INT e HS, respectivamente.
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Grupo INT apresenta diminuigdo significativa do percentual de linféocitos T

CD4" expressando CD28 apés cultura de granuloma in vitro

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram o percentual de
linfocitos T CD4'CD28" avaliados na populagdo de linfocitos T CD4" do sangue
periférico de pacientes dos grupos NI, INT e HS. A analise mostrou que apenas o
grupo INT diferiu significativamente antes (95,6%) e apds cultura (74,2%). Ja os
demais grupos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas antes
(N1=87,9%, HS=91,4%) e apds cultura de granuloma in vitro (N1=85,6%, HS=88,9%).

Os grupos NI, INT e HS ndo mostraram diferengas estatisticamente
significativas antes da cultura (ex vivo) (NI=87,9%, INT=95,6%, HS=91,4%). Apos
cultura apenas o grupo INT(74,2%), nas culturas PB-SEA, diferiu significativamente
dos demais (NI1=87,9% e HS=91,4%).

As médias do controle PB (NI=61,6%, INT=63,8% e HS=66,7%) foram
significativamente menores em relagdo a PB-SEA (NI=85,6%, INT=74,2% e
HS=88,9%).
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Figura 5- Percentual médio de linfécitos T CD4" CD28" obtido antes e apos cultura
de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI INT e HS. Ensaios de dupla
marcac¢ao foram utilizados para avaliar o percentual de células T CD4 que co-
expressam o marcador CD28. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD28 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrdo. As diferengas estatisticas (p < 0.05) na analise entre os grupos
(NI, INT e HS) estdo indicadas pelas chaves pretas e na analise antes e apds a
cultura (ex vivo X 5° dia) pela chave vermelha. Numero de individuos (N) = 19, 26

e17 para NI, INT e HS, respectivamente.
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Expressao do marcador CD18 nao é alterado apés cultura de granuloma In

vitro

Os resultados apresentados na Figura 6 mostram a expressdo do
marcador CD18 (LFA-1) avaliado na populagdo de linfocitos T CD4" no sangue
periférico de pacientes dos grupos NI, INT e HS antes e apds cultura de granuloma
in vitro. Os resultados ndo mostraram diferengas estatisticamente significativas no
percentual médio de expressdo do marcador CD18 antes (NI=92,1%, INT=107,8%,
HS=114,5%) e apds a cultura de granuloma (NI=94,5%, INT=111,5%, HS=121,3%).

Por outro lado, a analise entre os grupos clinicos antes e apds cultura
mostrou diferengas estatisticamente significativas no grupo HS em relagéo ao NI

As meédias das culturas PB (NI=79,8%, INT=89,7%, HS=98,7%) foram
significativamente menores em relagdo a PB-SEA (NI=94,5%, INT=111,5%,
HS=121,3%).
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Figura 6 — Percentual médio de intensidade de fluorescéncia do marcador CD18
expresso na populacdo de linfécitos T CD4+ obtidos antes e apds cultura de
granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de dupla
marcacao foram utilizados para avaliar o percentual de células T CD4 que co-
expressam o marcador CD18. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD18 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. As diferencgas estatisticas (p < 0.05) na analise entre os grupos
(NI, INT e HS) estdo indicadas pelas chaves pretas. (CMF) — Canal médio de

fluorescéncia. N = (19, 26 e17) para NI, INT e HS, respectivamente.
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O Percentual de linfécitos T CD4" expressando CD62 nao é alterado cultura

com PBMC de granuloma In vitro

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram o percentual de L-
selectina (CD62L) avaliados na populagéo de linfocitos CD4" do sangue periférico de
pacientes dos grupos NI, INT e HS. Nao constatamos nenhuma diferencga
estatisticamente significativa no percentual médio de linfécitos T CD4°CD62 * antes
(NI=8,7%, INT=12,5%, HS=15,4%) e apds cultura (NI=7,2%, INT=11,2%,
HS=16,7%).

Por outro lado, a analise entre os grupos de pacientes mostrou que os
grupos INT e HS diferiram significativamente do grupo NI antes e apés cultura.

As culturas estimuladas com PB-SEA (INT=11,2%; HS=15,4%) foram
significativamente maiores do que as culturas controle (PB) para os grupos INT
(6,8%) e HS (7,8%). O grupo NI (7,2%) em PB-SEA nao diferiu de PB (5,6%).
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Figura 7 — Percentual médio de linfocitos T CD4" CD62L" obtido antes e apds
cultura de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de
dupla marcacéao foram utilizados para avaliar o percentual de células T CD4 que co-
expressam o marcador CD62. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD62 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvio padrdo. As diferengas estatisticas na analise intragrupos (NI, INT e HS)
estdo indicadas por linhas entre barras. p < 0.05.

Numero de individuos (N) = 19, 26 e17 para NI, INT e HS, respectivamente.
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O Percentual de linfécitos T CD8" néo é alterado apés cultura de granuloma in

vitro

O percentual de linfocitos T CD8" na populacdo de linfocitos totais do
sangue periférico de pacientes do grupo NI, INT e HS estdo mostrados na Figura 8.
Os dados ndo mostraram diferenga estatisticamente significativa do percentual de
linfocitos T CD8" antes (NI=31,2%, INT=33,4%; HS=26,0%;) e apés cultura (N1=31%,
INT=31,3%; HS=24,5%;) para nenhum dos grupos investigados.

Por sua vez, a analise entre os grupos mostrou que o grupo HS diferiu
significativamente antes (26,0%) e apds cultura (24,5%) em relagédo ao grupo NI
(p<0,05). O mesmo nao ocorreu em relagéo ao grupo INT quando comparado antes
e apos cultura com o grupo NI.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas nas culturas PB
(NI1=26,2, INT=28,1%, HS=24,9%) em relacdo a PB=SEA (NI=31%, INT=31,3%;
HS=24,5%;).
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Figura 8- Percentual médio de linfocitos T CD8" obtido antes e apos cultura de
granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. As populagdes celulares
foram identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD8 marcados com o
fluorocromo FITC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os
resultados sao expressos como média dos valores percentuais + desvios padrao. As
diferencas estatisticas na analise entre os grupos (NI, INT e HS) estao indicadas por

linhas entre barras. p < 0.05. N = 19, 26 e17 para NI, INT e HS, respectivamente.
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O Percentual de linfécitos T CD8" ativados nao é alterado apds cultura de

granuloma In vitro

Os resultados apresentados na Figura 9 mostram o percentual de
linfocitos T CD8"HLA-DR™ avaliados na populagéo de linfocitos T CD8" do sangue
periférico de pacientes dos grupos NI, INT e HS antes e apds cultura de granuloma
in vitro. A analise dos resultados ndo mostrou nenhuma diferenca estatisticamente
significativa dos valores percentuais nos grupos antes (NI=21,4%,INT=25,3% ;
HS=33,7%,) e apos cultura (NI=21,8%,INT=25,6% ; HS=36,9% e).

A analise entre os grupos de pacientes mostrou que apenas o grupo HS
diferiu significativamente antes (33,7%) e ap6s cultura (36,9%) quando comparado
aos demais grupos antes (NI=21,4% e INT=25,3%) e apods cultura (NI=21,8% e
INT=25,6%). O mesmo ocorreu nas culturas PB (NI=19,2%,INT=22,1%, HS=30,6%).
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Figura 9 — Percentual médio de linfécitos T CD8" HLA-DR" obtido antes e apds
cultura de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de
dupla marcacao foram utilizados para avaliar o percentual de células T CD8 que co-
expressam o marcador HLA-DR. As populacbes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD8 e anti-HLA-DR marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrao. As diferengas estatisticas na anadlise intragrupos (NI, INT e HS)
estdo indicadas por linhas entre barras. p < 0.05. N =19, 26 e17 para NI, INT e HS,

respectivamente.
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O Percentual de Linfécitos T CD8+ expressando CD28 nao é alterado apés

cultura de granuloma In vitro

Os resultados da Figura 10 mostram o percentual de linfécitos T
CD8'CD28" avaliados na populagdo de linfécitos CD8" do sangue periférico de
pacientes dos grupos NI, INT e HS antes e apds cultura de granuloma in vitro. Os
resultados ndao mostraram nenhuma diferenca estatisticamente significativa no
percentual médio de linfocitos T CD8'CD28" nos grupos antes (NI= 47,8%,INT=
55,4%; HS= 45,6%) e apds cultura (NI=49,7%, INT= 57,8%; HS= 45,9%).

Todavia, a analise entre os grupos mostrou que o grupo INT diferiu
significativamente dos demais antes e apds cultura (p<0,05).

As meédias das culturas PB (NI=41,1%, INT=44,5%, HS=30,6%) foram
significativamente menores em relacdo a PB-SEA (NI=49,7%, INT=57,8%,
HS=45,9%).
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Figura 10 — Percentual médio de linfocitos T CD8" CD28" obtido antes e apds
cultura de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de
dupla marcacao foram utilizados para avaliar o percentual de células T CD8 que co-
expressam o marcador CD28. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD8 e anti-CD28 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrdo. As diferengas estatisticas na analise intragrupos (NI, INT e HS)
estdo indicadas por linhas entre barras. p < 0.05.

N =19, 26 e17 para NI, INT e HS, respectivamente.
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RESULTADOS

Expressdo do marcador CD18 na populagéo de linfocitos T CD8" n3o é alterado

apos cultura de granuloma In vitro

Os resultados apresentados na Figura 11 mostram a média de expressao
do marcador CD18 avaliado na populagdo de linfocitos T CD8", no sangue periférico
de individuos dos grupos NI, INT e HS antes apds cultura de granuloma in vitro. Os
resultados nao mostraram nenhuma diferenga estatisticamente significativa na média
de expressdo do marcador CD18 por linfocitos T CD8" nos grupos avaliados antes
(NI= 88,7%, INT= 99,6%; HS= 107,8%). e apds cultura (NI= 90,1; INT=107,6;
HS=111,6).

A analise dos grupos mostrou que individuos HS avaliados antes
(107,8%) e apds cultura (111,6%) apresentaram uma meédia de expressdo de CD18
significativamente maior (p<0,05) em relagdo ao grupo NI. O grupo INT (107,8%)
diferiu do grupo NI (90,1%) apenas apds cultura

As médias das culturas PB (NI=71,1%, INT=82,1%, HS=89,7%) foram
significativamente menores em relagdo a PB-SEA (NI=90,1; INT=107,6; HS=111,6).
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Figura 11— Percentual médio de intensidade de fluorescéncia do marcador CD18
expresso na populacdo de linfécitos T CD8+ obtidos antes e apds cultura de
granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de dupla
marcacao foram utilizados para avaliar o percentual de células T CD8 que co-
expressam o marcador CD18. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD8 e anti-CD18 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrao. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrao. As diferengas estatisticas na andlise intragrupos (NI, INT e HS)
estdo indicadas por linhas entre barras. p < 0.05. (CMF) — Canal médio de

fluorescéncia. N = 19, 17 e 26 para NI, INT e HS, respectivamente
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RESULTADOS

Pacientes INT apresentam diminuigao significativa do percentual de linfécitos

T CD8" expressando CD62 apds cultura granuloma in vitro

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram o percentual de
linfocitos CD8'CD62L" avaliados na populagdo de linfocitos CD8+ do sangue
periférico de individuos dos grupos NI, INT e HS antes e apés cultura de granuloma
in vitro. A analise dos resultados mostrou que apenas o grupo INT diferiu
significativamente quando avaliado antes (INT=16,7%) e apos cultura (INT=11,2%)
(p<0,05). Ja os demais grupos nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas antes (NI=8,7%, HS=17,9%) e apos cultura (N1=7,9%, HS=15,4%).

A analise entre os grupos de pacientes mostrou que os grupos INT e HS
diferiram significativamente do grupo NI antes (INT=16,7%, HS=17,9%) e apos
cultura (INT=11,2%, HS=15,4%) (p<0,05).

Nas médias das culturas PB, os grupos HS e INT diferiram do NI
(N1=5,6%, INT=10,5%, HS=11,7%) Apenas a média de PB no grupo INT n&o diferiu
da média de PB-SEA.
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Figura 12 — Percentual médio de linfocitos T CD8" CD62L" obtido antes e apds
cultura de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI INT e HS. Ensaios de
dupla marcacéao foram utilizados para avaliar o percentual de células T CD8 que co-
expressam o marcador CD62. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD8 e anti-CD62 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrao. Os resultados s&o expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrao. As diferengas estatisticas na analise entre os grupos NI, INT e HS
estdo indicadas por chaves pretas entre barras e na analise entre ex vivo apds
cultura por chave vermelha. p < 0.05.

N =19, 26 e17 para NI, INT e HS, respectivamente.
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RESULTADOS

O Percentual de células B CD19" nio é alterado apos cultura de granuloma in

vitro

O percentual de células B CD19" na populagéo de linfocitos totais do
sangue periférico de individuos dos grupos NI, INT e HS antes e apd6s a cultura de
granuloma in vitro estdo apresentados na Figura 13. A anadlise dos dados néo
mostrou nenhuma diferenga estatisticamente significativa do percentual de linfécitos
B CD19" antes (NI=9,7%, INT=14,2%; HS=17,6%) e apds a cultura (NI=9,1%,
INT=14,8%; HS=15,4%) em nenhum dos grupos investigados.

Ja na analise entre os grupos, os resultados mostraram que os individuos
HS e INT avaliados antes (INT=14,2%; HS=17,6%) e apds cultura (INT=15,4%,
HS=14,8%) apresentaram valores percentuais de células B CD19" circulantes
significativamente maiores em relagéo ao grupo NI(p<0,05).

As médias das culturas PB (NI=7,6, INT=9,7%, HS=11,2%) foram
significativamente menores em relagdo a PB-SEA(NI=9,1%, INT=14,8%;
HS=15,4%).
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Figura 13 — Percentual médio de células B CD19" obtido antes e apos cultura de
granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. As populagdes celulares
foram identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19 marcados com o
fluorocromo FITC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os
resultados sdo expressos como meédia dos valores percentuais + desvios padrao. *
p<0.05 = Diferengas estatisticamente significativas entre os grupos investigados
estdo indicadas por chaves pretas entre as barras.

N = (15, 21 e12) para NI, INT e HS, respectivamente.
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RESULTADOS

O Percentual de células B CD19* expressando CD86" diminui apés cultura de

granuloma In vitro no grupo INT

A analise do percentual da molécula B7-2 (CD86) na populagdo de
linfécitos B, em cultura com PBMC de individuos dos grupos NI, INT e HS antes e
apo6s cultura de granuloma in vitro estd apresentada na Figura 14. Os resultados
mostraram que apenas o grupo INT diferiu significativamente quando comparado
antes (75,4%) e apos cultura (62,3%) (p<0,05). Os demais grupos nao apresentaram
diferencas significativas antes (NI=44,8%, HS=65,8%) e apos cultura (NI=38,1%,
HS=58,7).

Enquanto na analise entre os grupos de pacientes, os resultados
mostraram que os individuos INT e HS diferiram significativamente do grupo NI
quando avaliados antes (INT=75,4%, HS=65,8%) e apos cultura (INT=62,3%,
HS=58,7%) (p<0,05).

As médias das culturas PB (INT=41,2%, HS=45,8%) foram
significativamente menores em relagdo a PB-SEA (INT=62,3%; HS=58,7%). O grupo
NI n&o diferiu nas culturas PB (38,7%) em relagio a PB-SEA (38,1%).
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Figura 14— Percentual médio de células B CD19" CD86" obtido antes e apds cultura
de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de dupla
marcac¢ao foram utilizados para avaliar o percentual de células B CD19 que co-
expressam o marcador CD86. As populagbes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19 e anti-CD86 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrdo. p<0.05 =. Diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos investigados estao indicadas por chaves pretas entre as barras e por chave
vermelha na analise (antes e apds cultura).

N =15, 21 e12 para NI, INT e HS, respectivamente.
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RESULTADOS

N3o ha alteragdo no percentual de células B CD19°CD80" apés cultura com

PBMC no granuloma In vitro

A andlise da Figura 15 mostra o percentual de linfocitos B CD19*CD80*
avaliados na populagéo de linfocitos B CD19" do sangue periférico de individuos dos
grupos NI, INT e HS antes e apds cultura de granuloma in vitro. A analise dos
resultados ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas nos grupos
quando avaliados antes (NI=20,5%,INT=26,8% ; HS=20,2%;) e apds a cultura
(N1=24,5%, INT=25,4% ; HS=22,7%:;) nas culturas estimuladas com SEA.

A analise entre os grupos mostrou que apenas o grupo INT diferiu do
grupo NI quando avaliado no contexto ex vivo. Apds cultura, ndo constatamos
diferencas significativas entre os grupos.

As médias das culturas PB (NI=18,7%, INT=20,1%, HS=18,8%) foram
significativamente menores do que nas culturas PB-SEA cultura (NI=24,5%,
INT=25,4% ; HS=22,7%;).
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Figura 15— Percentual médio de células B CD19" CD80" obtido antes e apds cultura
de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de dupla
marcacao foram utilizados para avaliar o percentual de células B CD19 que co-
expressam o marcador CD80. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19 e anti-CD80 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrdo. p<0.05 =. Diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos investigados estao indicadas por chaves pretas entre as barras. N = 15, 21

e12 para NI, INT e HS, respectivamente
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RESULTADOS

Pacientes INT apresentam diminuicao significativa do percentual de células

CD14" apés cultura de granuloma In vitro

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram o percentual da
populacgéo de células CD14" do sangue periférico de individuos dos grupos IN, HS e
NI antes e apés a cultura de granuloma in vitro.

A andlise dos resultados mostrou que apenas o grupo INT diferiu
significativamente quando avaliado antes (4,9%) e apos cultura (3,9%) (p<0,05). Por
sua vez, os demais grupos néo diferiram antes (NI=5,1%, HS=5,3%) e apos a cultura
(N1=4,8%, HS=5,2%).

Os resultados mostraram, ainda, na analise entre os grupos que o0s
individuos INT (3,9%) diferiram significativamente do grupo NI (5,1%) apenas apos
cultura.

As médias nas culturas PB (NI=5,1%, INT=5,6%, HS=4,9%) foram
significativamente menores que PB-SEA (NI=4,8%, INT=3,9%, HS=5,2%) apenas
para o grupo INT.
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Figura 16 — Percentual médio de células CD14" obtido antes e apos cultura de
granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. As populagdes celulares
foram identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD14 marcados com o
fluorocromo FITC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os
resultados sdo expressos como meédia dos valores percentuais + desvios padrao.
p<0.05 = Diferengas estatisticamente significativas entre os grupos investigados
estdo indicadas por chaves pretas entre as barras e por chave vermelha entre antes

X apos cultura. N =11, 16 e 09 para NI, INT e HS, respectivamente.
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RESULTADOS

Pacientes INT apresentam diminuicao significativa do percentual de células

CD14+ expressando CD86 apés cultura de granuloma In vitro

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram o percentual de
células B7-2 (CD86") avaliados na populagdo de células CD14" do sangue
periférico de individuos dos grupos NI, INT e HS antes e apés cultura de granuloma
in vitro.

A analise dos resultados mostrou que apenas o grupo INT diferiu
significativamente quando avaliado antes (19,7%) e apos cultura (15,2%) (p<0,05).
Por sua vez, os demais grupos nao diferiram antes (NI=18,5%, HS=15,3%) e apos a
cultura (N1=19,1%, HS=13,2%).

Por outro lado, os resultados entre os grupos mostraram diferengas
estatisticamente significativas nos grupos investigados INT e HS (INT=15,2%,
HS=15,3%) quando comparado ao grupo NI (19,1%) apds cultura (p<0,05).

As médias das culturas PB (NI=12,3%, INT=11,2%, HS=10,8%) foram
significativamente menores que as de PB-SEA (NI=19,1%, INT=15,2%, HS=13,2%).
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Figura 17— Percentual médio de células CD14" CD86" obtido antes e apds cultura
de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de dupla
marcacao foram utilizados para avaliar o percentual de células CD14 que co-
expressam o marcador CD86. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD14 e anti-CD86 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrdo. p<0.05 =. Diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos investigados estao indicadas por chaves pretas entre as barras e por chave
vermelha entre antes X apoés cultura. N = 11, 16 e 09 para NI, INT e HS,

respectivamente
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RESULTADOS

O Percentual de células CD14"'CD80" nio é alterado apés cultura de granuloma

In vitro

Os resultados apresentados na Figura 18 mostram o percentual da
molécula B7-1 (CD80) avaliados na populacdo de células marcadas com anti-CD14
do sangue periférico de individuos dos grupos NI, INT e HS antes e apds cultura de
granuloma in vitro.

N&o observamos diferengas estatisticamente significativas na analise dos
grupos quando avaliados antes (NI= 16,3%,INT=17,6% ; HS=15,6%;) e apods cultura
(NI=16,5%, INT=15,6% ; HS=14,9%;).

A analise entre os grupos de pacientes também nao mostrou diferengas
estatisticamente significativas antes e apds cultura de granuloma in vitro tanto para
PB-SEA.

As médias nas culturas PB (NI=12,3%, INT=11,2%, HS=10,8%) foram
significativamente menores do que as de PB-SEA (NI= 16,5%, INT=15,6% ;
HS=14,9%;).
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Figura 18 — Percentual médio de células CD14" CD80" obtido antes e ap6s cultura
de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI INT e HS. Ensaios de dupla
marcacao foram utilizados para avaliar o percentual de células CD14+ que co-
expressam o marcador CD80. As populagbes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD14 e anti-CD80 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais

+ desvios padrdao. N = 11, 16 e 09 para NI, INT e HS, respectivamente

61



RESULTADOS

N3do ha alteragdo no percentual de Células CD14°CD54" apds cultura de

granuloma In vitro

A analise da Figura 19 mostra o percentual de ICAM-1 (CD54) avaliados
na populagédo de células apresentadoras de antigenos CD14" do sangue periférico
de individuos dos grupos NI, INT e HS antes e apds cultura de granuloma in vitro.

Os resultados nao mostraram diferengas estatisticamente significativas
nos grupos quando avaliados antes (NI=3,7%, INT=5,9%; HS=4,2%;) e apos cultura
(N1=3,9%,INT=4,9%; HS=3,4%;).

Por sua vez, a analise ex vivo entre os grupos mostrou diferengas
estatisticamente significativas somente para o grupo INT (5,9%) que apresentou um
percentual mais elevado dessas células comparado ao grupo NI (3,7%). N&ao foram
observadas diferengas entre os grupos apos cultura.

As médias de PB (NI=2,8%, INT=3,2%, HS=2,7%). Foram
significativamente menores nos grupos INT e NI em relacdto a PB-SEA
(N1=3,9%,INT=4,9%; HS=3,4%;).
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Figura 19 — Percentual médio de células CD14" CD54" obtido antes e apos cultura
de granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS. Ensaios de dupla
marcac¢ao foram utilizados para avaliar o percentual de células CD14+ que co-
expressam o marcador CD54. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD14 e anti-CD54 marcados com o
fluorocromo FITC e PE respectivamente, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em M&M. Os resultados sao expressos como média dos valores percentuais
+ desvios padrdo. p<0.05 =. Diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos investigados estéo indicadas por chaves pretas entre as barras. N = 11, 16 e

09 para NI, INT e HS, respectivamente
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RESULTADOS

Formacao do granuloma in vitro na preseng¢a dos anticorpos anti-interleucina
10 (IL-10) e/ou IL-10 recombinante (rIL-10)

Inicialmente procuramos avaliar se o indice de granuloma era alterado
pela adicdo de anticorpos anti-IL-10 ou IL-10 recombinante (rlL-10).

Os resultados apresentados na Figura 20 mostram a média do indice de
granuloma in vitro (Gl) obtido apés cultura. Observou-se um aumento significativo no
indice do granuloma formado com PBMCs de pacientes HS quando comparado ao
grupo (NI). Na presenga de anticorpos anti-IL10 houve um aumento significativo
(p<0,05) da média de indice de granuloma (Gl) para o grupo INT em comparagao a
cultura, sem a adi¢ao dos anticorpos anti-IL10 e em relagao ao grupo controle NI. Os
demais grupos nao apresentaram altera¢des significativas no Gl, na presenga de
anticorpos anti-1L-10.

Os resultados apresentados na Figura 20 mostram, ainda, que a adigéao
da IL-10 recombinante (rlL-10) foi capaz de reduzir, significativamente, a média de

Gl do grupos HS e INT quando comparados ao grupo NI (p<0,05).
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Figura 20 - Resultados apresentados: (E — C) Experimento (PB-SEA) — Controle
(PB). Média dos indices de granuloma (IG) obtidos na avaliagdo da reatividade
granulomatosa com PBMC de 26 pacientes na fase crbnica intestinal (INT), 17
pacientes na fase crénica hepatoesplénica compensada (HS) e 19 individuos nao
infectados para S. mansoni, cultivadas na auséncia ou presencga de anticorpos anti-
IL10 e rlL-10. Média do anticorpo nao relacionado para pacientes do grupo intestinal
(2,61 + 0,35); grupo hepatoesplénico (3,91 + 0,31) e grupo controle (1,3 + 0,29). As
diferencas estatisticas na analise entre NI, INT e HS estdo indicadas por chaves
pretas entre barras e na analise entre PB-SEA , PB-SEA o IL-10 e PB-SEA r IL-10

por chave vermelha entre as barras. Valores estatisticamente significativos (p<0,05)
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RESULTADOS

Afim de alcangar o nosso segundo objetivo, que foi avaliar a influéncia da
IL 10 na expressao de alguns marcadores de superficie celular e de moléculas
acessorias presentes nas subpopulacbes celulares formadoras do granuloma in
vitro, a analise nos grupos NI, INT e HS foi realizada entre as culturas PB-SEA +
anti-IL-10 X PB-SEA e PB-SEA + rIL-10 X PB-SEA, além da analise entre NI, INT e
HS nas culturas PB-SEA + anti-IL-10 e PB-SEA + rIL-10.

Bloqueio da IL-10 aumenta o percentual de linfécitos CD3* em cultura de

granuloma in vitro

A anadlise dos resultados apresentada na Figura 21 mostra que nas
culturas PB-SEA+ anti-IL-10 do grupo INT houve um aumento significativo no
percentual de células CD3" quando comparados aos controles PB-SEA. Nos demais
grupos, as culturas PB-SEA + anti-IL-10 n&o diferiram significativamente do controle
PB-SEA.

Por sua vez, todos os grupos investigados apresentaram percentuais de
células CD3" significativamente menores na presenca da rlL-10 quando comparado
as culturas PB-SEA na auséncia da citocina recombinante’

A analise entre os grupos NI, INT e HS avaliou, primeiramente, o efeito da
adicdo de anticorpos bloqueadores anti-IL-10. A analise dos dados mostrou uma
diminuicao significativa apenas no percentual de linfécitos T no grupo HS (p<0,05).
Enquanto a adi¢cao de rlL-10 foi capaz de diminuir significativamente o percentual
dessas células em todos os grupos. Nenhum efeito dos anticorpos bloqueadores ou

citocina recombinante foi observado nas culturas controle PB (Tabela 3).
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Figura 21 - Percentual médio de linfécitos T antes e apds cultura de granuloma in
vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS na auséncia e presenca de anticorpos
anti-IL-10 e/ou rIL-10. As populagdes celulares foram identificadas utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-CD3 marcados com o fluorocromo FITC, segundo
protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os resultados sdo expressos
como meédia dos valores percentuais + desvios padrao As diferencas estatisticas na
analise entre os grupos NI, INT e HS estao indicadas por um asterisco a frente da(s)
barra(s) do(s) grupo(s) que apresentou(aram) diferenca(s) estatisticamente
significativas (p<0,05) em relagdo ao controle (NI) e INT e na analise entre PB-SEA
, PB-SEA o IL-10 e PB-SEA rIL-10 (dentro do grupo) por seta a frente das barras
que apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

—» A seta vermelha indica aumento em relagao ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico

<+— A seta azul indica diminuicdo em relagdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.

O controle dos experimentos foi feito na presenca de esferas de
poliacrilamida nado ligadas ao antigeno de SEA (PB), correspondendo as meédias
representados na tabela abaixo:

Controle PB PB + alL-10 PB + riL-10
NI 44,5+43 46,7 £3,6 42,3+5,1
INT 41,5+3,7 43,8+ 5,6 39,8+4,2
HS 39,7 +4,1 40,5+4,5 391+44

Tabela 3 - Andlise de células CD3" apos cultura de granuloma in vitro (Controle PB)
com PBMC de individuos NI, INT e HS.
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Bloqueio da IL-10 aumenta o percentual de linfécitos CD4" totais e co-
expressando os marcadores HLA-DR, CD28, CD18 e CD62L nos individuos INT

em cultura de granuloma in vitro

Considerando o aumento do percentual de linfocitos T CD3" totais no grupo INT, nas
culturas PB-SEA + anti-IL-10, foi de nosso interesse avaliar o efeito desses
anticorpos no percentual da subpopulacdo de linfocitos T CD4" e nos percentuais
dessas células que co-expressaram os marcadores HLA-DR, CD28, CD18 e CD62L
nos grupos investigados, apds o bloqueio da IL-10 em culturas estimuladas com
SEA. Os resultados da Figura 22 estdo separados por cada marcador (A=CD4",
B=CD4"HLA-DR*, C=CD4'CD28*, D=CD4'CD18 e E=CD4'CD62L") avaliado nas
células CD4" de individuos dos grupos NI, INT e HS ap6s cultura de granuloma in
vitro.

A analise dos resultados apds a adicao de anticorpos anti-IL10 mostrou

que somente o grupo INT apresentou aumento estatisticamente significativo (p<0,05)
do percentual médio de linfécitos T CD4" totais e co-expressando os marcadores
investigados no estudo, quando comparados aos percentuais apresentados nas
culturas PB-SEA (Figura 22). Apés o bloqueio dessa citocina, ndo foram observadas
alteragdes significativas nos grupos NI e HS, quando comparamos aos controles,
sem a adi¢ao de anticorpos (PB-SEA).
Por outro lado, na presenga da rlL-10, apenas o grupo HS apresentou diminuigao
significativa (p<0,05) dos percentuais de células T CD4" totais e co-expressando
todos os marcadores avaliados, em relacdo aos controles, sem adicdo da citocina
recombinante (Figuras 22 A, B, C, D, E). O grupo INT apresentou diminuigdo dos
percentuais de células CD4°CD28", CD4'CD62" e diminuicdo da expressdo do
marcador CD18 em células CD4", quando comparado as culturas PB-SEA, sem a
adicdo de rIL-10. Enquanto, o grupo NI apresentou redugao significativa dos
percentuais do percentual de células T CD4", CD4°CD28" e do marcador CD18,
quando comparamos a cultura PB-SEA, sem rlL-10.

A andlise entre os grupos NI, INT e HS mostrou uma diminui¢do
significativa (p<0,05) do percentual de células CD4" no grupo HS, em relagdo aos

grupos NI e INT na presenga dos anticorpos anti-IL-10 (Figura 22A). Observamos,
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ainda, que esse mesmo grupo apresentou percentual significativamente mais
elevado (p<0,05) de células CD4" HLA-DR" avaliadas na populagdo de células
CD4 *, tanto na presenca, como na auséncia da anti-IL-10, em relacdo aos grupos
NI e INT (Figura 22B).

Ja em relacdo a expressdo do marcador CD18 em células CD4", apenas
o grupo INT apresentou um aumento significativo (p<0,05) em comparagado aos
grupos NI e HS (Figura 22D). Com relagdo as células CD4"CD62" (Figura 22E),
observou-se que na presenga dos anticorpos anti-IL-10, os grupos INT e HS
diferiram significativamente do grupo NI.

Quando analisamos os percentuais desse marcadores entre os grupos NI,
INT e HS, nas culturas adicionadas com rIL-10, apenas o grupo INT apresentou
diferencas estatisticamente significativas dos percentuais de células CD4'CD62" e
na expressdo de CD18 em células CD4" (p<0,05) em relagdo aos grupos NI e INT.

Nenhum efeito dos anticorpos anti-IL-10 foi observado nas culturas PB.
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Figura 22 - Percentual

médio de linfocitos T CD4+(A), CD4+ HLA-DR'(B),

CD4'CD28%(C), CD4'CD18"(D) e CD4'CD62L*(E) obtidos apds cultura de
granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS, na auséncia e presenca
de anticorpos anti-IL-10 e/ou rIL-10. As populacdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 marcados com o fluorocromo FITC e
anticorpos anti-HLA-DR, anti-CD28, antiCD18 e anti-CD62L marcados com PE
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os resultados séo
expressos como meédia dos valores percentuais + desvios padrdo. As diferencas
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estatisticas na analise entre os grupos NI, INT e HS estdo indicadas por um
asterisco a frente da(s) barra(s) do(s) grupo(s) que apresentou(aram) diferenca(s)
estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo ao controle (NI) e na analise
entre PB-SEA , PB-SEA a IL-10 e PB-SEA rIL-10 (dentro de cada grupo), por seta a
frente das barras significativamente diferentes (p<0,05).

—» A seta vermelha indica aumento em relacdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.

<4— A seta azul indica diminuigdo em relagdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.

O controle dos experimentos foi feito na presenca de esferas de
poliacrilamida n&o ligadas ao antigeno de SEA (PB) representado na tabela abaixo:

Marcador Controle PB PB + o IL-10 PB + riL-10-10
CD4 NI 346 11,1 41,0 £ 15,7 *29.7 + 11,1
INT 31,5+9,9 35,1+ 18,5 29,1+ 15,8
HS 31,3 16,3 33,1+£14,8 *26,8 £10,9
HLA-DR NI 5914,2 71145 6,5+ 3,4
INT 8,3+4,9 9,6 +7,2 13,5 7,1
HS 10,3+5,2 11,2+ 6,4 11,2+41
CD28 NI 66,1 + 25,1 73,2+441 * 547 +6,7
INT 64,5+ 25,1 61,8 £ 16,2 *41,2 +17,1
HS 69,2 + 27,2 71,2+ 254 38,7+ 18,1
CD18 NI 79,1+45 83,2+42 *51,2 + 24
INT 79,1t 51 74,5 + 32 *58.1 +21
HS 83,7 £ 47 87,1+ 34 *61,1+ 4
CD62 NI 5,645 5,9+ 4,9 43142
INT 6,8+ 2,9 9,6 +3,1 8,1+4,9
HS 7,8+39 8,6 +5,7 7,1+41

* P<0.05 - Diferengas significativas em relagéo ao controle PB.

Tabela 4 - Analise de linfocitos T CD4*, CD4"HLA-DR", CD4°CD28", (CMF) CD4"
CD18", CD4"CD62L" apos cultura de granuloma in vitro (Controle PB) com PBMC de
individuos NI, INT e HS.
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O bloqueio da IL-10 altera apenas o percentual de linfocitos de CD8'CD62L" e

do marcador CD18 em células CD8" de individuos INT no granuloma in vitro”

A anadlise dos resultados apresentados na Figura 23 mostra o efeito da
adicdo de anticorpos anti-IL-10 ou rIL-10 no percentual da subpopulacido de
linfocitos T CD8" e nos percentuais dessa subpopulacdo expressando os
marcadores HLA-DR, CD28, CD18 e CD62L, nos grupos NI, INT e HS.

Esta analise mostrou que o bloqueio da IL-10 alterou o percentual de
linfocitos de CD8'CD62L" e do marcador CD18 em células CD8" no grupo INT. Os
grupos NI e HS ndo apresentaram diferencas significativas para nenhum dos
marcadores investigados na presengca da anti-IL10, quando comparado aos
controles PB-SEA, sem anticorpos.

Na presenga da rlL-10 o grupo HS apresentou diminuicao significativa
(p<0,05) dos percentuais para todos os marcadores avaliados quando comparado a
cultura sem adigdo da citocina recombinante. J& em relagdo ao grupo INT
observamos que, com excegdo dos percentuais de células CD8'CD62" os demais
marcadores co-expressos em células CD8" apresentaram diminui¢édo significativa
(p<0,05) dos percentuais. Por sua vez o grupo NI apresentou diminuig&o significativa
(p<0,05) do percentual de células CD8" e CD18, na presencga de rlL-10 em relagdo a
cultura PB-SEA, sem adi¢ao de citocina recombinante.

A analise entre os grupos clinicos mostrou que na presenca da anti-IL-10,
o grupo HS apresentou diminuigdo do percentual de células T CD8" em relagdo aos
grupos NI e INT (Figura 23A). Os dados apresentados nas Figuras 23B e 23E
mostraram que os individuos HS apresentaram elevacao significativa (p<0,05) de
CD8" HLA-DR' e CD8" CD62L" em relacdo ao grupo NI, enquanto individuos do
grupo INT apresentaram aumento do percentual de CD8" CD62L" e CD8" CD28" em
relacdo aos individuos NI (Figuras 23E e 23C).

Quando comparamos o0s grupos clinicos adicionados com rlL-10
observamos que o grupo HS apresentou diminuicao significativa (p<0,05) dos
percentuais para todos marcadores analisados, exceto para CD8" HLA-DR" (Figura
23B) em relagdo ao grupo NI.

Nao foram observadas diferengas significativas nas culturas PB quando

adicionadas ou nao de anticorpos e/ou citocina recombinante.
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Figura 23 -
CD8*CD28"(C),

Percentual médio de linfocitos T CD8+(A), CD8" HLA-DR*(B),
CD8'CD18"(D) e CD8'CD62L*(E) obtidos apos cultura de

granuloma in vitro com PBMC de individuos NI, INT e HS, na auséncia e presenca
de anticorpos anti-IL-10 e/ou rIL-10. As populacdes celulares foram identificadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD8 marcados com o fluorocromo FITC e
anticorpos anti-HLA-DR, anti-CD28, antiCD18 e anti-CD62L marcados com PE
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os resultados sé&o
expressos como média dos valores percentuais + desvios padrdo. . As diferencas
estatisticas na analise entre os grupos NI, INT e HS estdo indicadas por um
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asterisco a frente da(s) barra(s) do(s) grupo(s) que apresentou(aram) diferencga(s)
estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo ao controle (NI) e na analise
entre PB-SEA , PB-SEA a IL-10 e PB-SEA rIL-10 (dentro de cada grupo), por seta a
frente das barras significativamente diferentes (p<0,05).

—» A seta vermelha indica aumento em relagcdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.

<— A seta azul indica diminuicdo em relacdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.

O controle dos experimentos foi feito na presenca de esferas de poliacrilamida nao
ligadas ao antigeno de SEA (PB) representado na tabela abaixo:

Marcador Controle PB PB +a IL-10 PB + riL-10-10

CD8 NI 26,2+4,6 27,8+4,7 241+41
INT 28,1+ 4,9 29,1+ 5,7 23,115,4

HS 249 +6,1 245+4,2 22,2+6,9

HLA-DR NI 19,2+ 4,1 18,9+ 3,9 19,6 + 6,5
INT 22,1+ 5,9 22,6+5,2 18,1171

HS 30,6 +7,2 31,4+44 26,9 + 8,1

CD28 NI 42,1+5.1 41,2+49 39,8+6,7
INT 44,5+ 5,1 47,8 + 6,2 38,9+7,1

HS 30,6 +7,2 31,4+44 26,9 + 8,1

CD18 NI 71,1+ 35 78,2+ 49 71,2+ 42
INT 82,1+ 51 84,5+42 66,1+51

HS 89,7 +42 92,1+44 70,1+ 41

CD62 NI 5,6 +4,5 6,9+ 4,9 51145
INT 10,5+ 5,3 11,6 £ 4,1 9,8 +4,9

HS 11,7+ 3,4 9,8+57 6,8+4,6

Tabela 5 - Analise de linfocitos T CD8", CD8"HLA-DR*, CD8"CD28", (CMF) CD8"
CD18", CD8'CD62L" apds cultura de granuloma in vitro (Controle PB) com PBMC de
individuos NI, INT e HS.
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O bloqueio da IL-10 em cultura foi capaz de alterar somente células B CD19 *

CD86 * no granuloma in vitro

Os resultados dos percentuais de ceélulas apresentadoras de antigenos
CD19%(A) e dos marcadores CD86(B) e CD80(C) co-expressos pelas células B
CD19", apos o bloqueio ou adigédo de IL-10, estdo representados na Figura 24.

A analise desses resultados mostrou que, na presencga de anticorpos anti-

IL10, houve uma alteracdo significativa (p<0,05) apenas nos percentuais de células
CD19", no grupo NI, e de células CD19°CD86", no grupo INT.
Quando analisamos o percentual das células CD19*, CD19°CD80" e CD19"CD86",
adicionadas com rlL-10, observamos a diminuicdo significativa (p<0,05) do
percentual dessas células nos grupos de individuos infectados INT e HS em relagao
aos controles PB-SEA. O grupo NI apresentou alteragbes significativas somente de
células CD19°CD80" quando comparado ao controle PB-SEA.

A analise entre os grupos mostrou que o grupo INT apresentou alteragdes
significativas (p<0,05) nos percentuais de células CD19" e B CD19°CD86" em
relacdo ao grupo NI, na presenga dos anticorpos anti-IL10 (Figura 24B). O mesmo
efeito foi verificado nos percentuais de células CD19" no grupo HS em relagéo ao
grupo NI. Os grupos INT e HS foram os que apresentaram diminui¢ao significativa
nos percentuais de células CD19*, CD19°CD86" e CD19"CD80" na presenca da
rIL-10. O percentual de células CD19" e CD19°CD80" nas culturas PB com rIL-10

diminuiram significativamente em relagéo ao controle.

75



RESULTADOS

PB-SEA (90,1 — (14,8) F— (154)
PB-SEA + alL-10 [2radd] (4,6) €4— — (13,9) * i (14,5) *
PB-SEA + riL-10 | EEEEIEEIHY 82 [[TTTTTTTTTTH (98) <4— [ 1) <

0 12,5 25 0 12,5 25 0 12,5 25
% células CD19*

PB-SEA (38,1) — (623) (376) [ (58,7)
PB-SEA +alL-10 (44,5) = > — (62,1)
PB-SEA +lL-10 (32,8) [ 443 <— - 1 (32,8) «—

0 50 100 o 50 100 0 50 100
% células CD19*CD86*/ CD19*

PB-SEA (24,9) | I LT | I—— Y X
PB-SEA + alL-10 |ty (24,7) }— (26.8) — (23,4
PB-SEA + riL-10 [EEEEEIEY 141) < [ T (146) <— [ T (136) <

0 25 50 0 25 50 0 25 50

% células CD19*CD80*/ CD19*

Figura 24 - Percentual médio de células B CD19" (A), CD19+CD86" (B) e
CD19°CD80" (C) obtidos apés cultura de granuloma in vitro com PBMC de individuos
NI, INT e HS, na auséncia e presenga de anticorpos anti-IL-10 e/ou rIL-10. As
populacdes celulares foram identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais anti-
CD19 marcados com o fluorocromo FITC e anticorpos anti-CD86 e anti-CD80
marcados com PE segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em M&M. Os
resultados sao expressos como média dos valores percentuais + desvios padrao. As
diferencas estatisticas na analise entre os grupos NI, INT e HS estdo indicadas por
asterisco a frente da(s) barra(s) do(s) grupo(s) que apresentou(aram) diferencga(s)
estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo ao controle (NI) e na analise
entre PB-SEA , PB-SEA a IL-10 e PB-SEA rIL-10 (dentro de cada grupo), por seta a
frente das barras significativamente diferentes (p<0,05).

—» A seta vermelha indica aumento em relagdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.

<+— A seta azul indica diminuigdo em relacdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.

O controle dos experimentos foi feito na presenca de esferas de poliacrilamida nao
ligadas ao antigeno de SEA (PB) representado na tabela abaixo:
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Marcador Controle PB PB +a IL-10 PB + riL-10-10

CD19 NI 7,6+4,6 54+1,2 *31+1,6
INT 9,7+ 4,7 11,2+ 4,4 *2.8 40,8
HS 11,2+ 5,1 11,9+ 3,2 *3,9+0,9

CD80 NI 18,7 £ 8,1 19,8+ 8,9 *12,8+3,5
INT 20,1+ 4,7 21,4+6,1 *11,2+4,1
HS 18,8+7,7 21,2+84 *13,6 +5,2

CD86 NI 38,9+6,8 354+9,9 33,2+6,7
INT 41,2+ 11,1 37,8+8,2 32,819,1
HS 458 £ 7,1 419+6,5 33,9+3,1

p<0.05 — Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle PB.

Tabela 6 - Analise de células B CD19*, CD19°CD86", CD19*CD80" apos cultura de
granuloma in vitro (Controle PB) com PBMC de individuos NI, INT e HS.
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O Bloqueio da IL-10 diminui significativamente o Percentual de células CD14",
mas nao altera o percentual dos marcadores co-expressos nessa populacao

celular em cultura PBMC no granuloma in vitro

Os resultados, apresentados na Figura 25, mostraram um aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) no percentual de células CD14" nos grupos
INT e NI, em culturas PB-SEA adicionadas com anticorpos anti-IL-10, quando
comparados aos controles sem anticorpos. Observamos, ainda, que esse efeito ndo
ocorreu na cultura com PBMCs de individuos HS Em relagdo as células CD14"
CD86", CD14" CD80" e CD14" CD54" a andlise dos dados n&o nos revelou nenhuma
alteracao significativa no percentual dessas células na presenca da anti-IL-10, nos
trés grupos investigados.

Entretanto, na presenga de rIL-10, observamos que os grupos HS e NI

apresentaram diminuigdo significativa no percentual de células CD14", CD14" CD80"
e CD14" CD86". Ja no grupo INT esse efeito ocorreu em células CD14" CD86"
CD14" CD54".
, A analise entre os grupos de pacientes mostrou que somente o grupo HS
diferiu dos demais, uma vez que apresentou percentuais de células CD14+ e CD14"
CD80" significativamente menores (p<0,05), na presenca de anticorpos anti-IL10, em
relacdo aos grupos NI e INT. Os grupos nao diferiram em relagcdo aos marcadores
investigados na presenca de rlL-10.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos, nas

culturas PB.
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Figura 25 - Percentual médio de células CD14" (A) , CD14"CD86" (B), CD14'CD80"
(C) e CD14'CD54" (D) obtidos ap6s cultura de granuloma in vitro com PBMC de
individuos NI, INT e HS, na auséncia e presenca de anticorpos anti-IL-10 e/ou rlL-10.
As populagdes celulares foram identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais
anti-CD19 marcados com o fluorocromo FITC e anticorpos anti-CD86, anti-CD80 e
anti-CD54 marcados com PE segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em
M&M. Os resultados sdo expressos como média dos valores percentuais + desvios
padrdo. . As diferencas estatisticas na analise entre os grupos NI, INT e HS estao
indicadas por um asterisco a frente da(s) barra(s) do(s) grupo(s) que
apresentou(aram) diferenga(s) estatisticamente significativas (p<0,05) em relagéo
ao controle (NI) INT e na analise entre PB-SEA , PB-SEA a IL-10 e PB-SEA rIL-10
(dentro de cada grupo), por seta a frente das barras significativamente diferentes
(p<0,05).

—» A seta vermelha indica aumento em relacdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.
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<4— A seta azul indica diminuicdo em relagdo ao controle PB-SEA em cada
grupo clinico.

O controle dos experimentos foi feito na presenca de esferas de
poliacrilamida n&o ligadas ao antigeno de SEA (PB) representado na tabela abaixo:

Marcador Controle PB PB + o IL-10 PB +rIL-10-10
CD14 NI 51+£21 3,8+1,2 34+1,8
INT 5,6+ 4,1 3,9+ 31 4,1+1,8
HS 4,9+ 29 3,3£11 3,619
CD80 NI 12,3 + 6,1 13,4+7,6 10,2+ 3,5
INT 11,2+ 7,7 12,8 £ 6,9 11,751
HS 10,8+7,4 11,6 + 8,6 99+5,6
CD86 NI 17,8 + 6,8 16,7 £ 4,9 *10,2 + 3,1
INT 18,1+ 9,1 19,6 + 6,2 *11,323.1
HS 15,9+ 5,2 151+ 3,5 9,8 +3,1
CD54 NI 28+1,8 21+15 21+1,2
INT 3,211 34+£22 23+11
HS 2,7+1,3 29+15 1,9+0,7

p<0.05 — Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle PB.

Tabela 7 - Analise de células CD14", CD14°CD86", CD14"CD80" CD14"CD54" apds

cultura de granuloma in vitro (Controle PB) com PBMC de individuos NI, INT e HS.
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6 - DISCUSSAO

A formagao do granuloma em torno de ovos de S. mansoni é o evento
central no desenvolvimento da patologia associada a infecgdo esquistossomoética
aguda e crdnica, embora ja tenha sido evidenciado a participacdo de antigenos
derivados de outros estadios do parasita tanto no desenvolvimento da patologia
quanto na resisténcia a infecgao pelo Schistosoma mansoni (ELLNER et al, 1981 e
BAHIA-OLIVEIRA et al, 1992; JACOBS et. al., 1997).

Em animais experimentalmente infectados, durante o progresso da
infeccao da fase aguda para a crbnica, tem-se demonstrado que ha uma diminuigao
no tamanho dos granulomas recém formados em torno dos ovos, bem como
modificagdes em seus componentes celulares (ANDRADE & WARREN, 1964). Este
fendbmeno foi demonstrado como sendo a expressdo de uma reacdo dependente
principalmente de linfécitos T e foi denominado modulagdo do granuloma. Essa
diminuicao no tamanho do granuloma parece ser benéfica para o hospedeiro e tem
sido considerada fundamental para o equilibrio hospedeiro-parasita (DOMINGOS &
WARREN, 1968; BOROS et al. 1975).

Na esquistossomose mansoni humana, a alteragdo do tamanho e do
aspecto do granuloma foram descritos durante a evolugdo da fase aguda para a
cronica (RASO & NEVES, 1965; 1978). No entanto, a maioria dos estudos referentes
a imunorregulagdo ou modulagdo da resposta imune em pacientes, envolve
principalmente avaliagbes da reatividade de células do sangue periférico na
presenca de antigenos do parasita (COLLEY, 1981; NASH et al., 1982; GAZZINELLI
et al.,, 1983) . Através da utilizagcao desse sistema, ja se demonstrou o envolvimento
de células T supressoras (COLLEY et al., 1977), células mononucleares da linhagem
macrofagica aderentes ao plastico (OTTESEN et al., 1979; TODD et al., 1979;
ROCKLIN et al., 1980) e componentes do soro (OTESSEN & POINDEXTER, 1980)
na imunomodulacido da resposta de pacientes portadores de esquistossomose
cronica.

Através do modelo de formagdo do granuloma in vitro com esferas de
poliacrilamida sensibilizadas com antigenos de ovo de S. mansoni, demonstrou-se a
modulacdo da reacdo granulomatosa na fase crbnica intestinal (DOUGHTY et
al.,1987). Alias, esse modelo foi utilizado posteriormente com sucesso, para

demonstrar o0 envolvimento de anticorpos idiotipicos, imunocomplexos,
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prostaglandinas e mais recentemente o papel do éxido nitrico (NO) na regulacéo do
granuloma in vitro (PARRA et al., 1988, 1991; GOES et al., 1991; GOES et al., 1994;
REZENDE et al., 1993; OLIVEIRA et. al., 1999; NEVES et. al., 1999).

Outros estudos recentes, mostraram a viabilidade da utilizagdo de esferas
sensibilizadas com antigenos de S. mansoni, como excelente substrato para estudos
imunohistoquimicos para deteccéo de fibrose em infeccdo experimental. JACOBS e
colaboradores (1999) demonstraram a presenca de colageno do tipo |, IV e também
de fibronectina, laminina e entactina em granulomas formados a partir de esferas de
sefarose injetadas em camundongos n&o imunizados (normais).

Utilizando-se o modelo de formagdo de granuloma in vitro foram
encontradas evidéncias sobre especificidade antigénica nas reagdes de formacéao e
modulagdo do granuloma, mostrando que esferas de poliacrilamida sensibilizadas
com antigenos de ovo de S. mansoni eram significativamente mais reativas do que
esferas ligadas ao antigeno PPD (DOUGHTY et. al, 1987; PARRA t al., 1991).
Resultados anteriores obtidos em nosso Laboratério mostraram que a formagao do
granuloma in vitro permitiu a avaliagcdo de fendbmenos tais como a aderéncia,
migracgao e transformagao blastica de células mononucleares de sangue periférico
(FALCAO et al. 1998). Nesse estudo, demonstrou-se, claramente, perfis distintos de
resposta granulomatosa para pacientes portadores das diferentes formas clinicas da
esquistossomose. Os resultados sugeriram ainda a importancia da IL-10 na fase
crbnica assintomatica da doenga, mostrando um aumento da reatividade
granulomatosa quando essa citocina era bloqueada.

Considerando-se os estudos ja descritos, que mostraram a viabilidade
da utilizagdo do modelo de granuloma in vitro para a investigacdo de varios
mecanismos envolvidos na modulacdo da resposta imune e a aplicabilidade da
citometria de fluxo para avaliagdo do fendtipo celular, o objetivo deste estudo foi
analisar o perfil fenotipico de PBMCs de pacientes na fase crbnica da
esquistossomose, portadores das diferentes formas clinicas da infecgcdo antes e
apos cultura de granuloma in vitro. Foram avaliados trés grupos de individuos, o
grupo de pacientes portadores da forma clinica intestinal (INT), que apresenta
resposta celular modulada aos antigenos de ovo (SEA), o grupo de pacientes
portadores da forma clinica hepatoesplénica (HS) que apresenta alta reatividade

celular em ensaios de proliferacédo celular e elevada reagdo granulomatosa in vitro,
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como ja demonstrado na literatura (GAZZINELLI et al., 1985; FALCAO et al. 1998) e
o grupo de individuos ndo infectados (NI).

A analise dos dados foi realizada comparando-se, numa primeira etapa, o perfil de
PBMC avaliado no contexto ex vivo com aqueles obtidos apds cultura in vitro, a fim
de avaliarmos possiveis alteracbes nas populagdes celulares, na expressao de
moléculas de co-estimulagdo e de adesao, induzidas pela formag¢ao do granuloma in
vitro. Em seguida, foi feita uma analise da expressao desses marcadores celulares
na populacao de PBMC em cultura, na presencga de anticorpos anti-IL-10 ou de IL-10
recombinante, com objetivo de investigarmos o efeito do bloqueio da IL-10 ou da
adicao da rlL-10 exdégena na formacéao e no fendtipo celular do granuloma in vitro.

Dessa forma, os dados apresentados nesta tese serao discutidos a seguir
avaliando-se, primeiramente, as subpopulacdes de linfécitos T e os marcadores de
co-estimulacédo e/ou adesdo co-expressos por essas células, seguido da analise de
células apresentadoras de antigenos CD19" e CD14" e os marcadores co-
expressos nessas células.

A analise dos resultados apresentados na Figura 2 mostrou que apos a
formagao do granuloma in vitro houve uma redugéo do percentual de linfocitos CD3*
no grupo INT, ndo tendo sido observada alterag¢des significativas nos individuos HS
e NI. E interessante notar que apds o bloqueio da IL-10 o percentual das células
CD3", no grupo INT, se elevou sugerindo um maior recrutamento dessa populagéo
celular para a formagdo do granuloma (Figura 2 e 21A). Nao foram observadas
alteragdes significativas nos percentuais dessa populagao de células nos grupos NI
e HS, quando a IL-10 foi bloqueada.

E interessante mencionar que no contexto do granuloma in vitro, em que
observou-se a influéncia da IL-10 nas altera¢des do percentual de células CD3" na
fase crbnica intestinal, esse efeito ndo parece ocorrer isoladamente, uma vez que
dados da literatura tem sugerido a interagdo entre a secrecao de IL-10 e outros
mecanismos envolvidos na modulagao resposta imune, tais como quimiocinas e o
oxido nitrico (NO) (BERKMAN et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1999). Essas
observagbes ja descritas na literatura foram muito bem reproduzidas através do
modelo de granuloma in vitro (OLIVEIRA et al,1999; RESENDE et al.,1999; NEVES
et al., 1999). Alguns estudos tem sugerido que a IL-10 poderia exercer seu efeito

atuando em sinergia com outros mecanismos, possivelmente, modulando moléculas
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envolvidas nas interagdes celulares no microambiente do granuloma e
consequentemente levando a diminuicdo do mesmo. OLIVEIRA e colaboradores,
(1999) sugeriram que a IL-10 e o NO parecem apresentar efeito sinérgico, baseado
na observacdo de que a adicdo de L-NAME (L-N-Arginina metil ester), um inibidor da
sintese de NO as culturas de granulomas era capaz de diminuir também a produgéo
de IL-10 e aumentar a expressdao de MPI-1a, um potente fator quimiotatico para
células T ativadas. Vale salientar que, tanto os efeitos sobre a modulacéo da IL-10,
pela adicao de L-NAME, observados por OLIVEIRA e colaboradores (1999), como a
diminuicdo do percentual de linfécitos CD3" observado em nossos experimentos
ocorreram, em sua maioria, nas culturas estimuladas com SEA, sugerindo um papel
antigeno-especifico dessa resposta. Esses estudos nos levam a hipétese de que a
diminuigdo no percentual de células T totais no microambiente do granuloma in vitro
observado em nossos experimentos poderia estar associado ao papel da IL-10
influenciando, possivelmente, a modulagdo de outros fatores envolvidos nas
interagbes celulares que ocorrem na reagdo granulomatosa, tais como moléculas
associadas ao TCR, MHC classe |l e outras moléculas acessorias.

Nossas observagdes vao ao encontro de outros dados obtidos em nosso
Laboratério, que mostraram que apds a estimulagdo in vitro com SEA, ha um
aumento da apoptose de células CD3" de pacientes INT (CARNEIRO-SANTOS, et
al, 2000, no prelo) que poderia estar associado a diminuicao dessa populagao apds
a formagao do granuloma in vitro, induzida provavelmente pela IL-10. O estudo de
CARNEIRO-SANTOS e colaboradores (2000, no prelo) mostrou, ainda, que células
de pacientes INT cultivadas com SEA+rlL-10 apresentam um percentual
significativamente maior de apoptose em relacédo aos outros grupos investigados.
Esse tipo de analise € importante, uma vez aborda duas perguntas relacionadas a
capacidade de produgao de citocina e da célula em responder ao estimulo. Cabe
ressaltar que em nosso estudo, a adigao de rlL-10 as culturas estimuladas com SEA,
foi capaz de reduzir significativamente os percentuais de linfocitos CD3" em todos
grupos investigados, mas essa observacao foi mais evidente no grupo HS, sugerindo
a viabilidade do receptor das células para essa citocina e que a auséncia da IL-10
enddégena poderia ser uma explicagdo possivel para falta de modulagdo observada

no grupo HS (Figura 22A).
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Considerando-se que, apds o bloqueio da IL-10, o percentual da
populacéo de linfécitos CD3" elevou-se apenas no grupo INT, foi de nosso interesse
investigar como essas alteragdes se manifestavam em subpopulagdes de linfocitos T
CD4" e CD8". Como mostrado na Figura 22A, observamos uma diminui¢gdo na
subpopulagdo células CD4" no grupo INT nas culturas de granuloma in vitro
sugerindo que a diminuigdo desta populacédo celular poderia ser responsavel pela
reducdo no percentual de linfocitos T CD3" totais, uma vez que ndo foram
observadas alteragdes significativas da populagéo de células CD8" (Figura 8) antes
e apos a formagédo do granuloma in vitro. CARNEIRO-SANTOS e colaboradores
(2000, no prelo) mostraram que, exatamente, as células CD4" apresentaram maior
percentual de apoptose. E provavel que a diminuicdo dos percentuais de células
CD4" esteja, dentre outros mecanismos, sob o controle da IL-10, uma vez que o
bloqueio dessa citocina elevou o percentual dessas células em cultura (Figura 23). A
IL-10, poderia estar modulando a expressdo de alguns receptores especificos,
levando a diminuicdo das interagdes celulares na reacdo granulomatosa, que
poderia, inclusive, desencadear o processo de morte celular.

O estudo de MARTINS-FILHO e colaboradores (1997) mostra uma
relacdo direta entre a ativacdo de linfocitos CD4™ e altos padrdes de reatividade
imunoldgica in vitro nas formas clinicas severas da esquistossomose mansoni.
Esses autores mostraram que em PBMC de individuos HS compensados, ha um
aumento no percentual de células CD4", consistente com os elevados niveis de
reatividade celular in vitro ja descritos para este grupo de pacientes (COLLEY et al.,
1986). Na fase crbnica intestinal, esses mesmos autores observaram menor
percentual de células CD4" ativadas (HLA-DR') no sangue periférico. Nossas
observagoes, ex vivo, (Figura 4) foram similares as desse estudo. Nossos resultados
mostraram que, apos a formacéo do granuloma, a diminui¢édo do percentual de CD4"
expressando HLA-DR foi muito mais evidente no grupo INT. O estabelecimento da
fase cronica intestinal pode estar associada a uma redugéo no percentual de células
CD4" ativadas, que relaciona-se diretamente a uma elevagéo da produgédo de IL-10
produzida por PBMC estimuladas in vitro (Figura 22B). Os baixos niveis de IL-10
(MALAQUIAS et al., 1997; FALCAO et al, 1998) observados em culturas de células
de pacientes HS podem estar relacionados a manutengao do percentual de linfocitos

T CD4", que permanece inalterado, e a alta reatividade celular antigeno-especifica
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nos ensaios de reatividade celular in vitro (GAZZINELLI et al., 1985). A andlise
conjunta desses resultados nos permite sugerir que uma elevagao na producéo de
IL-10 durante a fase crénica intestinal poderia levar a uma modulagao na ativacao de
linfocitos T CD4", sendo um evento importante para a redugdo da patologia na
esquistossomose mansoni.

No modelo de granuloma in vitro, nossos resultados mostraram que o
bloqueio da IL-10 foi capaz de elevar ndo somente os percentuais de moléculas de
ativagcdo como HLA-DR expressa por células CD4, mas também outras moléculas de
co-estimulacido de células T, associados ao MHC classe |l, como CD28, expresso
por linfécitos T e outros tipos celulares (Figura 22C) e moléculas de adesao, também
expressos por células T, envolvidos em interacdes celulares, tais como a L-selectina
(CD62) (Figura 22E).

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a molécula CD28, além
de exercer um papel na co-estimulagdo, como um segundo sinal para ativagao de
células T, evidenciado pela elevagdo do percentual de células CD4°CD28*/CD4" nos
grupos clinicos avaliados no contexto ex vivo (Figura 5), parece estar envolvida,
ainda, na manutencéao das interagdes celulares na reagcédo granulomatosa in vitro. Os
resultados obtidos com PBMCs de Individuos INT reforcam essa hipotese, visto que
neste grupo de pacientes onde observamos a menor média no indice de granuloma
in vitro, ha uma diminuigdo significativa da razdo CD4'CD28*/CD4" apos cultura,
quando comparado ao grupo Nl e ao HS (Figura 5). Essa diminuigdo n&o parece ter
ocorrido devido & diminuicdo do percentual de células CD4" totais. Os dados
mostraram que o percentual de células CD4°CD28"/CD4" elevou-se nas culturas
estimuladas com SEA apds o bloqueio da IL-10 apenas no grupo INT (Figura 22C),
assim como foi observado para a subpopulagdo CD4" (Figura 22A), sugerindo que a
IL-10 possa estar influenciando a modulagdo desse receptor expresso por células
CD4 no grupo INT, esta alteracdo nao ocorreu nos outros grupos de individuos
estudados. E importante ressaltar que dados preliminares de nosso Laboratério tem
demonstrado um padréo inverso de expressao do gene para IL-10 e CD28 avaliado
através de RT-PCR, mostrando que nos individuos que expressaram o gene para
IL-10, a banda detectada para CD28 foi menos intensa que a de IL-10. Em
contrapartida, nos individuos HS portadores da forma severa da infecgdo a banda

detectada para CD28 foi bem mais intensa do que a de IL10. Outros estudos em
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nosso laboratério tem sugerido , cada vez mais fortemente, um papel modulador
importante para IL-10 na resposta inflamatéria. Outros experimentos preliminares de
nosso Laboratério tem demonstrado que animais IL-10 -/- na fase crbnica da
infeccdo apresentam percentuais elevados de células obtidas de bago e linfonodo
CD4" CD28", quando comparado ao percentual dessa populacdo celular nos animais
controle (camundongos C 57 B/6). A comparagéo dos percentuais de células CD4"
CD28" na populacdo CD4" de camundongos IL-10-/- na fase cronica (20 semanas de
infeccdo) com o percentual dessas células em animais IL-10-/-, na fase aguda (10
semanas) mostrou que os animais na fase crénica apresentavam percentuais
significativamente maiores dessa populagdo celular. Em contraste, quando
utilizamos células de camundongos IFN-y-/-, observamos o oposto, ou seja, os
animais na fase cronica, apresentam percentuais mais reduzidos de células
CD4'CD28/CD4" quando comparado aos animais controles do tipo selvagem (WT
129) e aos animais IFN-y-/-, na fase aguda da infec¢cdo. Esses dados vao ao
encontro de nossas observacgdes obtidas com PBMC de pacientes. Vale salientar
que num sistema, sem a interferéncia da citocina de interesse foram reproduzidas
observacgdes concordantes com os dados obtidos de pacientes INT.

A resposta de células T aos antigenos e as atividades efetoras de
leucocitos requerem moléculas de superficie para mediar as interagcdes célula-célula
e célula-matriz, bem como fornecer sinais co-estimuladores adicionais. Nossos
resultados ndo mostraram diferengas na expressao do marcador CD18 (LFA-1)
(Figura 6) por células CD4" antes e apo6s a formacgao do granuloma em nenhum dos
grupos investigados. E interessante notar que apds a formagao do granuloma, nas
culturas estimuladas com SEA, o grupo HS apresentou maior expressdo de CD18
em células CD4", quando comparado aos grupos NI e INT, e essa expressdo nao foi
alterada pela adigao de anticorpos anti-IL-10, em contraste com o observado para o
grupo INT (Figura 22D).

A interacdo de LFA-1/ICAM-1( ligante de LFA-1) parece ser importante na
formagdo e manutengcdo granuloma, uma vez que essa molécula € expressa em
niveis elevados durante a forma grave da infec¢do. Isto poderia ser um dos
mecanismos para explicar a ocorréncia de uma intensa inflamagao em pacientes HS.
Vale ressaltar ainda que, na falta do gene de ICAM-1 parece ocorrer a compensagao

por outras moléculas ligantes, como no caso de VCAM-1 e a formagao do granuloma
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poderia ser preservada (RITTER & MCKERROW , 1996). Como mencionamos
anteriormente, o bloqueio da IL-10 ndo foi capaz de alterar a expressado de células
CD18" no grupo HS. E possivel que outras citocinas possam estar modulando o
efeito da IL-10 nessa forma clinica da infeccdo. Nesse sentido, vale mencionar que
na esquistossomose experimental, a adigdo de anticorpos monoclonais anti-LFA-1,
anti-ICAM-1 e anti-VLA-4 é capaz de reduzir, de forma contundente, a resposta de
linfoproliferacdo na fase aguda e cronica (LANGLEY & BOROS , 1995), bem como
modular o tamanho do granuloma e a produgéo de IL-2 e IL-4, (LUKACS & BOROS,
1993; WYNN et al., 1993; RATHORE et al., 1996), que como se sabe, sdo citocinas
cruciais na formagdo e manutencédo da reagao granulomatosa na fase crénica
hepatoesplénica (FALCAO et al., 1998). Essas observacdes em conjunto aos dados
apresentados nesta tese nos permitem inferir sobre a existéncia de uma associagao
direta entre alta expressao de moléculas de adesao na fase crénica hepatoesplénica
e a producao de citocinas envolvidas na formacdo e manutengdo da resposta
granulomatosa, como a IL-4 (FALCAO, tese de mestrado, 1994).

Outros estudos, no homem, tém demonstrado a importancia desses
receptores de adesdo na indugdo de outras doengas, como vasculite, uma injuria
grave do tecido que, nos casos graves pode levar a gangrena. LOCKWOOQOD e
colaboradores (1999) mostraram que pacientes portadores da forma severa da
doenca, tratados com anticorpos monoclonais anti-CD18, apresentaram rapida
melhora clinica. Esses achados e 0os nossos resultados reforcam a hipotese de que
esses receptores tem papel importante no desenvolvimento de formas mais graves
de doengas. Na esquistossomose, provavelmente a n&o modulagdo desses
receptores pode ser correlacionada a alta reatividade celular observada no grupo de
pacientes HS (COLLEY et al., 1986). No entanto, os mecanismos que induzem a
migracdo de células, que expressam receptores especificos para o sitio de
inflamacao, nas doengas graves, sao os mesmos. Varios estudos mostram que
tanto as células T presentes no granuloma esquistossomdético , como as derivadas
de granuloma induzido por Mycobacterium avium expressam moléculas de adesé&o
tais como LFA-1, ICAM-1, L-selectina®" , CD44"" e VLA-4 (SANDOR et al. 1995;
SACCO et al., 1996). Dessa maneira, tanto a resposta imune do tipo 1 induzida pelo
M. avium, quanto a do tipo 2 induzida por S. mansoni podem apresentar 0 mesmo

fendtipo de moléculas de adeséo.
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As selectinas sdo glicoproteinas dependentes de Ca 2*

, sabe-se que
estdo envolvidas na migragdo de linfocitos, mediando eventos de adeséao
(JOHNSTON et al., 1989; BUHRER et al. 1990; SPRINGER et al. 1990). As mesmas
observacdes foram feitas, quando avaliamos o percentual de células CD4* CD62L"
de individuos HS. Na analise antes e apds a formag¢ao do granuloma, o grupo HS
apresentou percentuais mais elevados de L-selectina, quando comparados aos dos
outros grupos investigados (Figura 7). Assim como ocorreu com a expressao de
CD18 por células CD4" analisada pelo canal médio de fluorescéncia, o percentual de
células CD4"CD62*/CD4" também néo foi alterado pela adicdo de anticorpos anti-IL-
10 neste grupo de pacientes (Figura 22E). Em contrapartida, o percentual de células
CD4'CD62°/CD4" no grupo INT foi significativamente elevado apés o bloqueio da IL-
10. A analise apo6s cultura mostrou que esse percentual foi significativamente
reduzido em relagdo ao contexto ex vivo (Figura 12 e 22E). Os dados obtidos neste
estudo contrastam com os de LEJOLY-BOISSEAU e colaboradores (1996) que
demonstraram que pacientes portadores da forma clinica intestinal da
esquistossomose apresentam elevados niveis séricos de L-selectina, quando
comparados a pacientes portadores da forma severa da doencga. Por outro lado,
nossos resultados sugerem que a elevacéo do percentual de células CD4", que co-
expressam L-selectina no granuloma, observada no grupo HS, poderia estar
relacionada a uma intensa resposta inflamatoria e a alta reatividade celular nesta
forma clinica e, consequentemente, estaria associada a gravidade da
esquistossomose, como ocorre em outras doengas em que associou-se niveis
elevados de ICAM-1 a severidade da cirrose biliar (THOMSON et al., 1993).

A hipdtese de que essa intensa resposta inflamatéria esteja associada a
auséncia de IL10 poderia ser explicada, provavelmente, considerando-se o fato de
que a IL-10 é produzida por varios tipos celulares tais como células T, B,
macrofagos. A IL-10 produzida por qualquer um dos tipos celulares poderia exercer
seu efeito regulando a produgao dessa citocina por outras células ou mesmo por
mecanismos de auto-regulacdo. Na esquistossomose experimental, o ligante para a
molécula selectina, o LewisX (CD15) (trissacaride contido no oligossacaride lacto-N-
fucopentose-LNFP-Ill) é capaz de induzir células B esplénicas de camundongos
infectados pelo S. mansoni a produzir IL-10 e prostaglandinas (PGE;) e desse modo,

modular células T a produzir essa e outras citocinas do tipo 1 (VELUPILLAI & HARN
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1994). Pode ser que na forma grave da esquistossomose mansoni humana possa
estar ocorrendo também a modulagao da atividade de uma populacéo produtora de
IL-10 por outras populagdes celulares ou a IL-10 esteja sendo produzida em
quantidades insuficientes que nao influenciariam a modulacdo de moléculas
envolvidas nas interagbes celulares levando ao aumento da reacgdo inflamatoria.
Vale lembrar que na forma HS da esquistossomose, as PBMCs de pacientes
portadores desta forma clinica sdao produtoras de niveis elevados de IL-4, que
também é capaz de modular os efeitos da IL-10 (FALCAO , tese de mestrado, 1994),
assim como outras fontes ndo T e ndo B foram implicadas (mastdcitos e basdfilos)
como produtoras de IL-4 (WILLIAN et al, 1993; SABIN & PEARCE, 1995;
MOSMANN & SAD, 1996).

E importante notar que a analise da subpopulacdo de linfécitos T CD8",
nos grupos investigados em nosso estudo, corroborou com as evidéncias ja
descritas na literatura que mostram que pacientes HS apresentam diminuicdo do
percentual dessas células quando as PBMC foram avaliadas ex vivo (MARTINS-
FILHO et al., 1997). De fato, nossos resultados mostraram que essa diminui¢ao foi
mantida mesmo apdés a formagao do granuloma (Figura 9). O bloqueio da IL-10 nas
culturas ndo foi capaz de alterar o percentual de células CD8" em nenhum dos
grupos investigados (Figura 23A). Embora os estudos de CARNEIRO-SANTOS
(2000, no prelo) tenham mostrado que células CD8" de pacientes INT apresentam
percentuais significativos de apoptose induzida pelo SEA, os dados obtidos neste
estudo nao reforcam a hipotese de que a IL-10 seja 0 mecanismo especifico
responsavel por esse evento, que como sugerido pela autora poderia ser
dependente diretamente da interagdo célula/antigenos de ovos do parasita.

Dados da literatura mostram que a ativacédo de linfocitos T CD8" durante a
infeccao pelo S. mansoni pode ser considerada como um mecanismo de ativacao
colateral que se desenvolve com a evolugdao da doenca para a fase cronica.
MARTINS-FILHO e colaboradores (1999) mostraram que o estabelecimento da fase
cronica estad associada a uma elevacédo no percentual de células T CD8" ativadas,
independente da forma clinica apresentada pelo paciente. No entanto, nossos
resultados obtidos com PBMC de pacientes, apds cultura, mostraram que a elevacao
significativa dessa populacao ativada estava restrita apenas a forma HS (Figura

23B). Essa observacdo é concordante com os achados de MARTINS-FILHO e
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colaboradores (1999) que mostraram que em outros compartimentos, como o baco,
existe uma elevagéo de células CD8"HLA-DR". DIEDRICHS e colaboradores (1991)
sugeriram que os mecanismos de ativagdo celular podem estar relacionados a
persisténcia da estimulagdo antigénica e que citocinas inflamatorias secretadas por
varios tipos celulares podem estimular a expressao de moléculas de MHC de classe
Il em subpopulagbes CD4* e CD8". E interessante notar que a IL-10 parece ndo
exercer nenhum efeito sobre a ativacdo de populacdes CD8" na fase cronica (Figura
23B), uma vez que o bloqueio dessa citocina ndo alterou o percentual dessa
populagdo em nenhum dos grupos investigadas. No caso especifico da forma clinica
HS, existe a hipotese de que citocinas proé-inflamatérias poderiam estar contribuindo
para manutencido dessa ativacdo, como por exemplo, TNF-a, que, como se sabe,
estimula os produtos do MHC de classe Il.

Estudos de MARTINS-FILHO e colaboradores (1999) tem mostrado que
existe uma relagéo direta entre a reducéo no percentual de linfécitos T CD8*CD28" e
o desenvolvimento da forma grave da esquistossomose. Isso pdde ser evidenciado
quando analisamos o percentual de células T CD8°CD28" na populacdo de células
CD8" de individuos INT e HS. De fato, obtivemos resultados similares aos ja
descritos na literatura, onde ha uma diminuigdo nos percentuais dessas células no
grupo HS antes e apos cultura, quando comparado ao grupo INT (Figura 10).
Todavia, esse percentual ndo diferiu do observado para o grupo NI. O bloqueio da
IL-10 nas culturas PB-SEA (Figura 23C) ndo alterou o percentual CD8"CD28" no
grupo HS . MARTINS-FILHO e colaboradores (1999) sugeriram que a perda de
CD28 por linfécitos T CD8" pode ser um fator central para explicar a deficiéncia em
mecanismos moduladores da resposta imune em pacientes HS. Os resultados de
MARTINS-FILHO e colaboradores (1999) e os dados apresentados nesta tese nos
permitem sugerir que a molécula CD28 poderia ser modulada por mecanismos
distintos em subpopulagbes CD4" e CD8", uma vez que nossos resultados
mostraram que o percentual de células CD4'CD28" na populacdo CD4" de
pacientes INT elevou-se quando a IL-10 foi bloqueada, enquanto o mesmo nao
ocorreu com células de pacientes HS. Essa observagao nos permite inferir, ainda,
que a inducado de mecanismos de modulacao distintos da molécula CD28 poderiam
estar diretamente relacionados ao desenvolvimento das formas clinicas distintas na

esquistossomose.
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A analise ex vivo de moléculas de ades&o expressas por células CD8" apresentadas
nesse estudo mostrou que somente o grupo HS apresentou maior expressdo de
CD18. Apds a formagao do granuloma, observamos (Figura 11) que além dos
individuos HS, o grupo INT também apresentou um aumento da expressao desse
marcador, em relagdo ao controle NI. No entanto, a analise dos resultados mostrou
que a adicado de anti-IL-10 foi capaz de alterar, de forma contundente, a expressao
de CD18 apenas no grupo INT (Figura 23D). A rIL-10 nas culturas PB-SEA reduziu
significativamente a expressdo de CD18 por células CD8" nos grupos HS e INT
sugerindo a viabilidade do receptor dessas células e a capacidade em responder ao
estimulo. E importante ressaltar que a expressdo de CD18 por células CD4" foi
significativamente mais elevada do que por CD8" quando IL-10 foi bloqueada
reforcando a hipotese de que a perda desse receptor na fase crénica pode ser
dependente de mecanismos distintos nas duas subpopulagdes.

Observacoes semelhantes foram obtidas em relacdo a analise dos
percentuais de células CD8" co-expressando L-selectina (CD62) no grupo HS. A
analise antes e apos cultura mostrou que este grupo apresentou percentuais
significativamente mais elevados de células CD8" CD62", quando comparado ao
grupo NI (Figura 13), que nao foram alterados pelo bloqueio da IL-10. E importante
salientar que o aumento do percentual de células CD8'CD62" no grupo HS, é
coerente com dados obtidos em modelo experimental, que mostraram, através de
analise fenotipica, que camundongos com sindrome de hiperesplenomegalia devido
a infeccdo pelo S. mansoni expressavam muito mais L-selectina (CD62L) que os
animais com infeccdo moderada (FREEMAN et al. 1996).

No que diz respeito a analise de L-selectina por células CD8 no grupo
INT, os dados mostraram um aumento significativo do percentual de células
CD8'CD62'/CD8" apds o bloqueio da IL-10 no grupo INT (Figura 23E). Esses
achados sugerem que a IL-10 parece exercer seu efeito sobre algumas moléculas
especificas expressas por células CD8 no grupo INT, uma vez que o bloqueio da
citocina n&o alterou o percentual de células co-expressando todos os marcadores
neste grupo.

Considerando-se a importancia das células B no processamento e
apresentacao de antigenos para células T no granuloma e que a reagao

granulomatosa in vitro € antigeno-especifica, foi de nosso interesse avaliar se
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ocorreriam alteragées no percentual dessas células no granuloma in vitro. As células
CD19" totais que co-expressam receptores ligantes que participam do processo de
interacdo celular foram analisados antes e apds cultura. Trabalhos anteriores
mostram claramente, que células CD19" no sangue periférico de pacientes
portadores das formas clinicas cronicas da esquistossomose apresentam uma
elevacdo gradual desta populagcdo celular associada a gravidade da doencga
(MARTINS-FILHO et al.,1997). Os dados obtidos neste estudo também mostraram
que individuos na fase cronica apresentaram percentuais mais elevados de células B
CD19", quando comparados ao grupo NI, na analise ex vivo. Esses resultados
refletem a elevagao gradual dessas células observada por esses autores (Figura 13).
Apods a formacgao do granuloma, ndo foram observadas diferencas entre os dois
grupos de pacientes infectados .O bloqueio da IL-10 ndo alterou o percentual dessa
populagdo de células nos grupos clinicos (Figura 24A) sugerindo que a presenca de
células B no microambiente do granuloma poderia estar diretamente relacionada ao
desenvolvimento e manutengcdo da patologia esquistossomotica, provavelmente,
devido a estimulagéo por glicoproteinas de antigenos derivados do ovo, como LNFP-
Il e outros acgucares relacionados que sado capazes de induzir a proliferacido de
células B, como ocorre na esquistossomose experimental (VELUPILLAI & HARN
(1994). E importante mencionar que, embora o granuloma esquistossomético esteja
relacionado a uma reacdo de hipersensibilidade mediada principalmente por
linfocitos T, ndo se exclui a existéncia de mecanismos paralelos que determinariam
a ativacao de células B. Desse modo, a resposta imune granulomatosa poderia ser
melhor compreendida como o somatorio dos eventos celulares e humorais.

A analise do percentual de células B CD80+ (B7-1) na populagcéo de
células B totais ndo mostrou alteracbes importantes em seu percentual, tanto antes
como apos a cultura de granuloma entre os grupos analisados (Figura 24C). Vale
ressaltar que, embora a IL-10 ndo tenha sido capaz de alterar o percentual de
células CD19" CD80 * (Figura 24C) e de células CD14" CD80 * (Figura 25A),
utiizando o modelo de granuloma in vitro, VELUPILLAI e colaboradores (1994)
sugeriram o contrario, mostrando que a IL-10 produzida por células B de
camundongo era capaz de modular moléculas do MHC classe Il, B7-1 e B7-2
expresso por macrofagos. Esses dados sao concordantes com a hipotese de que a

populagao de células B, provavelmente, ndo é auto-regulada e a IL-10 produzida por
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outros tipos celulares ndo é capaz de regular a populagao de células B. O resultado
da adicao de rIL-10 as culturas de granuloma de pacientes HS e INT reforgam essa
hipbtese.

Em contraste com as observacgdes sobre a expressao de B7-1 por células
B, a anadlise de B7-2 (CD86) mostrou que o percentual de células
CD19'CD86*/CD19" foi significativamente mais elevado antes e apds a formagéo do
granuloma (Figura 14), quando comparada a de B7-1 (CD80") (Figura 15).
Observamos que os pacientes na fase crénica apresentaram uma elevacdo da
razdo CD19°CD86'/CD19" (Figura 24), quando comparados ao grupo NI. Em
contraste, a razdo CD19°CD80*/CD19" (Figura 24C) nao diferiu daquela observada
para o grupo controle, antes e apos o granuloma formado em nenhum dos grupos
estudados.

Na presenca dos anticorpos anti-IL10, a diferenga no percentual dessas
moléculas foi muito mais evidente na forma INT, sugerindo um papel dessa citocina
na regulacao da molécula B7-2 (Figura 24C). Embora, o aumento de células B totais
possa estar diretamente relacionado ao desenvolvimento da patologia
esquistossomadtica, a modulacdo de B7-2 nessa populacdo celular na forma
assintomatica da infecgcao parece estar sob o controle da IL-10.

Diversos trabalhos mostram a existéncia de interacbes complexas entre
células e moléculas acessoérias e relacionam o envolvimento de citocinas no
direcionamento de respostas do tipo 1 e 2 (FLORES-VILLANUEVA et. al. 1994,
FREEMAN et. al., 1995; FREEMAN et al., 1996; KING et al., 1996; JACOBS et al,,
1998; HERNANDEZ et al. 1999; GREENWALD et. al.,1999; KEANE-MYERS et. al.,
1997). Nossos resultados sdo coerentes com os dados obtidos por esses autores
(FREEMAN et. al., 1995; KEANE-MYERS et. al., 1997; GREENWALD et. al.,1999)
que mostram um direcionamento das respostas do tipo 2 associada a modulagao da
expressao de B7-2, uma vez que o bloqueio da IL-10 era capaz de induzir um
aumento significativo do percentual médio de B7-2 em células CD19+, em nosso
sistema (Figura 25B). KING e colaboradores (1996) sugeriram que na
esquistossomose experimental, esse efeito sobre o direcionamento de respostas do
tipo 2 pode ocorrer também no ligante de B7. Observagdes similares foram feitas por
HERNANDEZ e colaboradores (1999) que mostraram uma diminuigao significativa

da proliferacdo de células de animais B7-2 -/- infectados pelo S.mansoni. Esse
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estudo mostrou ainda, que as células T produziram apenas IFN-y, ndo tendo sido
detectada a produgdo de IL-4 ou IL-10, um padrao completamente oposto ao
apresentado pelos animais controle. Por outro lado, GREENWALD e colaboradores
(1999) mostraram que em animais B7-2-/-, ha um aumento da mensagem para IL-
4, IL-5 e IL-13, durante o curso da infeccdo com Heligmosoides polygyrus, um
nematodeo que parasita camundongos. Esses mesmos autores mostraram ainda
que B7-2 parece nao ser requerido durante o inicio das respostas de células T,
sendo por outro lado de vital importancia para a sustentagdo das respostas do tipo 2
nos estagios tardios dessa infecgao (por volta do 14° dia).

Na esquistossomose mansoni, varios trabalhos da literatura mostram que
a interagao B7-2/CD28 tem papel fundamental na indug&o da ativagao de células T
auxiliadoras nos granulomas de fase aguda, enquanto, na fase crénica, o baixo nivel
de expressdo de B7-2 pelas células T auxiliadoras poderia levar a um estado de
anergia celular (RATHORE et al. 1996b). A modulagcdo da molécula B7-2 e de
produtos do MHC de classe |l pela IL-10 resulta na diminui¢do da hipersensibilidade
tardia e consequentemente do granuloma (FLORES-VILLANUEVA et al.1994).

Outros estudos reforgaram a hipdtese de que B7-2 poderia direcionar
respostas do tipo 2. O tratamento com anticorpos anti-B7-2 bloquearam as respostas
do tipo 2 na infecgdo pelo S. mansoni (SUBRAMANIAN et. al, 1997) e por L. major
(BROWN et. al., 1997), enquanto as respostas para heligmosoides polygyrus foram
inibidas pela administracdo combinada de anticorpos anti- B7-2 e anti-B7-1. Os
dados da literatura e os apresentados neste trabalho nos levam a inferir que a
expressdo das moléculas co-estimuladoras B7-2 e B7-1 estdo sob o controle de
citocinas reguladoras. Acreditamos que esse controle poderia ser, diretamente,
dependente do balango entre os inumeros fatores solluveis produzidos durante a
resposta imune, que levaria tanto ao tipo 1, quanto ao tipo 2 com fendtipos
diferenciados de moléculas de co-estimuladoras. Deve-se ressaltar, no entanto, que
o direcionamento e controle da resposta imune parece ser dependente dos tipos de
patdgenos e do microambiente em que estio inseridos.

A imunomodulagcdo verificada na esquistossomose €& um processo
complexo, finamente orquestrado pelo balango entre uma série de mecanismos
reguladores presentes no sitio do granuloma. Dentro deste contexto, macréfagos

ativados poderiam secretar fatores soluveis e expressar moléculas que mediariam a
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extensdo da reacdo granulomatosa. Desse modo, justifica-se a avaliagdo dos
percentuais de células CD14 " totais e/ou co-expressando receptores envolvidos em
interagcdes celulares no granuloma in vitro. Os resultados apresentados nesta tese
mostraram uma diminuigdo do percentual de células CD14" no grupo INT, quando
comparado ao grupo NI (Figura 17), apds cultura. No contexto ex vivo, ndo foram
observadas diferengas entre os grupos, de acordo com os achados de MARTINS-
FILHO e colaboradores (tese de doutorado, 1997). E interessante notar que os
percentuais de células CD14" apds cultura foram compativeis com os observados ex
vivo, que usualmente apresentam niveis mais baixos, sugerindo ndo ter havido
perda do receptor em cultura. A IL-10 parece exercer controle sobre essa populacao
celular, uma vez que o bloqueio elevou significativamente os percentuais de células
CD14", nos grupos INT e NI (Figura 25A). Varias consideragbes poderiam ser feitas
em relacdo a ndo detecgdo de diferengas entre os percentuais de células CD14"
apresentados pelo dois grupos. Uma delas seria de que a diminuicdo dos
percentuais dessa populagdo celular observada nos dois grupos nao estaria
diretamente relacionada ao desenvolvimento da patologia da infec¢do, estando
baseada no sistema in vitro utilizado, no qual as células aderentes em cultura podem
nao ter sido totalmente removidas para analise por citometria de fluxo apds a
formacgado do granuloma no grupo infectado. De qualquer forma, isso ndo parece
viavel diante da observacéo de que a razdo CD14°CD86'/CD14" também né&o diferiu
entre 0s grupos, na auséncia ou presenga dos anticorpos anti-IL-10 (Figura 25B).
Embora tenha sido observada uma diminuicdo do percentual de células CD14"
expressando CD86 (B7-2) no grupo INT (Figura18), esse fato parece nao ter
ocorrido devido a um efeito da IL-10 enddgena produzida por outras células,
embora, deva-se considerar que a IL-10 por ser uma citocina reguladora da fungéo
de macrofagos, poderia diminuir a apresentacdo de antigeno via inibicdo da
expressdao de MHC classe Il e de moléculas co-estimuladoras por efeitos auto-
reguladores. Entretanto, a adicdo da rIL-10 as culturas reduziu significativamente o
percentual de células CD14°CD86°/CD14" em os todos os grupos, sugerindo que
essa citocina produzida pelos varios tipos celulares presentes no granuloma in vitro
pode nao ter sido suficiente para modular a molécula B7-2 expressa por macréfagos.

O mesmo pdde ser observado em relagao a expressao de B7-1 (CD80) por células
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CD14", onde os percentuais de CD14"CD80*/CD14" nao foram alterados apds o
bloqueio da IL-10 (Figura 25C).

Por sua vez, nossos resultados mostraram que a modulagdo da molécula
ICAM-1 (CD54) parece estar sob o controle de outros mecanismos reguladores na
fase cronica intestinal (Figura 25D), uma vez que a raz&do de células
CD14"CD54"/CD14" foi bem menor do que a das moléculas B7-1 e B7-2 expressas
por essa mesma populacado e nao foi alterado na presenca de anti-IL-10. A redugao
no percentual dessas células poderia estar relacionada a uma série de fatores,
dentre os quais a diminuigdo da expressao do ligante de ICAM-1 por células T, que
foi observado no grupo INT, levando a uma interagao ineficiente. Um outro fator
poderia ser o excesso do LFA-1, ligante dessa molécula durante o processo de
interacdo, ou seja, as APCs poderiam neste caso, compartilhar ICAM-1 com o
préprio ligante, e uma vez ocorrendo isto, essas células poderiam ndo expressar
niveis suficientes dessa molécula na superficie da célula para uma co-estimulacao
eficiente, bloqueando assim a interagdao celular (VAN SEVENTER et al., 1990;
KUHLMAN et al., 1991).

Por outro lado, deve se ressaltar que os individuos do grupo HS néo
apresentaram nenhuma alteragéo no percentual de células CD14" e /ou expressando
qualquer um dos marcadores avaliados, apos o bloqueio da IL-10. Esses dados nos
levam a inferir sobre a existéncia de outros fatores que poderiam estar regulando o
efeito da IL-10 nesta forma clinica, tais como TNF-a, que como se sabe, modula
citocinas do tipo 2. Vale ressaltar que essa citocina tem sido implicada como um
importante fator mediador na patologia de varias doengas infecciosas ou
inflamatdrias, uma vez que o tratamento com anticorpos anti-TNF-a tem um efeito
protetor nas manifestagdes clinicas de doengas graves (GRAU et al. 1987,
SAUKKONEN et al., 1990).
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7 — RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Os dados que apresentaram maior relevancia no contexto que levaria "a

diminuigdo ou aumento da patologia estao relacionados nos diagramas a seguir:

INT

o NAO ALTERA
CD4HLA-DR
CD4CD18
CD4CD62
CD8
CD8HLA-DR
CD8CD28
CD14CD54
CD14CD80
CD19
CD19CD80
CD19
CD19CD80
% REDUZIDO
CD3
CD4
CD4CD28
CD8CD62
CD14
CD14CD86
CD19CD86

Diagrama 1 - Estudo comparativo do fenétipo de populagbes e subpopulagbes

celulares avaliadas apos cultura de granuloma in vitro em relagao a analise ex vivo
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INT

%ELEVADO
CD3
CD4

CD4HLA-DR

CD4CD18
CD4CD28
CD4CD62
CD8CD18
CD8CD62
CD14
CD19CD86
NAO ALTER
CD8
CD8HLA-DR
CD8CD28
CD14CD54
CD14CD80
CD14CD86
CD19
CD19CD80

Diagrama 2 - Estudo comparativo do efeito do bloqueio da IL-10 em relagao a PB-

SEA.

99



RESUMO DE RESULTADOS E CONCLUSAO

INT

» NAO ALTERA
CD4
CD8CD62
CD14
CD14CD54
CD14CD80
% REDUZIDO
CD3
CD4HLA-DR
CD4CD18
CD4CD28
CD4CD62
CD8
CD8HLA-DR
CD8CD28
CD8CD18
CD14CD86
CD19
CD19CD80
CD19CD86

Diagrama 3 - Estudo comparativo do efeito da rIL10 em relagao a PB-SEA .

Como concluséo geral, a IL-10 tem papel importante no controle da
morbidade da esquistossomose e parece exercer o seu efeito através da modulagao

de populagdes celulares e importantes receptores envolvidos no desenvolvimento da

patologia da infecgao
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8 - COMENTARIOS E PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados nesta tese mostraram a importancia de se
estudar os mecanismos de regulacdo da resposta imune na fase cronica da
esquistossomose., Através do modelo de granuloma in vitro, os dados gerados nos
permitiram analisar o perfil fenotipico de PBMC de pacientes portadores de
diferentes formas clinicas da esquistossomose antes e apds a cultura nos grupos
infectados pelo S. mansoni e nao infectados. Os dados apresentados permitiram
inferir sobre a participacdo da IL-10 na modulagdo de populagdes de linfocitos T
apos a cultura. Nossos resultados mostraram que a IL-10 altera, preferencialmente,
as populagdes de linfocitos CD4 em pacientes INT. Esses dados sugeriram, ainda,
que em pacientes HS, os receptores co-expressos pela subpopulacdo CD4 parecem
exercer um papel importante nas interacdes celulares, principalmente os de ativacao
celular como HLA-DR, que estariam diretamente relacionados ao aumento e
manutencdo da resposta inflamatoria. Isto pode ser evidenciado pela auséncia de
qualquer alteracéo apds o bloqueio da IL-10 nas populacdes celulares presentes no
granuloma in vitro. E importante notar que acéo da IL-10 sobre a modulacdo do
percentual de moléculas co-expressas pela maioria das populagcbes celulares
analisadas neste estudo reforcam a hipotese de especificidade antigénica da IL-10,
visto que ela néo foi capaz de alterar o percentual de nenhuma populagdo celular
investigada no grupo NI.

As informacbes geradas neste estudo permitem ampliar nossas
perspectivas para estudos futuros, utilizando o modelo in vitro para investigar a
contribuicdo efetiva dessas populagdes celulares e de moléculas acessorias
envolvidas nas interagdes celulares no granuloma in vitro. Uma das abordagens
futuras avaliar consiste na selegcado de populagdes celulares no granuloma in vitro e
do bloqueio das moléculas acessorias investigadas em nosso estudo com anticorpos
monoclonais. Uma outra abordagem, consiste em continuar a utilizagado de animais
“knockout” para o estudo de outras moléculas acessorias, uma vez que nossos
dados preliminares, utilizando o modelo de granuloma in vitro, reproduziram
observagbes concordantes com as obtidas, através da andlise de PBMC de

pacientes portadores de infec¢ao pelo S. mansoni.
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10 - APENDICE
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