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RESUMO

InfeccOes maternas por Schistosoma mansoni modulam a imunidade de descendentes adultos
em infeccbes pds-natais. Avaliou-se separadamente o efeito da amamentacdo ou gestacdo
neste fendmeno através do grau de fibrose hepética, producdo de citocinas Thl, Th2 e
regulatorias, frequéncia de macréfagos produtores de NO e IL-10 e linfécitos T regulatérios
em camundongos adultos, descendentes de maes esquistossomoticas, quando submetidos a
infeccdo pos-natal. Para isto, fémeas Swiss webster foram submetidas a infeccdo com S.
mansoni (20 cercaérias), sincronizacao do estro e acasalamento. Apds nascimento, foi realizada
a amamentacdo adotiva, em que descendentes de mdes infectadas mamaram nas mées nédo
infectadas (M) e filhotes de mées ndo infectadas foram amamentados pelas maes infectadas
(Al). Outro grupo de animais nascidos de mées esquistossomoticas permaneceu amamentando
nas proprias maes (MIAI). Para grupo CONTROLE utilizou-se animais nascidos e
amamentados em mées ndo infectadas. Descendentes adultos (machos) foram infectados (80
cercarias) e 60 dias pos-infeccdo, os animais tiveram os esplendcitos cultivados apenas com
meio de cultura ou acrescentado de SWAP (12,5 pug/mL) ou ConA (5 pg/ml). Apds 24 h e 72
h os sobrenadantes foram dosados para IL-4; IL-5; IL-10; IFN-y, TGF-B; NO e as células
usadas para imunofenotipagem, com anticorpos monoclonais ligados a fluorocromos para
CD4+FoxP3, CD16/CD32+NOS2, CD14+IL-10+. O tecido hepatico dos animais foi
submetido a histomorfometria. Em relacdo ao Controle, o grupo MI apresentou
frequénciaaumentada de CD16/CD32+N0OS2+, maior producdo de NO, IL-5 e IL-10, com
diminuicdo de IFN-y e, em comparacdo ao grupo MIAI, maior nidmero e tamanho dos
granulomas. O grupo Al, em relagdo ao Controle, obteve maior frequéncia de
CD16/CD32+N0OS2+, maiores niveis de TGF-f, menos IL-5, NO e IFN-y. Em relacdo ao
MIALI, tamanho maior de granuloma. O grupo MIAI apresentou menor nimero e tamanho de
granulomas com menor producdo de IFN-y e NO, maior de IL-10 e TGF-p, além de maior
frequéncia de células CD4+/FoxP3+. Ndo houve diferenca nos niveis de células CD14+/IL-
10+. Em conclusdo, a gestacdo seguida da amamentacdo em mdes esquistossomdticas
proporcionou uma diminuicdo da reacdo granulomatosa e, além da producdo da IL-10
(dependente da gestacdo) e de TGF-B (dependente da amamentacdo), as células T com
fenotipo regulatdrio sédo requeridas para este fenémeno.

Palavras-chave: Camundongos. Esquistossomose. Granuloma. Imunomodulacdo. Relacao
materno-fetal.



ABSTRACT

Maternal infections by Schistosoma mansoni modulate adult offspring immunity in postnatal
infections. Here, was evaluated separately the effect of breastfeeding and pregnancy in this
phenomenon by the degree of hepatic fibrosis, the production of Thl, Th2 and regulatory
cytokines, the expression of macrophages producing NO and IL-10, and regulatory T
lymphocytes in adult offspring from schistosomotic mothers when subjected to post-natal
infection.Swiss webster females were subjected to infection with S. mansoni (20 cercariae),
synchronization of estrus and mating. After birth, adoptive breastfeeding was held in which
offspring of infected mothers breastfed in uninfected mothers (BIM) and offspring of
uninfected mothers were breastfed by infected mothers (SIM). Another group of animals born
in schistosomotic mothers breastfeeding remained in their mothers (BSIM). To control group
was used animals born and breastfed in uninfected mothers. Male offsprings were infected
when adults (80 cercariae) and 60 days post-infection animals splenocytes were cultured with
medium alone or added with SWAP (12.5 pg/ml) and ConA (5 pg/ml). After 24 h and 72 h
the supernatants were assayed for IL-4; IL-5; IL-10; INF-y; TGF-B; NO and the cells used for
immunophenotyping with monoclonal antibodies bound to fluorochromes for CD4+FoxP3+,
CD16/CD32+N0OS2+, CD14+IL-10+. The liver tissue were subjected to histomorphometry.
Compared to control, the BIM group showed increased frequency of CD16/CD32+NOS2+,
increased production of NO, IL-5 and IL-10, a reduction of IFN-y and compared to BSIM
group, the greater number and size of granulomas. The SIM group compared control, had a
higher frequency of CD16/CD32+N0OS2+, higher TGF-B levels, less IL-5, NO and IFN-y.
Regarding BSIM, greater granuloma size. The BSIM group showed smaller number and size
of granulomas with lower production of IFN-y and NO, increased IL-10 and TGF-p, as well
as higher frequency of CD4+/FoxP3+ cells. There was no difference in the levels of
CD14+/IL-10+ cells. In conclusion, gestation followed by breastfeeding in schistosomotic
mothers provided a reduction in granulomatous reaction, and besides the production of IL-10
(dependent on gestation) and TGF-B (dependent breast feeding) T cells with regulatory
phenotype are required to this phenomenon.

Keywords: Granuloma. Immunomodulation. Maternal-fetal relation. Mice. Schistosomiasis.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca tropical presente em 78 paises e é estimado que mais
de 200 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo 0 mundo (COLLEY et al., 2014). A
Unica espécie presente no Brasil € 0 S. mansoni (FONSECA et al., 2014). A doenca apresenta
duas formas clinicas distintas durante seu curso, com predominio do perfil de linfécitos T
helper 1 (Th1) na fase aguda e predominio do perfil de linfocitos Th2/T regulatorios (Treg) na
fase cronica (SOUZA et al., 2011; GRYSEELS, 2012).

Vem sendo relatado que infeccbes maternas pelo Schistosoma mansoni podem
modular a resposta imune dos descendentes, quando adultos, em infeccGes pds-natais.
Attallah et al. (2006) e Othman et al. (2010) mostraram que a exposic¢ao pré-natal a infeccédo
pelo S. mansoni diminui a intensidade da doenca e as alteracGes histopatoldgicas em infec¢oes
poés-natais. Contudo, ndo foi evidenciado se este fendmeno deve-se a gestacdo ou a
amamentagdo em mées esquistossomaticas.

O estudo do efeito do leite materno de mdes infectadas, separado da gestacao,
demonstrou que a amamentacéo potencializa a producédo de anticorpos, interleucina 2 (IL-2) e
melhora a capacidade de ativacdo dos linfocitos B e de linfécitos T, sob ativacdo antigénica
(COLLEY et al., 1999; SANTOS et.al., 2010; SALES et al., 2012). Contudo, a amamentacédo
predispds a uma frequéncia basal aumentada de células Treg (CD4*CD25Foxp3+) e suprimiu
a reacdo inflamatdria em um modelo de asma alérgica (SALES et al., 2012; SANTOS et.al.,
2014; SANTOS et al., 2016;). Estes dados ressaltam o carater dicotdmico do leite de maes
esquistossomoticas.

Com relacdo a gestacdo em mdes esquistossomaticas, 0 microambiente supressor
gestacional (HEIKKINEN et al., 2003; BLOIS et al., 2004; SVENSSON et al., 2011) €
amplificado pela propriedade intrinseca dos ovos e vermes adultos de S. mansoni em induzir a
producdo de IL-10 por células dendriticas (DCs) e linfocitos B (THOMAS; HARN 2004,
AMU et al., 2010). Em conjunto, a gestacdo em maes infectadas parece favorecer IL-10 e um
status supressor que é mantido por longo periodo durante a vida adulta, visto que em
descendentes apenas gerados houve grande producdo de IL-10, além de diminuir a capacidade
estimulatoria das células apresentadoras de antigenos (APCs) (SANTOS et al., 2010;
SANTOS et al., 2014).

Dentre estes mecanismos de modulagdo do granuloma, estdo os macréfagos e células

Treg. Os macréfagos possuem plasticidade fenotipica e funcional e dependendo do
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microambiente se diferenciam em duas subpopulacGes distintas: a primeira, possue alta
capacidade de apresentacdo antigénica e alta produgdo de NO, envolvidos na resposta imune
Th1, e a outra subpopulacdo de macrofagos é estimulada na presenca de IL-4, tendo uma
producdo elevada de IL-10 (BARRIE et al., 2012; GORDON; MARTINEZ, 2010; SICA,
MANTOVANI, 2012). Estas células promovem o remodelamento da matriz extracelular,
reparo tecidual, angiogénese, atividade imunorreguladora e anti-inflamatéria. Na
esquistossomose, a producdo de dxido nitrico sintetase-2, IFN-y e IL-12 tem sido relacionada
com o aumento no grau de severidade da imunopatologia em animais deficientes em IL-4 (La
FLAMME et al., 2001; RUTIZKY et al., 2001; HERBERT et al., 2010).

Estudos demonstram que 0s ovos de Schistosoma sdo capazes de estimular células
Treg (YANG et al., 2007; EL-AHWANY et al., 2012). Zhou et al. (2015) observaram que a
proteina de choque térmico 60 (SjHSP60) presente no antigeno soltvel dos ovos (SEA) foi
capaz de estimular células Treg TRL-4-dependente através da expansdo de Tregs pré-
existentes e a conversao de novo de células ndo regulatorias em Tregs com o intuito de limitar
0 dano imunopatoldgico causado no figado do hospedeiro. Além disto, a infeccdo apenas com
vermes machos de S. mansoni em camundongos, levou ao recrutamento de células Treg para
o0 pulmao e consequente supressao da resposta alérgica anti-ovaloumina (OVA) (AMU et al.,
2010). Cardoso et al. (2010) mostraram que quando camundongos foram imunizados com 0s
antigenos Sm 22.6, Sm 29 e PIIl (antigeno derivado do SWAP) houve reducdo do nimero de
células inflamatorias, eosindfilos e imunoglobulina E (IgE) anti-OVA em animais infectados
e asmaticos. Além disso, os niveis de citocinas Th2 nestes animais foram diminuidos, com
elevacdo dos niveis de IL-10 e aumento da frequéncia de células Treg.

Portanto, teve-se por objetivo avaliar em camundongos adultos nascidos e/ou
amamentados em maes esquistossomoticas quando submetidos a infeccdo pos-natal o numero
e tamanho dos granulomas hepaticos, deposicdo de colageno, o nivel de citocinas do perfil
Thl (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-5) e regulatérias (TGF-y, IL-10) e de NO, bem como a
frequéncia de macrofagos produtores de NO e de IL-10 e a presenca de Tregs. Os resultados
obtidos fornecerdo informacdes sobre a importancia do contato prévio, seja in utero e/ou
durante amamentacdo, no fenémeno de imunomodulacdo da reacdo granulomatosa em

individuos de &rea endémica e, portanto, passivos de infec¢do quando adultos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Imunomodulagdo na Esquistossomose

Com mais de 779 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco, distribuidas em 78
paises, a esquistossomose € uma doenca tropical considerada de alta morbidade e mortalidade
que afeta atualmente cerca de 240 milhGes de pessoas em todo o mundo e, por isso, é
considerada uma das mais importantes helmintiases (WHO et al., 2014). Existem seis espécies
de Schistosoma capazes de parasitar o0 homem: Schistosoma mansoni, S. japonicum, S.
haematobium, S. intercalatum, S. mekongi, S. malayensis (MELO; COELHO, 2010). Porém,
0 S. mansoni é a espécie responsavel por infectar pessoas nas Américas, Oriente Médio e
Africa (COLLEY, et al., 2014). No Brasil a Ginica espécie encontrada é o S. mansoni e existem
cerca de 25 milhdes de individuos em é&reas de risco, dos quais quatro a seis milhGes
encontram-se infectados (LAMBERTUCCI, 2010). O estado de Pernambuco esta entre 0s
estados que exibem alta prevaléncia de pessoas infectadas e, de acordo com a Secretaria de
Saude de Pernambuco (2010), a esquistossomose é endémica em 109 municipios (distribuidos
em litoral, zona da mata e agreste) de um total de 185 municipios.

A esquistossomose apresenta duas formas clinicas bem distintas durante seu curso, a
forma aguda e a forma crbnica, com sintomatologias diferentes (NOUR, 2010), que
acompanham mudancas na resposta imune dos hospedeiros.

A fase aguda comeca a partir da penetracdo da forma infectante do parasita (cercéarias),
passando pela migracdo, maturacdo e acasalamento dos vermes. Este periodo caracteriza-se
por sintomas inespecificos como febre, dor de cabeca, mialgia, fadiga e hiporexia (CALDAS
et al., 2008; GRYSEELS, 2012). Essas alteracdes ocorrem na fase pré-patente (antes da
oviposi¢cdo) como um reflexo da atuacdo de citocinas com uma resposta predominantemente
Thl, com produgdo de IFN-y, TNF-o, IL-1, IL-6 e IL-12 além do envolvimento de
componentes do sistema imune inato (macréfagos, granuldcitos e sistema complemento) apds
estimulo provocado pelos esquistossémulos e vermes adultos (CALDAS et al., 2008; SOUZA
et al., 2011). Quando os vermes atingem a maturacdo sexual, eles acasalam e migram para as
veias mesentéricas e ali ocorre a oviposicdo dos ovos. Nesta fase pds-postural,
aproximadamente 20% dos ovos liberados pelas fémeas alcangam o limen intestinal e sdo
liberados nas fezes, porém 80% dos ovos ndo alcangam o lIimen, e devido ao fluxo sanguineo

na circulacdo venosa intestinal, os ovos sdo levados a outros 6rgdos como o figado. A medida
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que os ovos vao se fixando nos tecidos e se encontram maduros (miracidio vivo), eles sdo
capazes de gerar uma mudanca no perfil de resposta imune do hospedeiro, com a regulagéo
negativa da producéo e funcdes efetoras de mediadores pro-inflamatorios do perfil Thl como
TNF-0, MCP-1 e VCAM-1. Isto acontece devido a inducdo de granulomas inflamatérios com
predominio da resposta Th2/Treg, mediada pela secrecdo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13
e IL-10. (BURKE et al., 2009; LAYLAND et al., 2010; PEARCE et al., 1991; WOLFS et al.,
2014).

Além de estimular o perfil Th2, os ovos sdo capazes de estimular células T
convencionais e células T regulatérias (Tregs) - CD4+CD25+FoxP3+, que sdo necessarias
para a manutencdo da resposta Th2 e essenciais no processo de imunomodulagédo presente na
esquistossomose, auxiliando no controle do granuloma, protegendo o hospedeiro do
agravamento da doenca (McKEE; PEARCE, 2004; TAYLOR et al., 2006). Além dos ovos do
parasita, tem sido evidenciada a capacidade do préprio verme adulto em estimular células
Treg. Amu et al. (2010) observaram que quando camundongos foram infectados apenas com
vermes machos de S. mansoni, houve recrutamento de células Treg para o pulmédo e
consequente supressdo da resposta alérgica anti-OVA. Cardoso et al., (2010) mostraram que
quando camundongos foram imunizados com os antigenos Sm 22.6, Sm 29 e PIIl (antigeno
derivado do SWAP) houve reducdo do numero de células inflamatérias, eosinofilos e IgE
anti-OVA em animais infectados e asmaticos. Além disso, 0s niveis de citocinas Th2 nestes
animais foram diminuidos, com elevacdo dos niveis de IL-10 e aumento da frequéncia de
células Treg. O PIII é capaz de interferir na imunidade antiparasita e de diminuir a reacéo de
hipersensibilidade para os ovos de S. mansoni (HIRSCH, 1997).

E visto que a IL-10 sintetizada por células Th2 e Treg ajuda a suprimir o
desenvolvimento da resposta Thl, reforcando assim a polarizacdo do perfil Th2 e a transicédo
da fase aguda para a fase cronica da doenca (SADLER et al., 2003; McKEE; PEARCE,
2004). Na fase cronica, as manifestacdes clinicas variam a depender da localizacdo dos ovos e
da intensidade da carga parasitaria, podendo se apresentar nas formas intestinal,
hepatointestinal, hepatoesplénica e até neuroldgica (PORDEUS et al., 2008).

Embora citocinas Thl e Th2 sejam capazes de orquestrar o desenvolvimento do
granuloma hepético (SADLER et al., 2003; HAMS et al., 2013), tem sido estudado o papel do
perfil Th17 durante a doenca. Foi visto que o TGF-f ¢ a IL-6 séo requeridos para uma geracao
efetiva de células Th17 e a IL-23 atua na ativacdo e diferenciacdo dessas células (BETTELLI
et al. 2006; NURIEVA et al. 2007). A IL-17 é a citocina marcante deste perfil pro-

inflamatdrio, e a resposta Thl7 € induzida durante a inflamacdo sendo importante para o
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desenvolvimento total da inflamagédo e imunopatologia severa induzida pelos ovos do verme
(DIAZ; ALLEN 2007; RUTITZKY et al., 2011).

2.2 Imunogénese da fibrose hepatica na esquistossomose

LesBes cronicas do figado induzem fibrose hepéatica (IWAISAKO et al., 2012). A
fibrose é definida pelo acimulo de proteinas da matriz extracelular (MEC), como o colageno
(HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN 2011). Durante uma lesdo ha destruicdo tecidual, de
forma que é necessario que a fibrogénese se sobrepde a fibrolise (ANDRADE, 2008), através
do aumento de colageno e sua deposi¢cdo no tecido em substituicdo as células danificadas.

Durante o processo de lesdo hepatica ocorre recrutamento de células inflamatérias que
secretam fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de transformacdo do
crescimento-beta (TGF-B), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), e fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), que vdo desempenhar um papel importante na fibrogénese, pois
sdo capazes de estimular a proliferacdo, migracdo e ativacdo de células estreladas hepaticas
(LEE; FRIEDMAN, 2011). Estas células estdo envolvidas principalmente na deposicdo de
matriz extracelular, contribuindo para a angiogénese e fibrogénese esquistossomética
(BARRIE, et al., 2012; PEREIRA et al., 2013).

As células estreladas hepéticas sdo produtoras de coldgeno em areas pericentrais
(BATALLER; BRENNER, 2005) e, em estado de quiescéncia, estocam vitamina A e lipidio,
e secretam componentes da MEC em pouca quantidade (CABALLERO-MENDONZA et al.,
1999; BROWN et al., 2006). Ap6s dano tecidual, as células estreladas hepéticas quiescentes
se diferenciam em miofibroblastos, devido a agdo de citocinas fibrogénicas (IWAISAKO et
al., 2012). Quando ativadas, as células estreladas hepaticas liberam a vitamina A estocada e
expressam marcadores como a alfa-actina de musculo liso (a-SMA), secretam IL-6 e
molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e aumentam a producdo de colageno (BURT,
1993; FRIEDMAN, 1999).

Em estudo com camundongos, a presenca de células estreladas hepaticas foi detectada
nas bordas de granulomas seis semanas pds-infeccdo por S. japonicum, através de marcadores
como desmina e a-actina de masculo liso (o -SMA), que coincide com a mudanca do perfil
Th2 e modulacdo do tamanho do granuloma. Também foi observado um pico de ativagédo
destas células através da expressdo de a-SMA em camundongos no periodo de oito a dez
semanas de infeccdo. (BARTLEY et al., 2006).

Em outro estudo foi verificado células positivas para a-SMA na area fibrotica de



23

granulomas causados por ovos de S. japonicum, que foi relacionado com o aumento da
regulacdo de genes associados a fibrose hepéatica (COL1AL, TGF- e PDGF-B), bem como
quimiocinas associadas com recrutamento de células estreladas hepéaticas e macrofagos
(CXCL1, CCL6, CXCL14) (BURKE et al., 2010). O granuloma é o evento patogénico de
maior importancia durante a fase cronica (GRYSEELS et al., 2006), composto por varios
tipos celulares como neutrofilos, linfocitos, macrofagos e eosinéfilos (REIS et al., 2001) que

desempenham fungdes variadas com o objetivo de aprisionar e reter os antigenos dos ovos.

2.3 Status de ativacao de macrdéfagos na esquistossomose

Os macrdfagos sdo células que possuem grande plasticidade fenotipica e funcional a
depender do microambiente que se encontra (MARTINEZ et al., 2008).

Com base no status de ativacdo, os macréfagos apresentam-se em duas subpopulacdes
distintas: Macrofagos classicamente ativados (M1), que possuem alta capacidade de
apresentagdo antigénica e alta producéo de I1L-12, IL-1, IL-6, TNF-o e iNOS desencadeando a
ativacdo de uma resposta imune do tipo Thl. Estas células possuem acdo antiproliferativa,
atividade citotoxica e sdo fonte importante de citocinas pro-inflamatérias. Outra subpopulagéo
de macréfagos sdo os Macrdofagos alternativamente ativados (M2) que séo estimulados na
presenca de IL-4 e IL-13, IL-10 e M-CSF. Esta subpopulacdo esta ligada a um perfil de
resposta imune do tipo Th2, também promovendo o remodelamento da matriz extracelular,
reparo tecidual, angiogénese, atividade imunorreguladora e anti-inflamatéria. Os macré6fagos
M2 secretam IL-10, CCL2, CCL17 e CCL22, além de expressar os genes Arg-1, Fizz-1 e
Ym-1 (GORDON; MARTINEZ, 2010; SATOH et al., 2010; KRAUSGRUBER et al., 2011;
BARRIE et al., 2012; SICA; MANTOVANI, 2012).

Foi visto que a ativacdo excessiva de macrofagos M1 pode causar inflamacdo cronica
e danos nos tecidos, de forma que macréfagos M1 tém sido implicados na patogénese de
diversas condicBes inflamatorias, incluindo aterosclerose, diabetes e glomerulonefrite
(MANTOVANI et al., 2013; WYNN et al., 2013).

Durante o curso natural da patologia na esquistossomose, macréfagos M1 véo sendo
substituidos por macrofagos alternativamente ativados, de forma que essas células podem
auxiliar na fibrogénese tanto pela supressdo de citocinas anti-fibrogénicas como pela atuacdo
da enzima arginase-1 (WILSON et al., 2007; GORDON; MARTINEZ, 2010). Sabe-se que a
expressao de Argl é capaz de hidrolisar L-arginina em ureia e L-ornitina. Por sua vez, a A L-

ornitina pode ser metabolizada até prolina, aminodcido necessério para a producdo de
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coldgeno. Porém, a exacerbacdo da resposta Th2/M2 pode gerar asma e fibrose hepética
(BARRON et al., 2011; MOREIRA; HOGABOAM, 2011). Em conjunto, as células estreladas
hepaticas e os macrofagos alternativamente ativados tem grande importancia durante a
fibrogénese (PEREIRA et al., 2013).

Em estudo experimental, Pesce et al. (2009) demonstraram que animais deficientes
para Fizz-1 (Found in inflammatory zone-1) quando infectados por S. mansoni tiveram
exacerbacdo da reacdo granulomatosa e desenvolvimento de fibrose, mostrando que o Fizz-1 é
necessario para regulacdo negativa da resposta Th2. Interessantemente, os helmintos séo
capazes de induzir células T regulatérias e macrofagos alternativamente ativados (M2),
necessarios para assegurar a sobrevivéncia do hospedeiro em conjunto com o perfil de
resposta Th2 através da regulacdo negativa da resposta Thl (HERBERT et al., 2004;
KREIDER et al., 2007).

Zhu et al. (2014), através de estudo in vitro com macréfagos peritoneais purificados
provenientes de camundongos infectados com S. japonicum, observaram que, quando as
células foram estimuladas com os antigenos do verme adulto (SWAP), houve aumento do
percentual de macréfagos M1 com elevagdo dos nivels de IL-12, TNF-a e iNOS. Ja o
estimulo do SEA provocou um aumento do percentual de macréfagos M2, IL-10 e Arg-1
(JOSHI et al., 2008; WOLFS 2014). Herbert et al. (2004) mostraram que durante a infeccéo
por S. mansoni, macr6fagos M2 sdo necessarios para suprimir respostas do tipo Th1/M1.

2.4 Relacdo materno-descendente para antigenos homdélogos

As condicBes imunolodgicas geradas durante a gestacdo e o aleitamento sdo capazes de
promover a manutencdo do feto e sua protecdo, mas o grau de competéncia imune dos
descendentes pode ser alterado devido a exposicdo materna a alérgenos, citocinas e processos
infecciosos (HERZ et al., 2000; FUSARO et al., 2007). Friedman et al. (2007) relataram que
existe em media 10 milhdes de gestantes e 40 milhdes de mulheres em idade reprodutiva que
se encontram infectadas por alguma das espécies de Schistosoma. Assim, diferentes estudos
tém sugerido que a infeccdo materna por S. mansoni teria um papel importante no
desenvolvimento da imunidade do descendente, favorecendo o controle da doenga em
individuos de &rea endémica.

A passagem transplacentaria e pelo leite materno de antigenos do S. mansoni e
anticorpos antiparasita foi descrita em humanos (SANTORO et al., 1977) e em camundongos

(HASSAN et al., 1997). Lenzi et al. (1987), estudando camundongos recém-nascidos e ao
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mesmo tempo lactentes de mées infectadas pelo S. mansoni, observaram a transferéncia de
anticorpos contra antigenos de cercarias, de ovos e de vermes adultos, através da avaliagdo do
soro dos descendentes. Attallah et al. (2003) detectaram o antigeno 63-kD (identificado em
diferentes fases do ciclo do S. mansoni) no leite, no soro e no corddo umbilical de méaes
infectadas esquistossomaticas.

A exposicdo aos anticorpos e antigenos, durante o periodo pré-natal ou a
amamentacao, esteve associada com a modulacdo da resposta imune dos descendentes para
antigenos homdlogos, ou seja, em infecces pos-natais (HANG et al., 1974; COLLEY et al.,
1999; MONTESANO et al., 1999; ATTALLAH et al.,, 2003; CALDAS et al., 2008;
ATTALLAH et al., 2006; OTHMAN et al., 2010). Attallah et al. (2006) observaram que em
animais nascido seguidos de amamentacdo em mées esquistossomoticas houve niveis de 1gG,
tamanho e namero de granulomas hepaticos, bem como recuperacdo de vermes reduzidos.
Othman et al. (2010) corroboram os achados de que a exposi¢do pré-natal a infeccdo pelo S.
mansoni diminui a intensidade da doenca e as alteracfes histopatoldgicas em infec¢cdes pos-
natais. Estes autores também observaram que os niveis de expressdo dos genes de I1L-12 e de
TGF-B, citocinas regulatorias, foram significativamente maiores nos animais expostos a
infeccdo materna (pré-natal). Entretanto, estas investigacdes ndo elucidaram se a protecdo
granulomatosa € desencadeada pela amamentacao ou pela gestacéo.

Sabe-se que o leite de maes esquistossomaticas possui efeito dicotdmico, com
potencial tolerogénico ou estimulador (FIELD, 2005; BLEWETT et al., 2008). O estudo do
efeito do leite materno de maes infectadas, separado da gestacdo, demonstrou que a
amamentacdo potencializa a producdo de anticorpos e IL-2 (COLLEY et al., 1999; SANTOS
et.al., 2010). Em estudos in vitro, os linfocitos B imaturos cultivados com o leite de mées
esquistossomoticas, demonstraram uma maior expressdo das moléculas CD40 e CD8O0,
favorecendo o status de ativacdo, ja que neste mesmo estudo foi demonstrada uma maior
frequéncia de células CD3+CD28+ e uma menor frequéncia de células CD4+CTLA-4+, desse
modo favorecendo a interagcdo CD28:CD80. Contudo, a amamentacdo predispbs a uma
frequéncia basal aumentada de células T regulatérias (CD4*CD25"Foxp3+) e suprimiu a
reacdo inflamatoria em um modelo de asma alérgica (SALES et al., 2012; SANTOS et al.,
2014; SANTOS et al., 2016;). Antigenos relacionados ao parasita, e 0 LNFP-I11, componente
do leite materno, estdo associados com a ativacdo, proliferacéo, sintese de IL-10 e a geragéo
de um subtipo de linfécitos B com fungdo regulatéria (CD5+/CD1d+) (THOMAS; HARN,
2004; MANGAN, et al., 2004; TIAN, et al., 2015). Sabendo que 0s antigenos parasitarios sao

capazes de levar a inducgéo de Treg, é possivel que antigenos parasitarios presentes no leite e
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em associacdo com o microambiente supressor da mucosa intestinal (WEINER et al., 2011,
(EL-AHWANY et al., 2012) possam amplificar esta propriedade.

Contudo, Colley et al. (1999) demonstraram que a administracdo de anticorpos anti-
SEA, durante o periodo de amamentacdo, foi capaz de induzir nos descendentes adultos e
infectados pelo S. mansoni diminuigcdo do perfil de resposta Th2, com menor granuloma e
melhora na producéo de anticorpos anti-SEA. Em modelo experimental para asma, quando as
fémeas foram acasaladas durante a fase Thl da infec¢do por S. mansoni, o IFN-y materno
conferiu a prole protecdo contra asma alérgica (STRAUBINGER et al., 2014).

Com relagdo ao microambiente uterino, o microambiente gestacional tem sido
caracterizado como um compartimento imunoinibitdrio, principalmente pela producéo de IL-
10 por células dendriticas (DCs) e macrdfagos in utero/tecidos de interacdo placentaria
(HEIKKINEN et al., 2003; BLOIS et al., 2004). Macréfagos (M2) sdo induzidos na mucosa
uterina para favorecer a tolerancia fetal, via IL-10 (GUSTAFSSON et al., 2006; SVENSSON
et al., 2011), e estdo relacionados com o remodelamento tecidual (GORDON; MARTINEZ,
2010). Em relacdo a gestacdo em maes esquistossomoticas, a propriedade intrinseca dos
antigenos de S. mansoni (ovos e vermes adultos) de induzir a producéo de IL-10 por células
apresentadoras de antigenos (APCs) ja foi demonstrada (THOMAS; HARN 2004; AMU et
al., 2010). A gestacdo parece favorecer a producdo de IL-10 e o status supressivo que é
mantido a longo prazo na vida adulta, visto que em descendentes apenas gerados houve
grande producao de IL-10, além de diminuir a capacidade estimulatéria de células dendriticas.

Com base no exposto, objetivou-se avaliar em camundongos adultos nascidos e/ou
amamentados em maes esquistossomoticas quando submetidos a infec¢do pos-natal o nimero
e tamanho dos granulomas hepaticos, deposi¢do de colageno, o nivel de citocinas do perfil
Thl (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-5) e regulatérias (TGF-y, IL-10) e de NO, bem como a
frequéncia de macrdfagos produtores de NO e de IL-10 e a presenca de Tregs. Os resultados
obtidos fornecerdo informacfes sobre a importancia do contato prévio, seja in utero e/ou
durante amamentacdo, no fendmeno de imunomodulagdo da reagdo granulomatosa em

individuos de area endémica e, portanto, passivos de infeccdo quando adultos.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar em camundongos adultos nascidos e/ou amamentados em maes infectadas
pelo S. mansoni submetidos a infeccdo pos-natal, 0 nimero e tamanho de granulomas
hepaticos, deposicdo de colageno, o perfil de linfocitos T efetores e regulatorios e producao
de NO, bem como a expresséo de CD14 e IL-10, CD16/CD32 e NOS2 na populagdo de

macrofagos.

3.2 Objetivos especificos

Em camundongos adultos nascidos e/ou amamentados em mées infectadas pelo S.
mansoni versus maes ndo infectadas objetivou-se estudar a resposta imune para antigenos
homologos (infeccdo pds-natal) e resposta imune sistémica (estimulador policlonal):

Comparar as andlises histopatologicas do tecido hepéatico para quantificacdo e
determinacéo do tamanho dos granulomas e avaliacdo da deposicéo de colageno.

Comparar a producdo das citocinas (IFN-y, IL-4, IL-5, 1L-10 e TGF-B) produzidas ex
vivo por esplendcitos em resposta ao SWAP e mitdgeno.

Comparar o0 NO produzido por esplendcitos ex vivo, em resposta ao SWAP e
mitdgeno.

Comparar em cultura de células esplénicas a frequéncia de linfécitos com fenétipo
regulatério (CD4, Foxp3) e a frequéncia de macréfagos produtores de NO sintetase
(CD16/CD32+/NOS-2+) ou IL-10 (CD14+/1L-10+).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do estudo

As etapas do estudo relacionadas a infeccdo, acasalamento e manutencdo dos
camundongos (maes e descendentes) foram realizadas no Biotério do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhdes (CPgAM/FIOCRUZ). Posteriormente, todos o0s procedimentos
laboratoriais (cultura das células esplénicas, histopatologico e dosagens de citocinas) foram
realizados nas dependéncias do Setor de Imunologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA). As analises por citometria de fluxo foram realizadas no Nucleo de Integracédo
Tecnoldgica (NIT) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées - CPgAM/FIOCRUZ.

4.2 Animais

Foram utilizados 15 camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster, com quatro
semanas de idade para infeccdo com S. mansoni e 10 animais ndo infectados utilizados como
controle. Os animais foram fornecidos e mantidos em boas condi¢des de salde e nutricdo no
biotério do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (CPgAM/FIOCRUZ).

4.3 Infecgdo materna e parasitolégico de fezes

A infeccdo foi realizada por via percutanea, com 20 cercérias de S. mansoni/animal
recentemente eliminadas por caramujos infectados pela espécie Biomphalaria glabrata e
infectados por miracidios da cepa BH (Belo Horizonte), mantidos no Moluscério da disciplina
de Parasitologia do departamento de Medicina Tropical (UFPE) pela equipe do Setor de
Imunologia do LIKA/UFPE. Apds 45 dias de infeccdo, os camundongos fémeas foram
expostos individualmente para obtencdo do material fecal. Foram confeccionadas trés laminas
parasitologicas por camundongo pelo método de Kato-Katz (KATZ et al., 1972) para

confirmagéo da infecgéo e estimar o nimero de ovos de S. mansoni por grama de fezes.

4.4 Sincronizacao do estro e acasalamento

No 60° dia de infeccdo das 15 fémeas, o estro das fémeas (infectadas e ndo infectadas)
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foi sincronizado (FOWLER; EDWARDS, 1957; WANG et al., 2001) através da
administracdo de hormonios. No primeiro dia foi administrado 5 Ul (100 uL) de
Gonadotrofina Corionica Equina (eCG) e no terceiro dia 5 Ul de Gonadotrofina Coridnica
Humana (hCG). Posteriormente, as fémeas foram acasaladas (duas fémeas para um macho) e
foi observada a formacdo do plug vaginal para confirmacdo do acasalamento. O mesmo

procedimento foi realizado para as fémeas nédo infectadas.

4.5 Formacéao dos grupos de estudo

Imediatamente apds o nascimento, os filhotes de mées infectadas pelo S. mansoni ou
ndo infectadas tiveram suas maes trocadas para amamentacdo adotiva. Assim, filhotes de
mées infectadas mamaram nas mées néo infectadas (M) e filhotes de maes néo infectadas
foram amamentados pelas maes infectadas (Al). Outro grupo de animais nascidos de maes
esquistossomoticas permaneceu amamentando nas proprias mdes (filhotes nascidos e
amamentados em fémeas infectadas (MIAI). Para o grupo controle foram utilizados animais
nascidos/amamentados em mées ndo infectadas (CONTROLE).

4.6 Infeccdo dos descendentes

Aos 45 dias de vida os filhotes machos foram selecionados e infectados por via
percutanea com 80 cercarias de S. mansoni/animal. A obtencdo das cercérias e infeccdo dos

descendentes foi semelhante a realizada para a infecgdo materna, descrita no topico 4.3.

4.7 Cultura de células esplénicas

Foram retirados os bacgos dos descendentes dos diferentes grupos de estudo, 60 dias
pos-infecgdo. As suspensdes de células esplénicas foram obtidas assepticamente por
maceracao do 6rgdo em meio RPMI 1640. Apoés centrifugacdo (400 g por 10 min./4°C), as
hemécias provenientes do 6rgao foram lisadas pela adi¢do de agua estéril ao precipitado por
20 segundos. As células foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 5% de Soro
Bovino Fetal - SBF (Sigma-Aldrich® Chemical, St. Louis, Mo., USA), mantidas no gelo por 5
min. para deposicao do estroma e, apos esse periodo, 0 sobrenadante foi transferido para outro
tubo, sendo a contagem das células e o teste de viabilidade realizados com o auxilio de

camara de Neubauer e Azul de Trypan a 10% (90 pL de Azul de Trypan a 10% + 10 pL de
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suspensdo de células). As células foram cultivadas nos intervalos de 24 h (5x10° células/tubo)
para posterior imunofenotipagem e 72 h (12x10° células/tubo) para dosagem de citocinas em
sobrenadante, em tubos de cultura de 8 mL e submetidas a estimulo antigénico com SWAP
(12,5 pg/mL) e ConA (5 pg/mL). Os tubos foram incubados a 37°C em estufa umidificada de
CO2 a 5%.

4.8 Ensaio de citometria de fluxo para imunofenotipagem

Apbs 24 horas de cultivo foram adicionados a cada tubo, contendo as suspensdes de
células esplénicas, sob os diferentes estimulos acima descritos, 5 pL de Golgi Stop (para cada
5x10° células), agitados em vortex e devolvidas a estufa de CO, a 37°C por um intervalo de
quatro horas. Passado este periodo de incubacdo, as células foram lavadas com 6,0 mL de
PBS 0,01M + 5% de SBF estéril gelado, em seguida foram agitadas em vortex e centrifugadas
a 400 g por 10 minutos sob a temperatura de 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em PBS 0,01M + 5% de SBF estéril, no mesmo
volume da cultura inicial e distribuidas nos tubos de citometria, sendo 100 pL por tubo com
concentracio final de 1x10° células por tubo. Realizou-se a marcacdo celular com os
anticorpos de superficie (anti-CD4; anti-CD14; anti-CD16/CD32), sendo acrescentado ao
tubo 0,5 pL de cada anticorpo em ambiente escuro, seguido de agitacdo em vortex e
incubagdo por 30 minutos a 4°C no escuro. Passado o tempo de incubagdo, as células foram
lavadas uma vez com 1 mL de PBS 0,01M + 5% de SBF estéril gelado com agitacdo em
vortex e posterior centrifugacdo a 400 g por cinco minutos. Depois disso, 0 sobrenadante foi
descartado e acrescentado 200 pL de tampdo de fixacdo e as células foram incubadas por 15
minutos a 4°C no escuro. Ap6s este tempo, foi realizada nova lavagem com 1 mL de PBS
0,01M + 5% de SBF estéril gelado. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado aos tubos
500 pL da solucéo de permeabilizacéo, diluida quatro vezes e incubados por 30 minutos a 4°C
no escuro. Posteriormente as células foram lavadas com 1 mL de PBS 0,01M + 5% de SBF
estéril gelado. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e adicionou-se a cada tubo
1ul dos anticorpos para marcacgdo intracelular (Foxp3; IL-10; NOS2) e incubados por 30
minutos a temperatura ambiente em ambiente escuro. Uma nova lavagem foi realizada com 1
mL por tubo da solucdo de permeabilizacdo diluida 10x em agua destilada esteéril, seguida de
agitacdo no votex e centrifugagdo em 400 g por cinco minutos a 4°C. Depois 0 sobrenadante
foi descartado e acrescentou-se a cada tubo 300 pL da solucdo de fixagdo para posterior

leitura em citbmetro de fluxo. Os eventos (10.000 para linfécitos e 1.000 para macrofagos)



33

foram adquiridos e analisados com o programa CellQuest™ Pro (BD-Pharmingen®, San
Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos pela média dos percentuais de células

duplo-marcadas obtidos no pool dos bagos de todos os animais em cada grupo.

4.9 Histomorfometria

Apols a eutanasia dos camundongos, fragmentos dos 3 l6bulos hepaticos foram
selecionados, fixados em formalina tamponada. Apds sucessivas lavagens com etanol a 70%
para completa remogdo do fixador, as amostras foram desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol a partir de 70% até alcool absoluto. Em seguida, as amostras foram
diafanizadas em xilol e impregnadas em parafina histolégica fundida a 60°C. Posteriormente,
foram incluidas em parafina. Os cortes histologicos (4 pum) foram obtidos em microétomo
horizontal Yamato (Japan). Os cortes foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) e
também foram corados pela técnica de Tricomico de Masson (JUNQUEIRA et al., 1979),

para a avaliacdo do numero e tamanho dos granulomas e deposi¢éo de colageno.

4.10 Dosagem das citocinas nos sobrenadantes

Os sobrenadantes da cultura das células esplénicas, sob os diferentes estimulos
descritos no topico 4.7, foram coletados. Os niveis de IL-4, IL-5, IL-10, INF-y e TGF-p foram
determinados por ELISA sanduiche, nos sobrenadantes com intervalo de cultivo de 24 h para
a dosagem de IL-4 e IL-5 e 72 h para a dosagem das demais citocinas. Placas de ELISA
(2595, Costar, Cambridge, MA, USA) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais de
captura especifico para cada citocina e incubadas a temperatura ambiente por 3 horas. Em
seguida, foram bloqueadas com uma solucdo de PBS-T (Tampéo salina fosfato mais 0.05% de
Tween 20) e 10% SBF (WL. Imunoquimica, Rio de Janeiro/Brasil), por 60 minutos. Apds
lavagem e distribuicdo das amostras, as placas foram incubadas a 4°C por 18 horas, e apos
esse periodo, foram lavadas com PBS-T para posterior adicdo do segundo anticorpo
biotinilado, especificos para as diferentes citocinas, diluido com PBS-T acrescido de 0,1% de
soro albumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich® Chemical, St. Louis, Mo., USA). Em seguida a
incubacdo e temperatura ambiente por uma hora, cada placa foi novamente lavada por trés
vezes com PBS-T e, entdo, adicionada o conjugado enzimatico (estreptavidina marcada com
peroxidase, Sigma-Aldrich® Chemical, St. Louis, Mo., USA) em uma proporc¢do de 1:6000

em PBS-T contendo BSA 0,1%. Apos incubacdo a temperatura ambiente, as placas foram
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novamente lavadas com PBS-T e a reacéo revelada pela adi¢do do substrato contendo H>Oz e
o cromodgeno ABTS (2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), Sigma-Aldrich®
Chemical, St. Louis, Mo., USA) dissolvidos em tampdo citrato 0,1 M e fosfato de sédio 0,2 M
pH =5,5. A reacédo foi blogueada com &cido citrico 0,2 M e a leitura realizada a 405 nm em
leitor de ELISA (BIO RAD® modelo 2550). A dosagem de TGF- foi feita através do kit da
Invitrogen™, sequindo as especificacbes do fabricante para ativacio do TGF-p com
tratamento com HCI e NaOH. As concentracfes das citocinas nas amostras foram calculadas
pelo programa GraphPad Prism versdo 5.0, a partir de curvas-padrdo obtidas utilizando
concentragOes conhecidas das citocinas recombinantes, com limites de deteccdo de 0,076
ng/mL para IL-4, 0,15 ng/mL para IL-5, 0,61 ng/mL para IFN-y, 0,31 ng/mL para IL-10, 62,5
pg/mL para TGF-b. Os resultados foram apresentados como média aritmética + desvio padrao

da média.

4.11 Dosagem de Oxido Nitrico nos sobrenadantes

Os sobrenadantes da cultura das células esplénicas no intervalo de 72h, sob os
diferentes estimulos descritos no tépico 4.7, foram analisados quanto a producdo de nitrito
pela reacdo de Griess, como uma medida da producio de Oxido Nitrico (GREEN et al., 1982).
Para medir a producdo de nitrito, aliquotas de 50 uL das amostras a serem dosadas foram
incubadas com 50 pL dos reagentes (25 pL da solucdo de sulfanilamida 1% e 25 pL de
solucdo de N-naphthylethylenediamine dihydrochloride 0,1% em 2,5% de H3POs) a
temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura foi realizada em absorbancia de 550 nm, em
leitor de ELISA com limite de detecgéo de 1,56 pM/mL.

4.12 Considerac0es éticas

Todos os protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhes, Fundago
Oswaldo Cruz, Recife, Pernambuco, Brasil (CEUA-CPqQAM/FIOCRUZ) e encontram-se de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) os quais sdo adotados como critérios de avaliacdo e
julgamento pela CEUA- CPgAM/FIOCRUZ (ANEXO A).



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

EFEITO DA GESTACAO E AMAMENTACAO EM CAMUNDONGOS
ESQUISTOSSOMOTICAS NA RESPOSTA GRANULOMATOSA DOS
DESCENDENTES ADULTOS SOB INFECCAO POS-NATAL

INTRODUCAO

A esquistossomose é endémica em 78 paises e estima-se que pelo menos 261 milhdes
de pessoas se encontram infectadas no mundo (WHO, 2015). Granulomas ricos em
macrofagos e eosinofilos, induzidos pelo dos ovos retidos especialmente no tecido hepaético,
caracterizam a infec¢do. Nesta fase, ha predominancia da resposta Th2 com elevacdo dos
niveis de IL-4, IL-5, IL-13 que regula negativamente a resposta Thl induzida pelos vermes
adultos (PEARCE et al., 1991; BURKE et al., 2009; FAIRFAX et al., 2012). Esta resposta é
também associada com a estimulacdo de células T regulatérias (Tregs) e I1L-10, que controla a
reacao granulomatosa ao redor dos ovos no hospedeiro (MCKEE; PEARCE 2004; TAYLOR
et al., 2006).

Apesar da inducgédo da resposta granulomatosa, casos graves sdao menos frequentes em
areas endémicas (CALDAS et al., 2008) e este fendmeno vem sendo atribuido a infeccdo
esquistossomotica materna que parece modular negativamente as infeccdes pos-natais.
Attallah et al. (2006) reportaram uma reduc¢do da reacdo granulomatosa em animais nascidos e
amamentados em mées maci¢camente infectadas e Othman et al. (2010) corroboraram estes
achados e mostraram 0 aumento da expressdo génica de IL-12 e TGF-p.

O estudo do efeito do leite materno de mdes infectadas, separado da gestacdo,
demonstrou que a amamentacdo potencializa a producdo de anticorpos, IL-2 e melhora a
capacidade de ativagdo dos linfécitos B e de linfocitos T, sob ativagdo antigénica (COLLEY
et al., 1999; SANTOS et.al., 2010; SALES et al., 2012). Contudo, a amamentacao predispos a
uma frequéncia basal aumentada de células T regulatérias (CD4"CD25"Foxp3+) e suprimiu a
reacdo inflamatoria em um modelo de asma alérgica (SALES et al., 2012; SANTOS et.al.,
2014; SANTOS et al., 2016;). Estes dados ressaltam o carater dicotdmico do leite de mées
esquistossomoticas.

Com relagdo a gestacdo em mdaes esquistossomaticas, 0 microambiente supressor
gestacional (BLOIS et al., 2004; SVENSSON et al., 2011) é amplificado pela propriedade

intrinseca dos ovos e vermes adultos em induzir a producgéo de IL-10 por células dendriticas
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(DCs) e linfocitos B (THOMAS; HARN 2004; AMU et al., 2010). Em conjunto, a gestagdo
em maées infectadas parece favorecer IL-10 e um status supressor que é mantido a longo
prazo, visto que em descendentes apenas gerados houve grande producdo de I1L-10, alem de
diminuir a capacidade estimulatoria das APCs.

Dentre 0os mecanismos de resposta imune celular, destaca-se a a¢cdo dos macréfagos.
Com base no status de ativacdo, os macréfagos apresentam-se em duas subpopulagdes: a
primeira, possue alta capacidade de apresentacdo antigénica e alta producdo de NO,
envolvidos na resposta imune Thl, e a outra subpopulacdo de macrofagos é estimulada na
presenca de IL-4, tendo uma producdo elevada de IL-10 (BARRIE et al., 2012; GORDON,;
MARTINEZ, 2010; SICA; MANTOVANI, 2012). Estas células promovem o remodelamento
da matriz extracelular, reparo tecidual, angiogénese, atividade imunorreguladora e anti-
inflamatdria. Na esquistossomose, a producdo de oxido nitrico sintetase-2, IFN-y e IL-12 tem
sido relacionada com o aumento no grau de severidade da imunopatologia em animais
deficientes em IL-4 (La FLAMME et al., 2001; RUTIZKY et al., 2001; HERBERT et al.,
2010).

Além disso, durante a infec¢do por S. mansoni ocorre a ativacdo de células Treg,
produtoras de IL-10 e TGF-B. Estas células sdo geradas de maneira a regular/modular as
respostas Thl e Th2 e diminuir a patologia na esquistossomose, garantindo a sobrevida do
hospedeiro a medida que a infec¢cdo toma um curso crénico (MCKEE; PEARCE 2004,
TAYLOR et al., 2006). Amu et al. demonstraram que em camundongos infectados apenas
com vermes machos de S. mansoni, houve recrutamento de células Treg para o pulmao e
consequente supressdo da resposta alérgica anti-OVA. Cardoso et al., (2010) mostraram que
quando camundongos foram imunizados com os antigenos Sm 22.6, Sm 29 e PIIl (antigeno
derivado do verme adulto) houve reducdo do numero de células inflamatérias, eosindfilos e
IgE anti-OVA em animais infectados e asmaticos. Além disso, os niveis de citocinas Th2
nestes animais foram diminuidos, com elevacao dos niveis de 1L-10 e aumento da frequéncia
de células Treg. De fato, foi observado que animais imunizados com macrofagos pulsados
com PIII, apresentaram menor reagdo granulomatosa associada a uma diminuicéo da resposta
imune mediada por células (GUSTAVSON et al., 2002).

Com base no exposto, objetivou-se avaliar em camundongos adultos nascidos e/ou
amamentados em maes esquistossomoticas quando submetidos a infeccdo pos-natal o numero
e tamanho de granulomas hepéticos, a deposicdo de colédgeno, o nivel de citocinas do perfil
Thl (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-5) e regulatorias (TGF-y, IL-10) e de NO, bem como a

frequéncia de macrofagos produtores de NO e de IL-10 e a presenca de Tregs. Desta forma foi
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possivel observar que a gestacdo seguida da amamentacdo em mées esquistossomaticas é
mais eficiente em controlar a reacdo granulomatosa. Apenas a amamentacdo foi capaz de
prejudicar as respostas Thl e Th2, com altos niveis de TGF-f, de maneira que células Treg

parecem desempenhar um papel crucial neste fendbmeno.

MATERIAIS E METODOS
Animais e Infeccdo materna pelo Schistosoma mansoni

Camundongos fémeas da linhagem Swiss webster com 4 semanas de idade foram
infectados por via subcuténea (s.c.) com 20 cercarias da cepa BH de S. mansoni. No 45° dia, a
infeccdo foi confirmada pelo método de Kato-Katz (Katz et al., 1972). No 60° dia pos-
infeccdo, ocorreu sincronizagdo dos estros com administracdo de 5Ul (100 uL) do hormonio
eCG (Gonadotrofina Coribnica Equina) e, ap6s 48 horas, injecdo de 5Ul (100 pL) de hCG
(Gonadotrofina Coriénica Humana). As fémeas foram acasaladas individualmente e foi
observada a formacdo do plug vaginal para confirmacdo do acasalamento. O mesmo
procedimento foi realizado com fémeas n&o infectadas. Filhotes machos foram utilizados para
formacdo dos grupos experimentais e controles. Os camundongos foram fornecidos e
mantidos no biotério do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz,
Recife, Pernambuco, Brasil. Os protocolos do estudo foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fundagio Oswaldo Cruz (n° 70/2014) e estdo de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Grupos de estudo e protocolo de infeccéo dos descendentes

Imediatamente apds o nascimento, os filhotes de mées infectadas pelo S. mansoni ou
ndo infectadas tiveram suas mades trocadas para amamentacdo adotiva. Assim, filhotes de
mées infectadas mamaram nas mées ndo infectadas (M) e filhotes de maes néo infectadas
foram amamentados pelas maes infectadas (Al). Outro grupo de animais nascidos de mées
esquistossomoticas  permaneceu  amamentando  nas  proprias maes  (filhotes
nascidos/amamentados em fémeas infectadas (MIAI). Para o grupo controle foram utilizados
animais nascidos/amamentados em mées ndo infectadas (CONTROLE). Os filhotes machos
(n=7), com seis semanas de idade, foram infectados com 80 cercérias da cepa BH de S.

mansoni e no 45° dia de infecgdo, houve a confirmacdo da infecgdo pelo método de Kato-
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Katz.

Cultura celular

Foram retirados os bagos dos descendentes (60 dias pos-infeccdo), nos diferentes
grupos, apos eutanasia por deslocamento cervical. Suspensdes de células esplénicas foram
obtidas assepticamente em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich® Chemical) suplementado com
HEPES (10 mM), 2-mercaptoetanol (0,05 mM), 216 mg de L-glutamina, gentamicina (50
mg/L) e 5% de Soro Bovino Fetal - SBF (Sigma-Aldrich® Chemical). As células de cada
grupo (n=7) foram cultivadas numa concentracdo final de 5x10° (24 h) e 12 x 10° (72 h)
células/tubo em tubos de 8 mL e estimuladas com SWAP (12,5 ng/mL) ou Concanavalina A
(Con-A) (5 ng/mL) a 37°C em estufa de CO2 5%. Os sobrenadantes foram coletados apds 24
ou 72h e imediatamente congelados (-20°C) para posterior analise da producéo de IL-4 e IL-5
(24 h), IFN-y, IL-10, TGF-B ¢ NO (72 h). As células cultivadas por 24 h foram recuperadas e
marcadas para deteccao de células CD4+FoxP3+, CD16/32+NOS-2+, CD14+IL-10+.

Dosagem de Citocinas e Oxido Nitrico

Os niveis das citocinas foram determinados por ELISA sanduiche utilizando os
seguintes anticorpos monoclonais: para IL-4, 11B11 e BVD6-24G2 biotinilado; IL-5, 39D10
e 5A10 biotinilado; para IL-10, C252-2A5 e SXC-1 biotinilado; para IFN-y, AN18 e XGM1.2
biotinilado; e para TGF-f 6L8/1 e 7B8/1 biotinilado. Ocorreu adicdo de estreptoavidina-
peroxidase (Sigma-Aldrich® Chemical) e as reagdes foram reveladas com solugdo ABTS (2-
2’-azinobis (3-ethylbenzene-thiazoline-6-sulfonic acid); Sigma) em tampéo citrato 0,1M com
H.0,. A dosagem de TGF-B foi realizada através de kit (Invitrogen™) e foi feita a ativacdo
do TGF-pB de acordo com as especificaces do fabricante. As placas foram lidas (405 nm) no
leitor de ELISA. As quantidades de citocinas nos sobrenadantes foram calculadas com base
nas curvas-padroes dos recombinantes purificados das citocinas (riL-4, rIFN-y, rIL-5, rIL-10
ou rTGF-B), com limites de deteccdo de 0,076 ng/mL para IL-4, 0,15 ng/mL para IL-5, 0,61
ng/mL para IFN-y, 0,31 ng/mL para IL-10, 62,5 pg/mL para TGF-p.

Como medida da producdo de Oxido Nitrico, foi realizada a dosagem de nitrito no
sobrenadante de cultura celular pela reacdo com o reagente de Griess, (GREEN et al., 1982).
A leitura foi realizada em absorbancia de 550 nm, em leitor de ELISA com limite de detecgéo
de 1,56 puM/mL.
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Marcacéo celular

As células esplénicas dos descendentes de todos os grupos foram submetidas a dupla-
marcagdo com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos, especificos para presenca
de células CD4+FoxP3+, CD16/32+NOS-2+, CD14+IL-10+. As células foram ajustadas para
uma concentracdo de 1x108 células/mL com PBS+SBF 5% estéril e as marcacdes foram
realizadas aos pares com adi¢do de 1uL dos anticorpos de marcagdo: FoxP3 (PE-Cy-5), CD4
(FITC), CD16/32 (FITC) e NOS-2 (APC), CD14 (FITC) e IL-10 (PE). A aquisicdo das
células duplamente marcadas e a andlise dos dados foram realizadas em citdmetro de fluxo
BD FACSCalibur (BD Pharmingen®, San Diego, CA, USA) do CPgAM/FIOCRUZ. Os
resultados foram expressos pela média dos percentuais de células duplo-marcadas obtidos no

pool dos bacos de todos os animais em cada grupo.

Estudo histomorfométrico do tecido hepético

No 60° dia pds-infecgdo, os animais de todos os grupos tiveram os figados coletados
apos anestesia e eutanasia, e foram fixados em formalina tamponada a 10%. Trés fragmentos
do figado em corte transversal de trés I6bulos distintos foram recolhidos a partir de cada
animal. Os cortes histologicos (4 pum) foram obtidos em micrdtomo horizontal Yamato
(Japan) e as laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e Tricrdmio de Masson
(TM; seletivo para colageno) para estudo morfométrico. O estudo foi realizado utilizando
ImageJ Software (National Institutes of Health, Bethesda, MD) para medir o didmetro medio
(micrébmetro - pm) de granulomas, com posterior calculo da area (um?), e intensidade da
coloracdo azul (especifico para colageno) em histograma. As andlises foram realizadas em
imagens obtidas aleatoriamente em 10-20 campos/animal (100x). O estudo histomorfométrico

foi realizado em sete animais/grupo.

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados através da comparacdo entre os diferentes grupos de
animais utilizando-se uma analise de variancia para dados paramétricos (ANOVA), seguida
pela comparacdo multipla segundo o método de Tukey. Para os dados ndo paramétricos foi

utilizado o método de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdo maultipla de Dunn. O
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programa utilizado para a obtencdo dos célculos estatisticos foi o GraphPad Prism 5.00
(GraphPad Software®, San Diego, CA, USA) e foram considerados significativos valores de
p< 0.05. Todos os procedimentos foram repetidos trés vezes para avaliar a reprodutibilidade

dos resultados e foi apresentado um estudo representativo dos trés estudos independentes.

RESULTADOS

Animais nascidos e amamentados em maes infectadas apresentaram reducdo do

namero e tamanho dos granulomas hepaticos

Para verificar a intensidade da infeccdo e da reacdo granulomatosa nos animais
gerados (M) ou que receberam leite de mées infectadas (Al), a contagem de ovos nas fezes e
a analise histomorfométrica do tecido hepatico foi realizada 60 dias pds-infec¢do. As anélises
também foram realizadas nos animais nascidos/amamentados em méaes infectadas (MIAI) ou
ndo infectadas (CONTROLE) (TABELA 1; APENDICE A). Desta forma, observou-se que
ndo houve diferenca na contagem de ovos entre 0s grupos estudados. Entretanto, o grupo
MIAI possui, significativamente menor ndmero e tamanho granulomas, com semelhante
quantidade de colageno, em relacdo ao grupo Controle. O grupo MI apresentou mais e
maiores granulomas, quando comparado ao grupo MIAI. O tamanho do granuloma no grupo

Al foi maior em relacdo ao grupo MIAL.
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Tabela 1. Nimero de ovos por grama de fezes, nimero e tamanho de granulomas e fibrose
hepatica em camundongos infectados por S. mansoni nascidos e/ou amamentados em mées
esquistossomoticas

Kato-Katz Ndmero de granulomas Tamanho do
Grupos?® (0pg)” hepaticos® granuloma® Colageno (TM)®
HE ™ (TM)
Controle 80+ 13,86 4,56 + 0,44 4,05+ 0,15 97769 + 6284 136,6 + 3,78
MI 100 + 27,68 4,75+ 0,22 4,15 +0,23" 101688 + 569" 1434+ 1,86
Al 119,2 + 30,39 3,10+ 0,15 2,97 +0,28 94579 + 6255 138,7 +2,85
MIAI 96 +9,79 2,12 +0,25" 2,87 +0,16" 70015 + 3645" 146,3 + 2,49

a- Camundongos Swiss Webster infectados com 80 cercarias de S. mansoni dos grupos Nascido (Ml),
amamentados (Al) e nascidos/amamentados (MIAI) em maes infectadas. Sessenta dias pds-infeccdo, os figados
foram submetidos a morfometria. O figado de camundongos nascidos e amamentados em mées ndo infectadas
(Controle) foram analisados nas mesmas condicdes [coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e tricromio de
Masson (TM)]; b - mediana + erro padrao (SE) do nimero de ovos por grama de fezes (OPG). A analise foi
realizada 48 dias apds a infeccdo; ¢ - mediana + SE de nimero de granulomas hepéaticos por campo; d - mediana
+ SE do tamanho (area de sec¢do) de granulomas hepéaticos em pum2. Analise de 10 granulomas por animal (n =
7), num total de 70 granulomas/grupo; e- Colageno: mediana £ SE da proporg¢do de colageno obtido a partir do
software Imagel®; # p<0,05 em comparagdo com o grupo de Controle; * p<0,05 em comparagdo com 0 grupo
MIAL, através do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdo multipla de Dunn.

Avaliacdo de macrofagos produtores de NO e IL-10 em descendentes de maes
esquistossomadticas, quando infectados na vida adulta.

A avaliacdo de macrofagos produtores de NO e IL-10 foi realizada pela marcacgédo de
células CD16/CD32+/NOS-2+ e CD14+/IL-10+, respectivamente, frente ao estimulo com
SWAP ou Con A. A andlise da frequéncia destas células em cultura sem estimulo também foi
realizada (basal).

Ao analisar as células CD16/CD32+ expressando NOS-2, quando cultivadas sem
estimulo (Figura 1A), a frequéncia foi trés vezes maior destas células nos grupos de animais
Al e MI em relagéo ao grupo CONTROLE e o grupo MIAI (Al = 6,0%, MIAI = 2,7%, MI =
6,0%, CONTROLE = 1,8%). Para as celulas dos grupos experimentais estimuladas com
SWAP, ndo houve diferenca na frequéncia destas células em comparacdo ao grupo
CONTROLE (Al = 4,5%, MIAI = 3,8%, MI = 55%, CONTROLE = 2,9%). Sob estimulo
com mitogeno, ndo houve significancia na frequéncia das células CD16/CD32+/NOS-2+ dos
grupos experimentais em comparacdo ao grupo controle (Al = 9,8%, MIAI = 8,3%, MI =
10,2%, CONTROLE = 10,0%).

A frequéncia de células CD14+/IL-10+ nos descendentes adultos ndo apresentou
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diferenca entre os grupos frente aos diferentes estimulos (FIGURA 1B).
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Figura 1. Células esplénicas cultivadas no intervalo de 24 h expressando (A) CD16/32+NOS-2+; (B) CD14+IL-
10+. Camundongos Swiss webster infectados (80 cercérias) nascidos de mées infectadas (MI), amamentados em
mées infectadas (Al), nascidos e amamentados em mées infectadas (MIAI), com sete semanas de vida, tiveram
os esplendcitos cultivados em diferentes condi¢Ges: Auséncia (BASAL), presenca do SWAP (12,5 ug/mL) ou de
Concanavalina A (MITOGENO) (5 pg/mL). As células foram marcadas com anticorpos conjugados a
substancias fluorescentes e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados representam a média da frequéncia
de células esplénicas duplo-marcadas para sete animais/grupo. Os resultados apresentados sdo de um estudo
representativo dos trés estudos independentes. *p<0,05 comparado com o grupo CONTROLE.

Frequéncia de células CD4+/Foxp3+ em descendentes de mées esquistossomaticas,

guando infectados na vida adulta

Foi realizada a marcacdo de células que expressavam as moléculas CD4 e FoxP3 e
analisadas por citometria de fluxo nos diferentes grupos de estudo. Na Figura 2, em relacéo ao
grupo CONTROLE, observou-se uma frequéncia basal semelhante entre 0s grupos
experimentais (Al = 0,3%, MIAI = 0,4%, MI = 0,4%, CONTROLE = 0,4%). O mesmo foi
verificado para o estimulo com SWAP (Al = 0,4%; MIAI = 0,4%, MI = 0,4%; CONTROLE =
0,3%), porém para o estimulo com ConA houve estatisticamente maior frequéncia destas
células para o grupo MIAI, cerca de duas vezes a mais comparada ao CONTROLE (Al =
0,5%; MIAI = 0,8%; MI = 0,4%; CONTROLE = 0,4%) (FIGURA 2).
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Figura 2. Células esplénicas cultivadas no intervalo de 24 h expressando CD4+FoxP3+. Camundongos Swiss
webster infectados (80 cercarias) nascidos de maées infectadas (MI), amamentados em mdes infectadas (Al),
nascidos e amamentados em mades infectadas (MIAI), com sete semanas de vida, tiveram os esplendcitos
cultivados em diferentes condi¢es: Auséncia (BASAL), presenga do SWAP (12,5 pg/mL) ou presenca de
Concanavalina A (MITOGENO) (5 pg/mL). As células foram marcadas com anticorpos conjugados a
substancias fluorescentes e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados representam a média da frequéncia
de células esplénicas duplo-marcadas para sete animais/grupo. Os resultados apresentados sdo de um estudo
representativo dos trés estudos independentes. *p<0,05 comparado com o grupo CONTROLE.

Producdo de citocinas e Oxido nitrico por cultura de células esplénicas dos

descendentes de maes esquistossomoticas quando adultos infectados

A producéo basal de IL-4 entre os grupos experimentais e o grupo CONTROLE foi
semelhante, bem como em resposta ao estimulo antigénico SWAP. Do contrario, para 0
estimulo com mitégeno, houve menor producdo desta citocina no grupo MI em comparacgédo
ao grupo CONTROLE e os demais grupos experimentais (FIGURA 3A).

Com relagdo a IL-5, houve estatisticamente menor producdo basal no grupo Al e
maior no grupo MI, em comparagdo ao grupo CONTROLE. Contudo, comparando a
producdo desta citocina entre 0os grupos experimentais, foi visto que os grupos Al e MIAI
tiveram menor producdo em relagdo ao grupo MI. Para o estimulo com SWAP, os diferentes
grupos experimentais ndo apresentaram diferenca em relacdo ao grupo CONTROLE, porém
foi observada uma producdo diminuida nos animais dos grupos Al e MIAI, em relacdo ao
grupo MI. Os diferentes grupos, quando estimulados em cultura com o mitégeno ConA, nédo
apresentaram diferenca em relacdo ao grupo Controle (Figura 3B).

Com relagéo a producao de IL-10 (FIGURA 3C), foi observado que os grupos MIAI e
MI apresentaram niveis basais aumentados quando comparados com o grupo CONTROLE. O

grupo Al apresentou nivel basal semelhante ao grupo Controle, porém em relagdo ao grupo
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M, a producdo de IL-10 mostrou-se diminuida. O estimulo em cultura com o SWAP levou a
producdo diminuida de IL-10 pelas células do grupo Al, porém aumentou a produgdo no
grupo MIAI, em relacdo ao grupo CONTROLE. O mesmo foi observado quando a
comparacdo foi feita em relacdo ao grupo MI. Sob estimulo com ConA nao foi verificada
diferenca entre os grupos de estudo.

Quando avaliada a dosagem de IFN-y (Figura 3D), houve menor producdo basal nos
grupos Al e MIAI em relacéo aos grupos CONTROLE e MI. Na presenca do SWAP, todos 0s
grupos tiveram niveis menores do que o grupo CONTROLE. O cultivo das células com
estimulo da ConA levou a niveis diminuidos, em relagdo ao Controle, no grupo de MIAL.

Ao nivel basal, a producdo de TGF-p nos grupos MIAI e MI foi menor quando
comparado aos grupos CONTROLE e Al (FIGURA 3E). Quando a cultura foi estimulada
com o SWAP houve um aumento da producdo desta citocina por todos 0s grupos
experimentais, em relacdo ao Controle. Contudo, em maior nivel para o grupo Al. Quando a
cultura foi estimulada com o mitégeno, houve aumento da producdo desta citocina por todos
0S grupos experimentais, em relacdo ao CONTROLE.

A dosagem de NO (FIGURA 3F) no sobrenadante de cultura de células esplénicas
mostrou que, ao nivel basal, o grupo MIAI tiveram producdo diminuida desta molécula em
comparacao ao grupo CONTROLE. O grupo MI produziu niveis elevados quando comparado
com os grupos CONTROLE, Al e MIAI. Quando estimuladas com SWAP, o MIAI produziu
menos NO em relacdo ao CONTROLE e o grupo MI produziu mais NO, em relacdo apenas
ao grupo Al. Quando estimuladas com ConA, as células dos diferentes grupos experimentais

néo apresentaram diferenca em relacdo ao grupo CONTROLE.
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Figura 3. IL-4 (A), IL-5 (B), IL-10 (C), IFN-y (D), TGF-B (E) e NO (F) secretados por esplendcitos.
Camundongos Swiss webster infectados (80 cercérias) nascidos de mées infectadas (M), amamentados em méaes
infectadas (Al), nascidos e amamentados em mdes infectadas (MIAI), com sete semanas de vida, tiveram os
esplendcitos cultivados por 24 h para dosagem de IL-4 e IL-5 e 72 h para dosagem das demais citocinas e NO
em diferentes condigdes: Auséncia (BASAL), presenca do SWAP (12,5 ug/mL) ou presenca de Concanavalina
A (MITOGENO) (5 pg/mL). As citocinas foram quantificadas nos sobrenadantes da cultura celular por ELISA
sanduiche e 0 NO pelo método de Griess. Os resultados representam a média + desvio padrdo para sete
animais/grupo. O limite de deteccdo foi de 0,076 ng/mL para IL-4, 0,15 ng/mL para IL-5, 0,61 ng/mL para IFN-
v, 0,31 ng/mL para IL-10, 62,5 pg/mL para TGF-b e de 1,56 pM/mL para NO. Os resultados apresentados sdo
de um estudo representativo dos trés estudos independentes. *p<0,05 comparado com o grupo CONTROLE. #p
<0,05 comparado aos demais grupos experimentais.

DISCUSSAO

Neste estudo de infeccdo experimental pelo S. mansoni, como esperado, houve
evolucdo para formagdo de granuloma no figado (animais CONTROLE), acompanhado de
mais macrofagos produtores de 1L-10, do que produtores de NO. Apesar de ndo poder afirmar

serem M1 e M2, devido a necessidade de multiplos marcadores, acreditamos ser esta relacdo



47

marcadora da fase crénica (WILSON et al., 2007; GORDON; MARTINEZ, 2010). Assim
como, a producao de citocinas que mostra um perfil misto Thl (IFN-y;NO) e Th2 (IL-4;IL-5),
porém na presenca de IL-10, TGF-B e células FoxP3+ (SOUZA et al., 2011; BARSOUM et
al., 2013). Embora, tenhamos utilizado reestimulo in vitro com SWAP por compartilhar de
antigenos larvarios que sdo candidatos ao estudo de vacinacdo (GABER et al., 2010), estes
achados podem ser devido a ambos os efeitos imunomodulatérios in vivo de antigenos do
verme GUSTAVSON et al., 2002; CARDOSO et al., 2010) e dos ovos (McKEE; PEARCE,
2004; TAYLOR et al., 2006; ZHOU et al., 2015).

E sabido que & infeccdo materna pode modular negativamente o grau de competéncia
imune dos descendentes, frente as infec¢bes pds-natais (ATTALLAH et al., 2006; OTHMAN
et al., 2010; SANTOS et al., 2010; 2016). Corroborando estes dados, descendentes nascidos e
amamentados em mées infectadas por S. mansoni apresentaram uma reacdo granulomatosa
diminuida através de menor nimero e tamanho de granulomas, menor producdo de citocinas
IFN-y e 6xido nitrico e maiores niveis de citocina e células de fenotipo regulatério. Contudo,
esta dindmica da resposta imune foi alterada em animais infectados que foram apenas gerados
ou amamentados em maes esquistossomaticas.

Os animais que tiveram apenas 0 contato prévio in utero com componentes
parasitarios e/ou anticorpos (Ml), apresentaram o numero e o tamanho de granulomas
hepaticos maiores que 0s animais nascidos/amamentados (MIAI). De fato, descendentes
apenas gerados em maes esquistossomoticas tiveram modulados positivamente a reacao
granulomatosa (SANTOS et al., 2016). Aqui, este achado foi corroborado pelo aumento de
macrofagos com NO sintetase e da producdo NO e IL-5, basal e em resposta ao SWAP, nestes
descendentes. Estas duas moléculas estdo envolvidas na arquitetura celular do granuloma, na
fase inicial o NO que é pré-inflamatorio levando a injuria tissular, seguido do influxo de
eosindfilos, IL-5 dependente.

A presenca aumentada de IL-10 e TGF-f, acompanhada de menos IL-4 e IFN-y, pode
explicar a exacerbacdo parcial da reacdo granulomatosa (sem significAncia em relagdo ao
grupo controle), no grupo MI. O microambiente uterino é de carater supressor, rico em 1L-10
e TGF-B, que promove um perfil Th2/Treg durante a gestagdo (MICHELON et al., 2006;
SVENSSON et al., 2014). Na esquistossomose esta caracteristica parece ser amplificada, visto
que animais que tiveram o contato in utero apresentaram niveis de IL-10 superiores aos
animais nascidos e amamentados em mées ndo infectadas e aos animais apenas amamentados

em maes infectadas (SANTOS et al., 2010; 2014). Embora estes animais tenham uma maior
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reacdo granulomatosa em relacdo ao grupo MIAI, a producdo de citocinas regulatérias podem
levar a sobrevida destes animais.

Em relacdo ao contato prévio com o leite de mées esquistossomaticas, € sabido do seu
potencial em alterar o grau de competéncia imune dos seus descendentes devido a presenca de
antigenos parasitarios ou de anticorpos antiparasito e citocinas modulatérias (LENZI et al.,
1987; COLLEY et al.,, 1999; BLEWETT et al., 2008; BHARGAVA et al., 2012). Aqui,
animais apenas amamentados em maes esquistossomaticas apresentaram um maior numero de
macrofagos com NO sintetase, em relacdo ao grupo CONTROLE, com maior tamanho da
reacdo granulomatosa em relacdo aos animais MIAI. Apesar disto, nos animais do grupo Al
ndo houve producéo elevada de NO, IL-4 ou IL-5 e houve producdo reduzida de IFN-y. Estes
dados sugerem um controle nos mediadores da resposta granulomatosa nestes descendentes,
que parece ser TGF-B, mas nao IL-10, dependente. De fato, a producéo basal de TGF-p nestes
animais é acompanhada de menos IL-5 e IFN-y. Além disso, a amamentacdo em maes
esquistossomoticas foi a condicdo que melhor induziu a producdo de TGF-p em resposta ao
SWAP.

Em conjunto, € possivel inferir que a amamentacdo possui um efeito modulador capaz
de controlar a resposta imune frente a reacdo granulomatosa. Este efeito foi melhor observado
nos animais gerados, mas que em seguida receberam o leite de maes infectadas, o grupo
MIALI. Neste grupo, a diminuicdo do tamanho e numero do granuloma foi evidente e houve
maior sintese de IL-10, TGF-B ¢ a presenca de células CD4+/FoxP3+. Este fendmeno também
foi encontrado por Santos et al. (2016) nos animais MIAI, porém ndo foi observada presenca
de células CD4+/FoxP3+. Estes autores interviram com imunizacdo com antigeno proteico em
adjuvante completo de Freund, que contém o muramil dipeptideo que quando ligado as
moléculas de reconhecimento padrdo associados a patdégenos (PRRs) em APCs induzem
cascata de sinais resultando na ativacdo de APCs e promovendo uma resposta imune efetora
otimizada (KENSIL et al., 2004; GUY, 2007), em detrimento a contrarregulacao das Tregs.

Os dados indicam que o aumento da IL-10 e TGF-B nos animais MIAIL sdo
respectivamente dependentes da gestacdo e da amamentacdo e trazem a tona um efeito
epigenético nos descendentes de mdes esquistossomaticas. Sabendo que marcadores
epigenéticos podem ser remodelados durante o periodo de desenvolvimento (ATTIG et al.,
2010; FALL 2013), estudos serdo realizados a fim de obter informacgdes sobre potenciais
alvos terapéuticos, para melhoramento da resposta imune de individuos que tiveram contato
prévio com antigenos parasitarios durante a amamentacéo e/ou in utero.

Em conclusdo, a gestacdo seguida pela amamentacdo em maes infectadas € mais
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eficiente em controlar a reagdo granulomatosa nos descendentes. Apenas a amamentagéo foi
capaz de prejudicar as respostas Thl e Th2, com altos niveis de TGF-B, de maneira que
células Treg parecem desempenhar um papel crucial neste fendbmeno. Estes achados auxiliam
no esclarecimento dos efeitos da infecgcdo esquistossomotica materna sob a imunomodulagéo
da reacdo granulomatosa em individuos de &reas endémicas. Além disso, ressaltam o uso de
antigenos parasitarios como ferramentas imunomodulatorias, no inicio da vida, junto com a

amamentacao na modulacédo de respostas inflamatdrias cronicas.
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6 CONCLUSOES

A gestacdo seguida da amamentacdo foi capaz de modular negativamente a reagdo
granulotamosa, atraves de numero e tamanho de granulomas hepaticos reduzidos, néo
havendo diferenca na deposicao de colageno.

A gestacdo causou aumento dos niveis de IL-5 e IL-10 e a amamentacdo levou ao
aumento de TGF-B, com diminuig¢do de IL-5 e IFN-y. Os niveis de IL-4 ndo sofreram
alteracdes.

A gestacdo provocou maior producdo de 6xido nitrico e a amamentacdo uma diminuicao
nos niveis desta molécula.

A gestagdo seguida da amamentacdo gerou nos descendentes niveis elevados de células
CD4+FoxP3+. A gestacdo e a amamentacdo, separadamente, levaram ao aumento de
células CD16/CD32+N0OS-2+. A frequéncia de células CD14+/1L-10+ foi mantida.
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APENDICE A

Gréficos utilizados na construcdo da Tabela 1. que demonstra o ndimero e tamanho de
granulomas e fibrose hepatica desenvolvida em camundongos infectados por S. mansoni (80
cercarias) nascidos de maes infectadas (MI), amamentados em maes infectadas (Al) e
nascidos e amamentados em maes infectadas (MIAL).
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ABSTRACT

Maternal infections by Schistosoma mansoni modulate adult offspring immunity in postnatal
infections. Here, was evaluated separately the effect of breastfeeding and pregnancy in this
phenomenon by the degree of hepatic fibrosis, the production of Thl, Th2 and regulatory
cytokines, the expression of macrophages producing NO and IL-10, and regulatory T
lymphocytes in adult offspring from schistosomotic mothers when subjected to post-natal
infection.Swiss webster females were subjected to infection with S. mansoni (20 cercariae),
synchronization of estrus and mating. After birth, adoptive breastfeeding was held in which
offspring of infected mothers breastfed in uninfected mothers (BIM) and offspring of
uninfected mothers were breastfed by infected mothers (SIM). Another group of animals born
in schistosomotic mothers breastfeeding remained in their mothers (BSIM). To control group
was used animals born and breastfed in uninfected mothers. Male offsprings were infected
when adults (80 cercariae) and 60 days post-infection animals splenocytes were cultured with
medium alone or added with SWAP (12.5 pg/ml) and ConA (5 pg/ml). After 24 h and 72 h
the supernatants were assayed for IL-4; IL-5; IL-10; INF-y; TGF-B; NO and the cells used for
immunophenotyping with monoclonal antibodies bound to fluorochromes for CD4+FoxP3+,
CD16/CD32+NOS2+, CD14+IL-10+. The liver tissue were subjected to histomorphometry.
Compared to control, the BIM group showed increased frequency of CD16/CD32+NOS2+,
increased production of NO, IL-5 and IL-10, a reduction of IFN-y and compared to BSIM
group, the greater number and size of granulomas. The SIM group compared control, had a
higher frequency of CD16/CD32+N0OS2+, higher TGF-f levels, less IL-5, NO and IFN-y.
Regarding BSIM, greater granuloma size. The BSIM group showed smaller number and size
of granulomas with lower production of IFN-y and NO, increased IL-10 and TGF-p, as well
as higher frequency of CD4+/FoxP3+ cells. There was no difference in the levels of
CD14+/IL-10+ cells. In conclusion, gestation followed by breastfeeding in schistosomotic
mothers provided a reduction in granulomatous reaction, and besides the production of IL-10
(dependent on gestation) and TGF- (dependent breast feeding) T cells with regulatory
phenotype are required to this phenomenon.

Keywords: Granuloma. Immunomodulation. Maternal-fetal relation. Mice. Schistosomiasis.
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Introduction

Schistosomiasis is endemic in 78 countries and it is estimated and at least 261 million
people are infected worldwide (WHO, 2015). Granulomas rich in machophages and
eosinophils induced by eggs retained especially in liver tissue, characterized infection. At this
stage, there is a predominance of Th2 response with increased levels of IL-4, IL-5, IL-13 that
negatively regulates Thl response induced by adult worms (PEARCE et al., 1991; BURKE et
al., 2009; FAIRFAX et al., 2012). This response is also associated with the stimulation of
regulatory T cells (Tregs) and IL-10, which controls the granulomatous reaction around the
eggs in the host (MCKEE; PEARCE 2004; TAYLOR et al., 2006).

Despite the induction of granulomatous response, severe cases are less frequent in
endemic areas (CALDAS et al., 2008) and this phenomenon has been attributed to maternal
schistosome infection that seems to negatively modulate postnatal infections. Attallah et al.
(2006) reported a reduction in granulomatous reactions in animals born and breastfed in
massively infected mothers and Othman et al. (2010) corroborate these findings and showed
increased gene expression of IL-12 and TGF-.

The study of the effect of milk from infected mothers and gestation separately showed
that breastfeeding enhances antibody production, IL-2 and improves the ability to activate B
lymphocyte and T lymphocyte under antigenic activation (COLLEY et al., 1999; SANTOS et
al., 2010; SALES et al., 2012). However, breastfeeding predisposed to higher frequency of
regulatory T cells (CD4+CD25+FoxP3+) and suppressed the inflammatory response in a
model of allergic asthma (SALES et al., 2012; SANTOS et.al., 2014; SANTOS et al., 2016;).
This data highlights the dichotomous character of milk from schistosomotic mothers.

Regarding pregnancy in schistosomotic mothers, the gestational suppressor
microenvironment (BLOIS et al., 2004; SVENSSON et al., 2011) is amplified by the intrinsic
property of the egg and adult worms in inducing IL-10 production by dendritic cells (DCs)
and B lymphocytes. (THOMAS; HARN 2004; AMU et al., 2010). Together, pregnancy in
infected mothers seems to promote IL-10 and a suppressor status that is maintained long term,
since in offspring was generated only high production of 1L-10, and decreases the stimulatory
capacity of antigen presenting cells (APCs).

Among the mechanisms of cellular immune response, there is the action of
macrophages. Upon activation status, macrophages presents in two subpopulations: the first,
has a high capacity for antigen presentation and high production of NO involved in Thl

immune response, and the second subpopulation of macrophages in stimulated in the presence
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of IL-4, having higher production of IL-10 (BARRIE et al., 2012; GORDON; MARTINEZ,
2010; SICA; MANTOVANI, 2012). These cells promotes extracellular matrix remodeling,
tissue repair, angiogenesis, immunoregulatory and anti-inflammatory activity. In
schistosomiasis, nitric oxide synthase-2, IFN-y and IL-12 has been associated with increases
in severity of immunopathology in mice deficient in IL-4 (La FLAMME et al., 2001;
RUTIZKY et al., 2001; HERBERT et al., 2010). Furthermore, during S. mansoni infection
occurs the activation of Treg cells producing IL-10 and TGF-B. These cells are generated to
regulate/modulate Thl and Th2 responses and reduce pathology in schistosomiasis, ensuring
the survival of the host as the infection takes a chronic curse (MCKEE; PEARCE 2004;
TAYLOR et al., 2006). Amu et al. (2010) demonstrated that in mice infected only with male
worms of S. mansoni was recruitment of Treg cells to the lung and consequent suppression of
anti-OA allergic response. Cardoso et al. (2010) have shown that when mice were immunized
with Sm 22.6, Sm 29 and PIIl (derived antigen adult worm) antigens it was observed a
reduction in the number of inflammatory cells, eosinophils and IgE anti-OA in infected and
asthmatic animals. Furthermore, the levels of Th2 cytokines in these animals were decreased
with increase in IL-10 levels and increased frequency of Treg cells. In fact, it has been
observed that animals immunized with macrophages pulsed with PIIl showed less
granulomatous reaction associated with a decrease in cell-mediated immune response
(GUSTAVSON et al., 2002).

Based on the exposed, it was evaluated in adult mice born and/or breastfeeding in
schistosomotic mothers when subjected to post-natal infection the number and size of hepatic
granulomas, deposition of collagen, the level of Thl cytokines (IFN-y), Th2 (IL-4 and IL-5)
and regulatory (TGF-p and IL-10) and NO, as well as the frequency of macrophage producing
NO and IL-10 and the presence of Treg cells. Thus, it was observed that the breastfeeding
after pregnancy in schistosomotic mothers is more efficient in controlling the granulomatous
reaction. Breastfeeding only was able to affect the Th1 and Th2 responses, with high levels of

TGF-B, so that Treg cells appear to play a crucial role in this phenomenon.

Materials and Methods

Animals and Schistosoma mansoni infection - Swiss webster four-week-old female
mice were infected, subcutaneously, with 20 S. mansoni cercarie, Belo Horizonte (BH) strain.
On the 45™ day the infection was cofirmed by Kato-Katz method (Katz et al., 1972). On the

60" day post-infection, estruses were synchronized by administration of 5 Ul (100 uL) of
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eCG (equine chorionic gonadotrophin) hormone plus, after 48 h, injection of an additional
5Ul (100 uL) of hCG (human chorionic gonadotrophin). The females were caged with male
mice at a 1:1 ratio and successful mating was checked by presence of a vaginal plug. The
same procedure was performed in non-infected females. Offspring males were taken for the
experimental and control groups. The mice were housed in the animal care facility at the

Aggeu Magalhées Research Center, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, PE, Brazil.

Infection protocol and study groups - Immediately after birth, the newborns from S.
mansoni-infected or non-infected mothers were housed in cages with interchanged mothers.
After adoptive breastfeeding, offspring mice born from infected mothers (BIM) were suckled
by non-infected mothers and offspring of non-infected mothers were suckled by infected
mothers (SIM). Another group of animals was born and suckled by schistosomotic mothers
(BSIM). Animals bornd from non-infected females were also suckled by their own mothers
(CONTROL).

Six-week-old male offspring were infected with 80 S. mansoni cercarie, BH strain

(confirmed by Kato-Katz method).

Cell Culture - 60 days after infection, the spleen of each animal was harvested after
euthanasia by cervical dislocation. Cell suspensions were prepared in RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) supplemented with HEPES (10 mM), 2-mercaptoethanol (0.05 mM), 216 mg of L-
glutamine/l, gentamicin (50 mg/l) and 5% of fetal bovine serum (Sigma-Aldrich). The spleen
cells from each group (n=7) were cultivated at a final concentration of 5x10° (24 h) or 12x10°
(72 h) cells/tube in 8 mL culture tubes and subsequently stimulated with SWAP (12,5 pug/ml)
or concanavalin A (Con-A) (5 pug/ml) at 37°C in 5% CO». Supernatants were harvested after
24 or 72 h and assayed for cytokine content: IL-4 and IL-5 (24 h), IFN-y, IL-10, TGF-p and
NO (72 h). Cells cultured for 24 h were collected and labeled for CD4 and FoxP3,
CD16/CD32 and NOS-2 and CD14 and IL-10 detection.

Cytokine and nitric oxide measurements - The cytokines were measured using specific
two-site sandwich ELISA, using the following monoclonal antibodies: for 1L-4, 11B11 and
biotinylated BVDG6.24G2; for IL-5 39D10 and biotinylated 5A10; for IFN-y, XMG 1.2 and
biotinylated AN18; and for IL-10, C252-2A5 and biotinylated SXC-1 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA). Binding of biotinylated antibodies was detected using a
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streptavidin-peroxidase conjugate (Sigma-Aldrich) and an ABTS (2-2'-azinobis (3-
ethylbenzene-thiazoline-6-sulphonic acid); Sigma) solution in 0.1 M citrate buffer plus H20..
TGF-B assay was performed using Invitrogen™ kit with monoclonal antibodies: 6L.8/1 and
biotinylated 7B8/1 (Invitrogen™). The TGF-B activation was taken according to the
manufacturer's specifications. The plates were read (405 nm) in an automated ELISA reader.
The samples were quantified by comparison with the standard curves of purified recombinant
cytokines (rlL-4, rIFN-y, rIL-5, rIL-10 ou rTGF-), with resulting detection limits of 0,076
ng/mL for IL-4, 0,15 ng/mL for IL-5, 0,61ng/mL for IFN-y, 0,31ng/mL for IL-10 and 62,5
pg/mL for TGF-p.

As a measure of nitric oxide, nitrite assay was performed by Griess reaction (Green et
al., 1982). The plates were read (550 nm) in an automated ELISA reader. The samples were
quantified by comparison with the standard curves with resulting detection limit of 1,56
MM/mL.

Cell labeling - Spleen cells were subjected to double-labeling with fluorochrome-
labeled antibody solutions at a concentration of 0.5 mg/10° cells: FITC anti-mouse CD4 plus
PE-Cy5 anti-mouse FoxP3; FITC anti-mouse CD16/CD32 plus APC anti-mouse NOS-2;
FITC anti-mouse CD14 plus PE anti-mouse IL-10 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA, USA). After staining, the preparations were washed with PBS containing azide (0.1%)
and fetal bovine serum (3%). After centrifugation, the cell pellet was resuspended in PBS
with paraformaldehyde (0.5%) and maintained at 4°C until the moment of data acquisition.
Data acquisition was performed using a flow cytometry (FACSCalibur (BD-Pharmingen, San
Diego, CA, USA) by collecting a minimum of 10.000 events per sample for lymphocytes and
5.000 events per sample for macrophages. The frequency of positive cells was analyzed using
the program Cell Quest Pro and limits for the quadrant markers were always set based on
negative populations and isotype controls. A descriptive analysis of the frequency of cells in
the upper right quadrant (double-positive cells) was performed. The results are expressed as

the mean of the frequency of cells double-labeled from each group.

Histomorphometric study of liver tissue - On the 60" day post-infection, animals from
BIM, SIM, BSIM and CONTROL groups had their livers harvested after anesthesia and
euthanasia, and were fixed in 10% buffered formalin. Three fragments of liver tissue in
transverse sections from three distinct lobes were collected from each animal. Horizontal

histological sections (4um) were cut using a microtome Yamato (Japan) and the slides were
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stained with hematoxylin-eosin (HE) and Masson trichrome (MT; selective for collagen) for
morphometric study. The study was performed using ImageJ Software (National Institutes of
Health, Bethesda, MD) for measuring the average diameter (micrometer - um) of granulomas,
with subsequent calculation of the area (um?), and intensity of blue stain (specific for
collagen) in histograms. Analyses were performed on images randomly obtained in 10-20
fields/animal (100x). The histomorphometric study was performed in seven animals/group.

Statistical analysis - For histomorphometric analysis of liver sections the Kruskal-
Wallis test was used followed by Dunn's multiple comparison test. For cytokine and nitric
oxide analysis and flow cytometric, a one-way analysis of variance followed by Tukey's
method were used. For statistical analysis, we used GraphPad Prism 5.00 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) and all findings were considered significant at p<0.05. All
procedures were repeated three times to evaluate the reproducibility of the results and it was
showed one representative of three independent studies.

Ethics

The animal protocol was approved by the Ethics Commission on Animal Use (CEUA)
of the Oswaldo Cruz Foundation (No 70/2014) and are in accordance with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation
(COBEA).

Results
Animals born and breastfed in infected mothers had reduced number and size of

hepatic granulomas

To check the intensity of infection and granulomatous reaction in animals born (BIM)
and suckled in infected mothers (SIM), the egg count in feces and histomorphometric analysis
of liver tissue was carried out 60 days after infection. Analyses were also conducted in
animals born/suckled in infected mothers (BSIM) ou uninfected (CONTROL) (Table 1,
appendix A). Thus, it was observed that there was no difference in egg counts between
groups. However, the BSIM group has significantly fewer granulomas and size, with a similar
amount of collagen, compared to CONTROL. The BIM group had higher number and size of
granulomas compared to BSIM group. The granuloma size in SIM group was higher

compared to BSIM group.
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Table 1. Number of eggs per gram of feces, number and size of hepatic granulomas and liver
fibrosis in infected mice born and/or suckled in schistosomotic mothers.

Size of hepatic

Groups® Kaéo-l;gtz Number of hepatic granulomas® granuloma’ Collagen (MT)®
PY HE MT (MT)
Control 80 + 13,86 4,56 + 0,44 4,05+ 0,15 97769 + 6284 136,6 + 3,78
BIM 100 + 27,68 4,75+0,22" 4,15+0,23" 101688 + 569" 143,4+ 1,86
SIM 119,2 + 30,39 3,10+ 0,15 2,97 £0,28 94579 + 6255 138,7 +2,85
BSIM 96 + 9,79 2,12 +0,25" 2,87 £0,16" 70015 + 3645* 146,3 + 2,49

a: Swiss Webster mice infected with 80 S. mansoni cercarie, BIM, SIM or BSIM from S. mansoni infected
mothers. 60 days post-infection had their liver subjected to morphometric study. Born and suckled mice from
uninfected mothers (control) were also analyzed under the same conditions [haematoxylin-eosin (H&E) and
Masson's trichrome (MT) stains]; b: median * standard error (SE) of number of the eggs per gram (epg) feces.
Analysis was conducted 48 days post-infection; c: median + SE of number of hepatic granulomas per field; d:
median + SE of size (sectional area) of hepatic granulomas in um2. Analysis of 10 granulomas per animal (n = 7)
totaling 70 granulomas/group; e: proportion of collagen obtained from ImageJ® software; # p<0,05 compared
with the control group; * p<0,05 compared with the BSIM group. Using the Kruskal-Wallis test followed by
Dunn's multiple comparison test.

Evaluation of NO and IL-10 producing macrophages of the infected descendants of
schistosomotic mothers as adults

The evaluation of NO and IL-10 producing macrophages was carried out by marking
CD16/CD32+/NOS-2+ and CD14+/IL-10+, respectively, against the challenge with SWAP or
ConA. The analysis of the frequency of these cells in unstimulated culture was also performed
(Basal).

By analyzing the CD16/CD32+ expressing NOS-2 when cultured without stimulation
(Figure 1A), the frequency was three times higher of these cells in BIM and SIM groups in
comparison to CONTROL and BSIM groups (SIM = 6,0%, BSIM = 2,7%, BIM = 6,0%,
CONTROL =1,8%).

For cells of experimental groups stimulated with SWAP, there was no difference in the
frequency of these cells compared with the CONTROL group (SIM = 4,5%, BSIM = 3,8%,
BIM =5,5%, CONTROL = 2,9%). Under stimulation with mitogen, there was no significance
in the frequency of CD16/CD32+NOS-2+ of the experimental groups compared with the
CONTROL group (SIM =9,8%, BSIM = 8,3%, BIM = 10,2%, CONTROL = 10,0%).

The cells frequency expressing CD14+/IL-10+ in the adult offspring showed no

difference between experimental groups and CONTROL group to different stimuli (Figure
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Figure 1. Splenic cells cultured for 24h expressing (A) CD16/32+NOS-2+; (B) CD14+IL-10+. Swiss webster
infected mice (80 cercarie) BIM, SIM or BSIM from S. mansoni infected mothers. 60 days post-infection had
their splenocytes cultured under different conditions: without stimulation (BASAL), presence of SWAP (12,5
pg/mL) or Concanavalin A (MITOGEN) (5 pg/mL). Cells were labeled with antibodies conjugated to
fluorescent substances and analyzed by flow cytometry. The results represents the mean frequency of the dual-
labeled spleen cells (n = 7). The results is one representative study from three independent studies.*p<0,05
compared to CONTROL group.

Cells frequency expressing CD4+/FoxP3+ of infected offspring of schistosomotic

mothers as adults

It was labeled cells that express CD4+ and FoxP3+ and analysed by flow cytometry in
experimental groups. In figure 2, it was observed a similar basal rate between experimental
groups in comparison to CONTROL (SIM = 0,3%, BSIM = 0,4%, BIM = 0,4%, CONTROL
= 0,4%). The same phenomenon was verified with SWAP stimulation (SIM = 0,4%; BSIM =
0,4%, BIM = 0,4%; CONTROL = 0,3%), but with ConA stimulation it was statistically higher
frequency of these cells in BSIM group, two times higher compared to CONTROL group
(SIM =0,5%; BSIM = 0,8%; BIM = 0,4%; CONTROL = 0,4%) (Figure 2).
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Figure 2. Splenic cells cultured for 24h expressing CD4+FoxP3+. Swiss webster infected mice (80 cercarie)
BIM, SIM or BSIM from S. mansoni infected mothers. 60 days post-infection had their splenocytes cultured
under different conditions: without stimulation (BASAL), presence of SWAP (12,5 png/mL) or Concanavalin A
(MITOGEN) (5 png/mL). Cells were labeled with antibodies conjugated to fluorescent substances and analyzed
by flow cytometry. The results represents the mean frequency of the dual-labeled spleen cells (n = 7). The results
is one representative study from three independent studies.*p<0,05 compared to CONTROL group.

Production of cytokines and nitric oxide by cultured splenocytes of the infected

descendants of schistosomotic mothers as adults

The basal production of IL-4 between experimental groups and CONTROL was
similar, as well as in response to SWAP antigenic stimulation. Otherwise, with mitogen
stimulation there was lower production of this cytokine in BIM group in comparison to
CONTROL and the other experimental groups (Figure 3A).

Regarding IL-5 production, was statistically less basal production in SIM group and
higher production in BIM group in comparison to CONTROL. However, comparing this
cytokine production between experimental groups, it was observed that SIM and BSIM
groups had less production in relation to BIM group. The antigenic stimulation with SWAP in
the different experimental groups showed no difference in comparison to CONTROL group,
nevertheless it was observed decreased production in SIM and BSIM group in comparison to
BIM group. The experimental groups, when cultured with ConA showed no difference in
relation to CONTROL group (Figure 3B).

In the BSIM and BIM groups was observed that the basal production of IL-10 (Figure
3C) was higher when compared with CONTROL group. The SIM group showed basal
production similar to CONTROL group, although in relation to BIM group the production
was shown to be decreased. The SWAP stimulation in culture led to decreased production of
IL-10 by SIM group, however, increased the production by BSIM group in comparison to
CONTROL group. The same was observed when the comparison was made with BIM group.
Under ConA stimulation it was not verified difference between groups of study.

When performed the dosage of IFN-y (Figure 3D), there was lower basal production
in SIM and BSIM groups in comparison to CONTROL and BIM groups. In culture with
SWAP all groups had lower levels than the CONTROL group. The ConA stimulation led to
decreased levels in BSIM group compared to CONTROL.

The TGF-B production (Figure E) at basal level was lower in BSIM and BIM groups
when compared to CONTROL and SIM groups. When cultured with SWAP there was an

increase of the production of this cytokine by all experimental groups compared to
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CONTROL group. However, had higher level in SIM group. With mitogen stimulation there

was an increase of the production by all experimental groups in relation to CONTROL group.
The NO dosage (Figure 3F) in spleen cells culture supernatant showed that at basal

production the BSIM group had lower level of this molecule compared to CONTROL group.
The BIM group produced high levels in comparison to CONTROL, SIM and BSIM groups.
Stimulated with SWAP, the culture of BSIM group had less NO produced compared to
CONTROL and the BIM group had more production of NO only when compared to SIM
group. With ConA, the NO production from all experimental groups showed no difference

with CONTROL group.
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Figure 3. IL-4 (A), IL-5 (B), IL-10 (C), IFN-y (D), TGF-p (E) e NO (F) secreted by spleen cells. Swiss webster
infected mice (80 cercarie) BIM, SIM or BSIM from S. mansoni infected mothers. 60 days post-infection had
their splenocytes cultured for 24h to IL-4 and IL-5 production and for 72h to IL-10, IFN-y, TGF-p and NO
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production under different conditions: without stimulation (BASAL), presence of SWAP (12,5 pg/mL) or
Concanavalin A (MITOGEN) (5 ug/mL). Cytokines were quantified in supernatants harvested by sandwich
ELISA. The results represent the mean + standard deviation for 7 animals/group. With resulting detection limits
of 0,076 ng/mL for IL-4, 0,15 ng/mL for IL-5, 0,61 ng/mL for IFN-y, 0,31 ng/mL for IL-10, 62,5 pg/mL for
TGF-b and 1,56 uM/mL for NO. The results aew showing one representative of three independent experiments.
*: p < 0.05 compared with control group. #: p < 0.05 compared with the other experimental groups.

Discussion

In this study of experimental infection with S. mansoni, as expected, there was
evolution to granuloma formation in the liver (CONTROL animals) accompanied with more
IL-10 producing macrophages than NO producing macrophages. Although we can not claim
to be M1 and M2 macrophages due to the need for multiple markers, we believe that this
marks the chronic phase. (WILSON et al., 2007; GORDON; MARTINEZ, 2010). As the
cytokine production profile showing a mixed Th1 (IFN-y;NO) and Th2 (IL-4; IL-5), but in the
presence of IL-10, TGF-B and FoxP3+ cells (SOUZA et al., 2011; BARSOUM et al., 2013).
Although we have used in vitro stimulation with SWAP for sharing larval antigens that are
candidates for vaccination study (GABER et al., 2010), these findings may be due to both
immunomodulatory effects of worms (GUSTAVSON et al., 2002; CARDOSO et al., 2010)
and eggs antigens (McKEE; PEARCE, 2004; TAYLOR et al., 2006; ZHOU et al., 2015) in
vivo.

It is know that maternal infections can negatively modulate the degree of immune
competence of offspring in postnatal infections(ATTALLAH et al., 2006; OTHMAN et al.,
2010; SANTOS et al., 2010; 2016). Corroborating these data offspring born and suckled in
mothers infected with S. mansoni showed a granulomatous reaction decreased by smaller
number and size of granulomas, lower IFN-y and nitric oxide and increased levels of
cytokines and cells with regulatory phenotype. However, the dynamics of the immune
response has changed in infected animals there were only generated or breastfed in
schistosomotic mothers.

Animals that only had previous contact in utero with parasitic components and/or
antibodies (BIM group), presented the number and size of hepatic granulomas larger than
those born and suckled animals (BSIM group). In fact, descendants only born from
schitosomotic mothers were positively modulated the granulomatous reaction (SANTOS et
al., 2016). Here, this findings was confirmed by the increase of NO synthase in macrophages
and the production of NO, IL-5, in basal and in response to SWAP in the BIM group. These
two molecules are involved in cellular architecture of granuloma, at the initial stage NO is

proinflammatory leading to tissue injury, followed by the influx of eosinophils, IL-5
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dependent.

The increased presence of IL-10 and TGF-p accompanied by less IL-4 and IFN-y can
explain the parcial exacerbation of granulomatous reaction (no significance to the CONTROL
group), in the BIM group. The uterine suppressor microenvironment character is rich in 1L-10
and TGF-B, which promotes Th2/Treg during pregnancy (MICHELON et al., 2006;
SVENSSON et al., 2014). In schistosomiasis this characteristic seems to be amplified, since
animals that had contact in utero showed IL-10 levels higher than animals born and suckled in
uninfected mothers (CONTROL) and animals only suckled in infected mothers (SIM)
(SANTOS et al., 2010; 2014). Although the BIM group has a greater granulomatous reaction
than the BSIM group, the production of regulatory cytokines may lead to survival of these
animals.

In relation to the prior contact with schistosomotic mothers milk is known of its
potential to change the degree of immune competence of their offspring because of the
presence of parasite antigens or antibodies antiparasite and modulatory cytokines (LENZI et
al., 1987; COLLEY et al., 1999; BLEWETT et al., 2008; BHARGAVA et al., 2012). Here,
animals only breastfed in schistosomotic mothers have a greater number of producing NO
synthase macrophages in relation to CONTROL group, with larger size of the granulomatous
reaction compared to BSIM group. Nevertheless, the SIM group has increased production of
NO, IL-4 or IL-5 and reduced IFN-y. These data suggest a control in the granulomatous
response mediators of these descendants, that appears to be TGF-f, but not IL-10 dependent.
In fact, the basal production of TGF-B in these animals is accompanied by less IL-5 and IFN-
v. In addition, breastfeeding in schistosomotic mothers was the best condition that induce the
production of TGF-f in response to SWAP.

Together, its possible to infer that breastfeeding has a modulating effect that is able to
control the immune response to granulomatous reaction. This effect was best observed in
animals born and suckled in infected mothers (BSIM group).

In BSIM group the reduction of granuloma size and number was evident and there was
a higher IL-10 synthesis, TGF-B and the presence of CD4+/FoxP3+ cells. This phenomenon
was also observed by Santos et al. (2016) in BSIM group, but was not observed the presence
of CD4+/FoxP3+ cells. These authors intervened with immunization with protein antigen in
complete Freund's adjuvant, which contains muramyl dipeptide that when connected to the
pattern recognition molecules associated with pathogens (PRRs) on APCs induce signal

cascade resulting in APC activation and promoting an immune response effectors optimized
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(KENZIL et al., 2004; GUY, 2007), over the counterregulation of Tregs.

This data indicate an increase of IL-10 and TGF-p in BSIM group and they are
respectively dependent on pregnancy and breastfeeding and raise an epigenetic effect in the
offspring of schistosomotic mothers.

Its known that epigenetic markers can be refurbished during the period of development
(ATTIG et al., 2010; FALL 2013), studies will be conducted to obtain information on
potencial therapeutical targets for improving the immune response of individuals who have
had prior contact with parasite antigens during breastfeeding and/or in utero. In conclusion,
gestation followed by breastfeeding in schistosomotic mothers its more efficient in control
granulomatous reaction in the offspring. Breastfeeding only was able to impair both Thl and
Th2 responses, with high levels of TGF-B, so that Treg cells seem to play a crucial role in this
phenomenon. These findings help to clarify the effects of maternal infection by S. mansoni in
the immunomodulation of granulomatous reaction in individuals from endemic areas. Also
emphasize the use of parasite antigens and immunomodulatory tools, early in life, together

with breastfeeding in the modulation of chronic inflammatory responses.
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