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RESUMO

InfeccOes maternas pelo Schistosoma mansoni modulam a imunidade dos descendentes
adultos, sendo este fato relacionado com a transferéncia de antigenos parasitarios ou
anticorpos anti-parasita in utero ou através do leite materno. Observou-se que
camundongos adultos, previamente amamentados em mades esquistossomoticas,
apresentaram uma potencializacdo na producdo de anticorpos anti-ovalbumina(OA),
acompanhada de altos niveis de IL-2. Em contraste, a gestacdo levou a um potencial
imunossupressivo no descendente, com producdo de IL-10 e supresséo na producdo de
anticorpos. Neste estudo, avaliamos a producdo de IL-10 e IL-2 por linfocitos e
macrofagos de camundongos nascidos e/ou amamentados em mdes infectadas e
linfocitos Treg(FoxP3+), quando imunizados com OA. Para isso, fémeas Swiss webster
ndo-infectadas (30 dias) ou infectadas (20 cercarias S. mansoni), no 60° dia, tiveram
seus estros sincronizados e foram acasaladas. Ap6s o nascimento, 4 grupos foram
formados: MIAL: nascidos de Maes Infectadas/Amamentados em maes Infectadas
imunizados com OA-+adjuvante; MI: nascidos de Mé&es Infectadas imunizados com
OA+adjuvante; Al - Amamentados em maes Infectadas imunizados com
OA+adjuvante; CONTROLE - nascidos/amamentados em mées n&o-infectadas
imunizados com OA-+adjuvante; No 8° dia pos-imunizacdo, esplendcitos foram
cultivados, ou ndo, com OA (24hs) e marcadas com anticorpos conjugados a
fluorocromos (anti-CD3, anti-CD4, anti-B220, anti-IL-10, anti-IL-2, anti-FoxP3, anti-
CD14) e analisadas por FACS. Foi observado que os animais do grupo MI apresentaram
alta frequéncia de células B220+/IL-10+ e menor de CD4+/IL-2+. No grupo Al foi
baixa a frequéncia de células CD3+/IL-10, mas foi observada a presenca de Treg
(CD4+/FoxP3+). Sendo assim, tanto a gestacdo como a amamentacdo em maes
infectadas favorece a ativacdo de células supressoras, no entanto o aleitamento materno
melhora a resposta imune anti-OA.

Palavras-Chave: Schistosoma mansoni. Amamentacdo. Gestacdo. Imunomodulacéo.
Camundongos. Ovalbumina.



ABSTRACT

Maternal infections by Schistosoma mansoni modulates the immunity of adults
descendants, being this fact related with transfer of parasitic antigens or anti-parasitic
antibodies in utero or through maternal milk. It have been seen that adults mice,
previously breastfed in schistosomotic mothers, presented potentiation in the production
of antibodies anti-ovalbumin(OA), accompanied by high level of IL-2. In contrast,
gestation brought to a potential immunossuppresive descendant, with the production of
IL-10 and supression on the production of antibodies. On this study, we evaluated
production of IL-10 and IL-2 by lymphocytes and macrophages from mice born and
breastfed by infected mothers and Treg (FoxP3+) lymphocytes, when immunized with
OA. For that, females Swiss webster not infected (30 days) or infected (20 cercariae S.
mansoni), on 60° day, had their estrous syncrhonized and were mated. After the born, 4
groups went formed BSIM+OA: born of infected mothers/breastfed in infected mothers
and immunized with OVA+adjuvant: BIM+OA: born of infected mothers immunized
with OVA+adjuvant; SIM+OVA: breastfed in infected mothers with OVA+ adjuvant;
CONTROL.: born/breastfed in not infected mothers immunized with OVA+adjuvant.
On the 8th day after immunization, splenocytes were cultured with or without OVA, for
24h, and stained with fluorochrome-conjugated antibodies (anti-CD3, anti-CD4, anti-
B220, anti-IL-10, anti-1L-2, anti-FoxP3, anti-CD14) and analized by FACS. BIM group
showed high frequency of B220+/IL-10+ and less CD4+/IL-2+. In the SIM group
CD3+/IL-10+ was low, but Treg was observed. BSIM mice had B220/IL-10 and Treg
dromped. Both gestation and breastfeeding in infected mothers induced
immunosuppressive cells, but the maternal milk improved the immunity anti-OA.

Keywords: Schistosoma mansoni. Breastfeeding. Gestation. Immunomodulation. Mice.
Ovalbumin.
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose, endémica nas Américas, Asia e Africa, é considerada um grave
problema de salde publica mundial (CHITSULO et al., 2000). Aproximadamente 230
milhdes de pessoas estdo infectadas por alguma das espécies de Schistosoma em 77 paises por
todo o mundo (WHO, 2012). No Brasil, onde esta parasitose é causada unicamente pela
espécie Schistosoma mansoni (NEVES, 2007) a prevaléncia é de 25 milhdes de pessoas
vivendo em é&rea endémica e cerca de 4 a 6 milhdes de individuos infectados
(LAMBERTUCCI, 2010). Pernambuco esta entre os estados que exibem uma das maiores
prevaléncias da doenga (BARBOSA, C. S.; SILVA; BARBOSA, F. S., 1996). Em regides
endémicas, existe uma alta prevaléncia de mulheres gravidas ou em idade fértil infectadas por
Schistosoma. Friedman et al (2007) descreveram que em média 10 milhGes de gestantes e 40
milhdes de mulheres em idade reprodutiva estdo infectadas por alguma das espécies do género
Schistosoma.

Infec¢bes pelo S. mansoni podem modular a resposta imune do hospedeiro para antigenos
homologos, bem como para os heterdlogos. Alguns autores destacam o papel da IL-10, na
regulagdo negativa de ambos os perfis de resposta Thl e Th2 do hospedeiro durante a
infeccdo esquistossomotica. De fato, estudos sobre os mecanismos de modulacdo do
granuloma, em modelos murinos, demonstraram que animais IL-107" (geneticamente
deficiente da producéo de IL-10) desenvolvem um perfil misto Th1/Th2, havendo aumento de
IFN-y/IL-5, acompanhado de niveis maiores ou ndo alterados de IL-4 (WYNN et al., 1997).

Além disso, diferentes subtipos de células T regulatérias (Treg) vém sendo
encontrados na presenca de antigenos de S. mansoni. Um perfil caracteristico de células Th3,
produtoras de IL-10/TGF-B (MCGUIRIK; MILLS, 2002), bem como Treg (CD25+/Foxp3+)
dependentes de IL-2, foram encontradas em resposta a injecdo de ovos de S. mansoni
(SEWELL et al., 2003;TAYLOR et al., 2006).

Com relagdo as infecgbes maternas, tem sido demonstrado que os seus descendentes
sofrem imunomodulcdo em infecgdes pos-natais (ATTALLAH et al., 2006; OTHMAN et al.,
2010). Diferentes estudos tém relacionado a transferéncia de antigenos parasitarios ou
anticorpos anti-parasita in utero ou através do leite materno (ATTALLAH et al., 2003;
CALDAS et al., 2008) com as alteragdes na imunidade dos descendentes. Foi verificada uma
hiporresponsividade aos antigenos dos ovos, observada pela diminuicdo do tamanho do
granuloma (ATTALLAH et al., 2006; HANG et al., 1974; LENZI et al., 1987; OTHMAN et
al., 2010).
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Com relagdo as alteraces da resposta imune direcionadas aos antigenos heter6logos,
em descendentes de mdes esquistossomoticas, poucos estudos foram realizados. Noureldin et
al (1998), em um estudo com humanos, observaram uma correlacao positiva entre os niveis de
IgE contra antigeno de S. mansoni e as manifestagcdes de alergia gastrointestinal em criancas
amamentadas em mdes esquistossomoticas. Malhotra et al (1999), verificaram que a infeccéo
materna pelo Schistosoma haematobium sensibiliza os recém-nascidos, e que estas criancas
respondem de forma menos intensa para 0 BCG (bacilo Calmette-Guérin), ou seja, a eficacia
da vacina é menor.

Estudos recentes de Santos et al (2010; 2013) tém analisado a influéncia da gestacéo e
da amamentacéo, separadamente, em mées infectadas pelo S. mansoni na resposta imune dos
seus descendentes, frente a imunizacdo com o antigeno heterélogo, ovalbumina (OA). Com
relacdo ao efeito da amamentacdo, foi observado que camundongos adultos previamente
amamentados em maes esquistossomoticas apresentaram uma potencializacdo na producao de
anticorpos anti-OVA, acompanhada de altos niveis de IL-2. Em contraste, a gestacdo levou a
um potencial imunossupressivo no descendente, com producdo de IL-10 e supressdo na
producdo de anticorpos (SANTOS et al, 2010). No entanto, pouco é sabido sobre a producao
destas citocinas por linfdcitos e macréfagos em resposta a este antigeno heterélogo.

Assim, o presente trabalho se propds a investigar a producdo em linfécitos e
macrofagos das citocinas IL-2 e IL-10, em resposta a imunizacdo com ovalbumina, de
camundongos adultos nascidos e/ou amamentados em maes esquistossomoticas. Deste modo,
pretende-se fornecer uma melhor compreensdo dos efeitos do contato prévio com antigenos
parasitarios, durante a gestacdo ou amamentacdo em mades infectadas, diante de resposta a

antigenos vacinais, virais e alergénicos, em individuos de areas endémicas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Esquistossomose

Doenca negligenciada e subnotificada em todo o mundo, a esquistossomose esta
relacionada principalmente as precarias condicdes de vida e de saneamento basico. E
considerada a terceira causa de mortalidade por doencas endémicas rurais, estando em
primeiro e segundo lugares, a doenca de Chagas e Leishmaniose, respectivamente
(BARBOSA et al., 2000). Esta helmintiase ¢ endémica em 77 paises e territorios (WHO,
2012) e continua sendo considerada um grave problema de satde publica mundial, afetando
207 milhdes de pessoas nos paises em desenvolvimento. Estima-se que em média 779 milhGes
de individuos, principalmente criancas, estejam sob risco de adquirir esta infeccdo (ENGELS
etal., 2002; TALLIMA et al., 2009).

A esquistossomose € a segunda parasitose em importancia de satde pablica mundial
(CHITSULO et al., 2000). Sédo conhecidas cinco espécies capazes de parasitar o ser humano,
0 Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma
mekongi e Schistosoma intercalatum (GRYSEELS et al., 2006).

No Brasil, a Unica espécie presente é o Schistosoma mansoni (NEVES, 2005). A
doenca € encontrada em 18 estados brasileiros, sendo endémica em uma vasta area territorial
que vai desde o Maranh&o até os estados do Espirito Santo e Minas Gerais. Focos isolados da
doenca ocorrem nos estados do Pard, Piaui, Goias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (COURA; AMARAL, 2004). Pernambuco esta entre 0s estados
que exibem uma alta prevaléncia de pessoas infectadas, embora a utilizacdo da quimioterapia
e medidas preventivas tenha sido apontada como um dos fatores responsaveis pela reducéo
das formas graves, além de prevenir novos casos da doenca em algumas areas (BARBOSA,
C. S.; SILVA; BARBOSA, F. S., 1996; FAVRE et al, 2001). Mas, a cobertura do tratamento
ainda ndo é completamente satisfatoria em muitas regides do estado. (FAVRE et al, 2009).

Helminto da classe trematoda, o S. mansoni € um verme dioico. Uma caracteristica
importante desta espécie é que eles possuem diversas formas evolutivas de acordo com
diferentes fases do seu ciclo biolégico, por exemplo, vermes adultos, ovos, miracidios,
esporocistos, cercarias e esquistossomulos (NEVES et al, 2007). Esta diversidade interfere
diretamente na capacidade do hospedeiro de eliminar os vermes.

O S. mansoni possui ciclo bioldgico do tipo heteroxénico, onde o caramujo do género
Biomphalaria é o hospedeiro intermediario e o homem o hospedeiro definitivo

(BLANCHARD, 2004). No hospedeiro definitivo (homem) ocorre a reproducdo sexuada do
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parasito, onde os vermes adultos sdo encontrados no sistema porta hepético acasalados em
copula e alcancam as veias mesentéricas inferiores. Nestas, ocorre a oviposicao pelas fémeas,
onde cada uma delas pde, em media, 400 ovos/dia. Cerca de 50% desses ovos chegam a luz
do intestino, aproximadamente uma semana ap6s a deposicdo, atingem o meio exterior através
das fezes e tem uma expectativa de vida de até 5 dias. Outra parte desses ovos permanece no
hospedeiro e sdo levados para 6rgdos como o figado e intestino, onde geram a patologia
caracteristica da fase cronica da doenca que é a formacdo do granuloma. Uma vez no meio
externo, estes ovos participardo da segunda parte do ciclo. Em contato com a agua e
influenciados pela temperatura do ambiente, os ovos eclodem e liberam os miracidios que sdo
atraidos pelos caramujos (hospedeiros intermediarios), por quimiotaxia, € assim podem
infecta-los através da penetracdo no seu tegumento. Os Unicos caramujos que albergam o S.
mansoni sdo os do género Biomphalaria, cujas espécies predominantes no Brasil sdo: B.
glabrata, B. tenagophila e B. strampinea(NEVES,2007; TUAN, 2009).No caramujo, 0s
miracidios transformam-se em esporocistos que se reproduzem de forma assexuada e d&do
origem a varias larvas denominadas cercarias.

A depender da espécie do caramujo, os mesmos liberam na agua, em media, 4.500
cercarias/dia, como no caso do B. glabrata. As cercarias liberadas nadam ativamente e
possuem a capacidade de penetrar na pele e mucosas do homem, fixam-se através de ventosas
e por acao litica dos componentes das glandulas de adesdo e penetracdo e do movimento da
cauda, penetram o corpo cercariano no hospedeiro definitivo. Apos essa penetracdo, perdem a
cauda e transformam-se em esquistossémulos (vermes imaturos), migram pelo tecido cutaneo,
ganham o sistema sangliineo ou linfatico e chegam aos pulmdes. Posteriormente, migram para
0 sistema porta hepético e dentro de 28 a 30 dias, ap6s a penetracdo, tornam-se vermes
adultos e copulam, liberando ovos (BLANCHARD, 2004; CALDAS et al., 2008;
GRYSEELS et al., 2006; NEVES, 2007).

Sdo observadas duas manifestagdes clinicas distintas no curso da doenca, aguda e
crénica, as quais cursam com sintomatologias diferentes. A forma aguda, raramente
observada nos individuos de area endémica, geralmente é assintomatica. Alguns sintomas
agudos, tais como febre e diarreia, sdo observados nos individuos de areas ndo endémicas e
que ndo tiveram contato anterior com o parasita (CALDAS et al., 2008).

Em alguns pacientes, quer tenham sido previamente infectados ou ndo, a penetragéo
das cercarias pode induzir uma dermatite, conhecida como dermatite cercariana, caracterizada

por sensacdo de formigamento que resulta na formacgdo de méaculas (LAMBERTUCCI, 2010).
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Esta dermatite é decorrente de uma reacdo de hipersensibilidade mediada por IgE (BURKE et
al., 2009).

Algumas espécies podem produzir uma forma aguda de esquistossomose, conhecida
como Sindrome de Katayama, que ocorre nos pacientes recém-infectados (2-6 semanas apos a
exposicao). Consiste em uma reacdo febril a infec¢do, frequentemente acompanhada por
urticaria e eosinofilia. E mais comum nas infestacbes por S. japonicum, mas também pode
ocorrer na forma mansénica (BLANCHARD, 2004; BURKE et al., 2009; GAZZINELLI et
al., 1985).

A fase cronica da doenca é caracterizada pela formag&o de granulomas, principalmente
no tecido hepatico, devido a presenca de ovos de S. mansoni, uma vez que o fluxo sanguineo
leva a maioria dos ovos para este sitio. Inicialmente ha um recrutamento de macréfagos para o
local de desenvolvimento do processo inflamatério, posteriormente, os linfocitos T CD4+ sédo
atraidos e se acumulam neste sitio e, através da liberagdo de citocinas (IL-4, IL-5 e 1L-13),
recrutam mais linfocitos e eosinofilos. Neste local, ocorre um acimulo de células ao redor dos
ovos, com predominio de eosinofilos, macrofagos e linfocitos T, e o resultado é a formacao
do granuloma classico da esquistossomose (PEARCE; MACDONALD, 2002).

O granuloma é o evento patogénico mais importante da fase cronica da doenca
(GRYSEELS et al., 2006) e a principio tem o papel de conter a disseminacgéo de antigenos dos
ovos, porém, pode evoluir e induzir um estado de fibrose, devido a deposi¢do de colageno no
local da inflamacdo (MACDONALD et al, 2010). A principal citocina envolvida no processo
de formacédo da fibrose hepatica é a IL-13 (CALDAS et al., 2008). A fibrose formada em
decorréncia da cronicidade da doenca pode levar a uma oclusdo progressiva dos ramos intra-
hepéticos, com hipertensdo portal, varizes gastroesofagicas, hiperesplenismo e episédios de
hemorragia digestiva alta (GRYSEELS et al., 2006; HAGAN, NDHLOVU; DUNNE, 1998;
PEARCE; MACDONALD, 2002). Estudos demonstram que animais que ndo desenvolvem os
granulomas (tolerizados para antigenos do Schistosoma) desenvolvem graves danos
hepatotdxicos, sugerindo que, paradoxalmente, o granuloma pode ser um tipo essencial de
protecdo para o hospedeiro (PEARCE; MACDONALD, 2002). No entanto apenas 10% dos
individuos infectados evoluem para a fase cronica da doenga, com sintomatologia grave.
(BLANCHARD, 2004; CALDAS et al, 2008)

2.2 A resposta imune adaptativa e a esquistossomose mansodnica
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Os linfdcitos, T e B, séo as principais células envolvidas na resposta imune adaptativa.
Os linfocitos B sdo os mediadores da resposta imune humoral, promovendo a producgédo e
secrecdo de anticorpos. Ja os linfécitos T sdo os reguladores centrais da imunidade celular e
sdo divididos em dois tipos, linfécitos T auxiliares (Th) ou CD4+, classicamente subdivididos
em Thl e Th2, e linfécitos T citotoxicos ou CD8+ (ABBAS; LICHTMAN, 2005;
MOSMANN et al., 1989; ROCHA; TANCHOT, 2004; STOCKINGER;BOURGEOIS;
KASSIOTIS, 2004). Existem outros tipos de célula TCD4+ descritos, e que tem sido alvo de
muitos estudos, as células T regulatérias (Tregs), e as células Th17(WAKKACH et al., 2003;
REINER, 2007; MACLEOQD et al., 2009; SOUZA et al, 2012). Tem sido descritas também as
celulas Th9 e Th22, produtoras de IL-9, 11-10 e IL-21(Th9) e IL-22 e IFN-y (Th22), que
desempenham papel crucial em doencas autoimunes e resposta inflamatéria, além da atuacao
na rejeicao a enxertos, assim como Th17, como revisado por Liu et al (2013).

A infec¢cdo por helmintos é descrita como o maior exemplo de ativacdo da resposta
imune Th2, tanto em modelos experimentais como em seres humanos (MAIZELS;
YAZDANBAKHSH, 2003). Esta mediacdo é feita pela secrecdo de citocinas como IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10 e IL-13 e pela producdo de anticorpos IgE em humanos e IgGl em
camundongos, que ativam eosinofilos e mastdcitos. Este perfil também pode ser observado
nos processos alérgicos (ABBAS; LICHTMAN, 2005; LEDERER et al, 1996;
STOCKINGER et al., 2004).

Durante a fase cronica da esquistossomose, este fenébmeno de imunomodulacdo ocorre em
resposta aos antigenos dos ovos com predominio de resposta imune Th2 (producdo de IL-4,
IL-13, IL-10, infiltrado de eosinofilos) (ZACCONE et al., 2010) que regula negativamente a
expressdo da resposta Thl inicial (IFN-y, TNF-a, ativacdo de macrofagos) (BURKE et al.,
2009; PEARCE et al., 1991; WILSON et al., 2007). Além do perfil Th2, que atua através da
secrecdo de IL-10, o controle da resposta granulomatosa ao redor dos ovos, levando a
protecdo e a fase cronica da infeccdo, foi também associada a mecanismos dependentes de
celulas T regulatorias (Treg) (McKEE;PEARCE, 2004; TAYLOR et al., 2006).

As ceélulas T regulatorias tém sido identificadas como células secretoras de IL-10 e TGF-$3
(ARAUJO et al., 2008). Estas células estdo envolvidas na imunossupressdo durante a
esquistossomose e tém sido relacionadas com o controle da patogenia da doenca (BURKE et
al., 2009; WAKKACH et al., 2003).

Alguns autores destacam o papel da IL-10, na regulacdo de ambos os perfis de resposta
Thl e Th2. De fato, estudos sobre os mecanismos de modula¢do do granuloma, em modelos

murinos, demonstraram que animais IL-10"" (geneticamente deficiente da producdo de I1L-10)
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desenvolvem um perfil misto Th1l/Th2, havendo aumento de IFN-y/IL-5, acompanhado de
niveis maiores ou nao alterados de IL-4 (WYNN et al., 1997).

Neste contexto, estudos de Hoffmann et al. (2000), também utilizando animais 1L-10""
, verificaram que essa citocina é essencial para prevenir 0 excesso da polariza¢do da resposta
Thl e Th2 durante a infeccdo. Em seres humanos, outros autores também associam a
participacdo da IL-10 e a diminuicdo da resposta de citocinas Th1 (MONTENEGRO et al.,
1999). A acdo supressora da IL-10 se deve, principalmente, a sua capacidade de inibir a
ativacdo de macrdfagos, diminuir a expressdo de moléculas co-estimulatorias e do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) nas células apresentadoras de antigenos (Antigen
Presenting Cells — APC’s) (MOORE et al., 2001; STADECKER; FLORES VILLANUEVA,
1994;).

Os antigenos soltveis nos ovos (SEA) do Schistosoma sdo compostos por centenas de
proteinas e glicoconjugados, aproximadamente 30 elementos, que variam em Seu peso
molecular (10 a 200 kDa) e incluem aqueles que sdo secretados ativamente pelos ovos ou 0s
produtos de sua desintegracdo (STEINFELDER et al., 2009).

Okano et al. (1999) demonstraram que o SEA favorece a elevada producéo de IgE total e
especifica, além de citocinas Th2. Esta propriedade foi associada a presenca dos acgucares
(glicanos), uma vez que sua auséncia prejudicou a resposta imune Th2, mas ndo alterou a
resposta Thl. Entretanto, uma das proteinas mais abundantes do SEA, o polipeptidio 40kDa
(Sm-p40), que representa aproximadamente 10% da constituicdo deste antigeno, esta presente
nos granulomas e tem sido associado a uma resposta Thl.

Appelmelk et al. (2003), observaram que glicanos, contendo fucose ou manose, que estao
presentes nos antigenos de S. mansoni se ligam a receptores de lectina tipo C (DC-SIGN-
CD209), em células dendriticas (Dentritic Cells — DC’s). Estes autores sugeriram que a
polarizacdo da resposta para o perfil Th2 induzida pelo S. mansoni, pode ser decorrente desta
ligacdo. Straw et al. (2003) observam o aumento de MHC-II, CD80 e CD40 em células
dendriticas de camundongos infectados pelo S. mansoni e estimuladas com SEA, bem como a
inducgéo do perfil Th2.

Estudos mais recentes relataram a presenga de glicoproteinas secretorias denominadas
alfa-1, peroxirredoxin e dmega-1. A primeira induz a liberagdo de IL-4 através de sua ligagdo
a imunoglobulina E na superficie de basofilos e o desenvolvimento de macrofagos
alternativamente ativados. O Omega-1 é uma ribonuclease excretada/secretada
abundantemente pelos ovos vivos, a qual tem sido associada com indugdo direta de uma

resposta Th2. Ja o peroxirredoxin é um antioxidante produzido em altos niveis em resposta a
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producdo, pelos fagacitos, de espécies reativas de oxigénio, devido a infeccdo pelo helminto
(HEWITSON et al., 2009). Steinfelder et al. (2009) demonstraram que essa proteina modifica
a morfologia das células dendriticas e sua interagdo com os linfocitos T CD4+, envolvidas
com a polarizagéo da resposta Th2.

Além da resposta Th2, caracteristica na fase crnica da esquisotossomose, 0s antigenos
dos ovos vem sendo descritos como indutores de linfocitos T regulatérios. Foi demonstrado
que células T regulatérias CD4+CD25+, chamadas de Tregs naturais (CD4+CD25+FoxP3+),
eram necessarias para manutencdo da resposta Th2 e, portanto essenciais no processo de
imunomodulagdo presente na esquistossomose (McKEE; PEARCE, 2004). Interessantemente,
apesar da capacidade das células Tregs de produzir IL-10 apds injecdo dos ovos, a
participacdo desta citocina neste processo ndo foi evidenciada, sugerindo outros mecanismos
para o controle da resposta Th2 e Thl pelas células Tregs (TAYLOR et al., 2006). Estudos
demonstram, por exemplo, a necessidade de contato célula-célula, entre Treg e T
convencional para que haja inibi¢do das células T convencionais pelas células T regulatorias
(COLLISSON et al, 2009).

Células Treg podem ser encontradas no tecido hepéatico de animais infectados,
principalmente ao redor dos granulomas (LAYLAND et al, 2010). El-ahwany et al (2012), em
um estudo com animais, demonstraram um aumento significativo no percentual destas células
no tecido hepético de animais infectados, que foram imunizados com SEA 7 dias antes da
infeccdo, em comparacdo com os animais infectados ndo imunizados. El-ahwany et al (2012)
constataram também que a quantidade destas células nesta regido aumenta a medida que a
doenca evolui.

Taylor et al (2006), também em estudo experimental, demonstrou que o antigeno de ovo
(SEA) de Schistosoma é capaz de estimular tanto células Treg como T convencionais.
Verificaram também que 14% das células Treg de animais imunizados com SEA produzem
IL-10, sob estimulo antigeno especifico, enquanto que apenas 1,7% das células dos animais
ndo imunizados produzem esta citocina sob o mesmo estimulo. Da mesma forma, observou-se
uma maior ativacdo de células CD4+CD25+FoxP3+ em resposta a ovalbumina, em animais
alérgicos quando imunizados com SEA (PACIFICO et al, 2009).

Com relacdo aos linfocitos B, foi relatado que os oligossacarideos na superficie dos ovos
do Schistosoma, com énfase para o Lacto-N-Fucopentose 111 (LNFPIII), ativam diretamente
células B, induzindo proliferacédo e a sintese de IL-10 e Prostaglandina e2 (PGe2) (THOMAS;
HARN, 2004). Contudo, Mangan et al (2004) relataram que os antigenos dos vermes do S.
mansoni estdo relacionados com a geracdo de linfocitos B regulatérios, CD5+/CD1d+. Do
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mesmo modo, a IL-10 produzida por células B durante a esquistossomose favorece a
diminuicdo da eosinofilia e da resposta Th2 ova-especifica em camundongos com asma
induzida por OVA. (VAN DER VLUGT et al, 2012).

2.3. Imunomodulagéo a antigenos heterélogos na esquistossomose

Do ponto de vista imunoldgico, outro aspecto importante da infeccéo pelo S. mansoni
é o fenbmeno imunomodulatorio da resposta imune a antigenos ndo-relacionados ao parasito.
Estudos anteriores demonstram que o perfil Th2 no periodo da deposic¢éo dos ovos (PEARCE
et al.,, 1991), modifica a resposta imune a mioglobina, com supressdo da resposta Thl e
aumento da producéo de IL-4 (KULLBERG et al., 1992). Foi constatada também a supressédo
de linfocitos Thl e citotoxicos para antigenos virais em camundongos esquistossomoticos
(ACTOR et al., 1993, 1994).

A presenga de ovos do S. mansoni foi capaz de prevenir a resposta inflamatdria auto-
imune experimental. Sewell et al. (2003), relataram uma reducdo na progressdo da resposta
imune especifica para proteina basica da mielina e, consequente melhora da encefalomielite
autoimune experimental. Este fendmeno foi associado com uma reducéo nos niveis do IFN-y
e producdo de IL-4. Neste mesmo ano, Zaccone et al. (2003) observaram a prevencdo do
diabetes tipo 1, devido ao prévio contato com SEA.

Foi demonstrada a diminuicdo da gravidade do quadro alérgico em pacientes
esquistossomoticos (MEDEIRQOS et al., 2003), bem como, uma producao menor de IL-5, IL-4
e maior de IL-10 em resposta a Dermatophagoides pteronyssinus, quando comparada com a
producio destas citocinas em pacientes asmaticos e ndo-parasitados (ARAUJO et al., 2006).
Experimentalmente, camundongos parasitados ou tratados com antigenos dos ovos do S.
mansoni adquiriram uma maior resisténcia ao desenvolvimento da resposta alérgica pulmonar
anti-ovalbumina, sendo evidenciado menores niveis de citocinas Th2, eosindéfilos, anticorpos
IgE anti-OVA e maior inducdo de células T regulatérias CD4+CD25+ (SMITS et al., 2007;
PACIFICO et al., 2009).

De modo interessante, Amu et al. (2010) relataram que células B regulatorias
(CD5+/CD1d+/1L-10+), em camundongos adultos infectados pelo S. mansoni, foram
relacionadas com o recrutamento de células Tregs para o pulmé&o e consequente supressao de
resposta alérgica anti-ovalbumina (OVA).

A influéncia da esquistossomose na resposta imune vacinal foi também relatada. Sabin

et al. (1996) verificaram, em individuos infectados pelo S. mansoni, uma menor producédo de
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IFN-y em resposta ao toxdide tetanico, apos a vacinagdo com este antigeno, em relacdo aos
individuos ndo infectados sob mesmo esquema de vacinagdo. Elias et al. (2005), mostraram
que a infeccdo pelo S. mansoni, em camundongos, reduziu o efeito protetor da vacina BCG
contra a Mycobacterium tuberculosis. Estes animais apresentaram ndmero maior de unidades
formadoras de coldnias de bacilos da tuberculose, reducdo da capacidade pulmonar, menor

producao de IFN-y e 6xido nitrico e polarizagdo para um perfil Th2 (producéo de IL-4 e IL-5).

2.4 A relagdo materno-fetal e a esquistossomose

As condi¢bes imunoldgicas da gestacdo e do aleitamento materno sdo necessarias para
manutencdo do feto e geracdo de protecdo ao recém-nascido, respectivamente. Contudo, a
exposicao materna aos alérgenos, citocinas ou os processos infecciosos, podem alterar o grau
de competéncia imune dos seus descendentes (FUSARO et al., 2007; HERZ et al., 2000;
LIMA et al., 2005).

Tem sido relatada a alta prevaléncia de mulheres gravidas (~10 milhdes) ou em idade
fértil (~40 milhdes) infectadas em areas endémicas para esquistossomose (FRIEDMAN et al.,
2007) e a consequéncia da infeccdo materna na imunidade dos descendentes vem sendo
investigada.

A passagem transplacentaria e pelo leite materno de antigenos do S. mansoni e
anticorpos anti-parasita foi descrita tanto em humanos (SANTORO et al., 1977), como em
camundongos (HASSAN et al., 1997). Attalah et al. (2003) corroboraram estes achados ao
detectarem o antigeno 63-kD (identificado em diferentes fases do ciclo do S. mansoni) no
leite, soro e corddo umbilical de mées infectadas esquistossomoticas. Ja Lenzi et al. (1987),
estudando camundongos recém-nascidos e ao mesmo tempo lactentes de maes infectadas pelo
S. mansoni, observaram a transferéncia de anticorpos contra antigenos de cercarias, de ovos e
de vermes adultos, através da avaliacdo do soro dos descendentes.

Estudos experimentais relacionaram a exposi¢do tanto de antigenos do parasita
(HANG et al.,, 1974) como de anticorpos anti-Schistosoma (ATTALLAH et al., 2006;
COLLEY et al., 1999; LENZI et al., 1987) durante o periodo da gestacdo e da amamentagéo,
com alteragdes na resposta imune do descendente frente a infecgbes pos-natais. Os
descendentes eram tolerantes aos antigenos do parasita, apresentando uma resposta
granulomatosa menor ou até ausente aos ovos de S. mansoni. Recentemente, Othman et al.
(2010) estudando a progressao da esquistossomose mansoénica em camundongos provenientes

ou ndo de mées infectadas, observaram que a intensidade da infec¢do (numero de granulomas
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e fibrose hepética) foi menor em descendentes de mées esquistossomoticas, com maior
expressao do gene da IL-12 e do TGF-B, citocinas reguladoras para o perfil Th2, nos animais
nascidos e amamentados em mées infectadas.

Embora a gestacdo e a amamentacdo em maées esquistossomaticas tenham capacidade
de alterar a resposta imune, ainda no inicio da vida dos seus descendentes, poucos sdo 0S
estudos sobre esse efeito, para os antigenos heter6logos durante vida adulta.

Malhotra et al (1999) realizaram um estudo com humanos infectados pelo Schistosoma
haematobium e demonstraram que a infeccdo materna por este trematodeo, durante a
gravidez, sensibiliza aproximadamente 50% dos recém-nascidos in Utero, e que esta
imunidade pré-natal persiste na crianca diminuindo a eficacia da vacina¢do ao BCG (Bacilo
Calmette-Guérin). Eles observaram que as células T das criangcas nascidas de maes nao-
infectadas durante a gestacdo produzem muito mais IFN-y em resposta a proteinas purificadas
da micobactéria do que as criancas nascidas de maes infectadas.

Enquanto que, Noureldin et al (1998), em um outro estudo com humanos, observaram
uma potencializagdo da resposta imune humoral nas criangas que tiveram contato com o leite
de mées esquistossomoticas. Estes pacientes apresentavam uma correlacdo positiva entre 0s
niveis de IgE contra antigeno de S. mansoni e as manifestacfes de alergia gastrointestinais.

Em um modelo experimental, temos avaliado, separadamente, a influéncia da gestacéao
e da amamentacdo em mdes esquistossomoticas na resposta imune dos descendentes na vida
adulta, a um antigeno ndo-relacionado. Em um modelo de imunizagdo subcutdnea de
ovalbumina em adjuvante, camundongos nascidos de maes infectadas pelo S. mansoni
apresentaram uma supressao na resposta imune humoral anti-OVA e alta produc¢édo de IL-10.
O tratamento com anticorpos anti-IL-10 reverteu a imunossupressdo humoral nestes
descendentes (SANTOS et al, 2010).

Do contrario, camundongos previamente amamentados em maes infectadas tiveram
uma potencializacdo da imunidade humoral anti-OVA e uma maior producdo de IL-2
(SANTOS et al., 2010). De modo interessante, foi observado que quando os camundongos
nascidos de mades infectadas sdo também amamentados em maes infectadas ocorre uma
reversdo da supressao de anticorpos anti-OVA, acompanhada do aumento da producéo de IL-
2 e diminuicdo de IL-10 (SANTOS et al., 2010). Estes tltimos resultados corroboram o efeito
estimulador da imunidade pela amamentacdo em mées esquistossomoticas.

De fato, durante a gestacéo, na interface Utero e placenta, um ambiente potencialmente
imunossupressor € encontrado (macrofagos inibitorios, células dendriticas imaturas inibitdrias
e células T regulatérias) (BLOIS et al., 2004; HEIKKINEN et al., 2004; LAGADARI et al.,
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2004), o qual pode ser mantido no recém-nascido (TASKER et al.,, 1997;TAYLOR,;
BRYSON, 1985). A propriedade intrinseca do antigeno soluvel de ovo de S. mansoni em
estimular a producdo de IL-10 pelas APCs ja foi demonstrado (THOMAS: HARN, 2004).
Assim, o antigeno do parasita nas células da interface Utero-placentaria podem acentuar a
capacidade das APCs uterinas para a producdo de IL-10. Deste modo, € possivel que a
gestacdo em mdes esquistossomoticas confira as APCs do descendente um potencial
imunossupressivo.

Por outro lado, é sabido que o leite materno tem funcdo nutritiva e, a0 mesmo tempo,
contém substancias antimicrobianas e fatores imunomodulatorios como células, citocinas,
oligossacarideos e anticorpos (BLEWETT et al., 2008). Dentre os fatores sollveis, as
citocinas IL-10 e TGF-B estdo envolvidas com a diferenciacdo e maturacdo de células
produtoras de anticorpos e maturacdo de células intestinais. Estas citocinas sdo também
conhecidas por suas fungdes imunossupressoras e tolerogénicas (BLEWETT et al., 2008).
Além disso, anticorpos IgG maternos, transferidos ao recém-nascido através do leite, sdo
importantes para desenvolvimento da linhagem de células B no neonato (MALANCHERE et
al., 1997). Maes esquistossomoticas transferem aos seus descendentes anticorpos parasito-
especificos (LENZI et al., 1987). Colley et al. (1999) demonstraram que a administracdo de
anticorpos anti-SEA, logo ap6s o nascimento, diminuiu a intensidade da reacao
granulomatosa Th2 em infeccGes pds-natais dos descendentes, levando a um perfil Thl.

E importante ressaltar que o LNFP-III, oligossacarideos na superficie dos ovos do
Schistosoma que atua sobre linfocitos B, induzindo proliferacédo e a sintese de 1L-10 e PGe2, é
também um componente do leite materno (THOMAS; HARN, 2004). Contudo, a participacdo
dos antigenos dos vermes na geracdo de linfécitos B regulatérios CD5+/CD1d+, produtores
de IL-10, foi demonstrada por Mangan et al. (2004) em modelo de infec¢des unissexuais.

Ensaios in vitro de inducdo de células Treg (CD25+/FoxP3+) a partir de células T
“naive” (CD25-/FoxP3-) tém demonstrado que linfocitos B, produtores de IL-2 podem induzir
e expandir o clone de células Treg com maior capacidade que células dendriticas imaturas
(ZHENG et al., 2010). De modo interessante, os linfocitos B que guardavam esta propriedade
foram estimulados via interagdo CD40:CD40L in vitro e apresentaram um aumento de CD80
e MHC-1I em sua membrana em comparacdo com as ceélulas dendriticas (ZHENG et al.,
2010). Recentemente, foi observada uma maior frequencia de linfocitos B expressando CD80
e CD40 em descendentes, apenas amamentados em maes esquistossomoticas, quando

imunizados com OVA em adjuvante (Santos et al., 2013, in press). Em conjunto, estas
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informagdes apontam a possibilidade de células Treg, geradas por linfocitos B (produtoras de
IL-2 ou IL-10), em consequéncia da infeccdo esquistossomética materna.

Embora a gestacdo, bem como a amamentacdo, em maes esquistossomoticas tenha o
potencial de alterar a resposta imune dos seus descendentes, com alta producéo de IL-10 e IL-
2, respectivamente, pouco é sabido sobre a produgdo destas citocinas por linfocitos e
macrofagos em resposta a um antigeno heter6logo, ovalbumina, na vida adulta. Devido a alta
prevaléncia de esquistossomose na nossa regido, 0 contato prévio com antigenos parasitarios,
durante a gestacdo ou amamentacdo em maes infectadas, pode ser relevante diante de resposta

a antigenos vacinais, virais e alergénicos em individuos de areas endémicas para S. mansoni.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Comparar em células esplénicas de camundongos nascidos e/ou amamentados em
mdes infectadas, submetidos a imunizacdo com ovalbumina, a frequéncia de linfocitos T, T
regulatérios, linfécitos B e macrdéfagos produtores de IL-2 e IL-10, além de avaliar a

expressao de linfocitos (CD3+), frente a estimulo ova-especifico.

3.2 Objetivos especificos:
Comparar nas células esplénicas de camundongos nascidos e/ou amamentados em
mées esquistossomaticas e de camundongos nascidos e amamentados em maes nao

infectadas, submetidos a imunizacdo com ovalbumina:

3.2.1 A frequéncia de linfécitos T e B produtores de I1L-10 em resposta ao antigeno
heter6logo ovalbumina.

3.2.2 A frequéncia de macrdfagos produtores de IL-10 em resposta a ovalbumina.

3.2.3 A frequéncia de linfécitos T regulatérios em resposta a ovalbumina.

3.2.4 A frequéncia de linfocitos T produtores de IL-2 em resposta a ovalbumina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo experimental, em que um grupo de camundongos fémeas
sofreu a intervencdo (infeccdo com S. mansoni) e 0 outro grupo serviu para termos de
comparacdo dos resultados. Como vantagens do estudo, além das condi¢des controladas de
observacao, tém a facilidade de o modelo experimental mimetizar a esquistossomose humana
e as dificuldades de realizagdo por questfes éticas sdo menores. Entretanto, ndo é possivel
afirmar que os resultados obtidos sdo reprodutiveis em seres humanos.

Os animais do estudo foram escolhidos de forma ndo aleatéria, uma vez que a
randomizacdo ndo foi necessaria ja que as caracteristicas dos mesmos sdo semelhantes, por
apresentarem o mesmo tempo de vida, fazerem parte da mesma linhagem e serem criados nas
mesmas condi¢cOes alimentares. Devido ao processo utilizado, qualquer diferenca existente

entre os grupos foi atribuida a intervencdo.

4.2 Local do estudo

As etapas do estudo relacionadas a infeccdo, acasalamento e manutencdo das maes
infectadas foram realizadas no Biotério de experimentacdo animal do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhdes (CPgAM/FIOCRUZ). Posteriormente, todos o0s procedimentos
laboratoriais (cultura das células esplénicas) 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 Integracdo Tecnoldgica (NIT) do
CPgAM/FIOCRUZ.

4.3 Animais

Foram utilizados 20 camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster, com 4 semanas
de idade para infeccdo com S. mansoni e 20 animais ndo-infectados foram utilizadas como
controle. Vinte camundongos machos da mesma espécie foram utilizados para o
acasalamento. Os animais foram fornecidos e mantidos em condic¢Ges ideais no biotério do

Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (CPqQAM/FIOCRUZ). Os protocolos experimentais
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foram aprovados pela Comisso de Etica no Uso de Animais da Fiocruz Pernambuco (CEUA-
FIOCRUZ), sob o protocolo de nimero 25/2011 (Anexo 1).

4.4 Operacionalizagéo e grupos de estudo

Foram utilizados 40 camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster com 4 semanas
de idade. Destas, 20 fémeas foram infectadas e transcorridos 45 dias realizou-se a
confirmagdo da infecgdo. No 60° dia de infeccdo, ocorreu sincronizagdo do estro e
acasalamento. Paralelamente, para formacdo do grupo controle, outras 20 fémeas néo-
infectadas também tiveram seu estro sincronizado e acasalaram.

Para formacdo dos grupos de estudo, parte dos filhotes de mées infectadas foi
amamentada em mées ndo-infectadas e a outra parte permaneceu amamentando em suas
proprias mées. Assim como, parte dos filhotes de mées ndo infectadas foi amamentada em
mées infectadas e a outra parte permaneceu amamentando em suas proprias maes. Apos 45
dias, os filhotes machos foram selecionados e imunizados com Ovalbumina em adjuvante
completo de Freund (CFA) de acordo com os seguintes grupos: Grupo 1 (MIAI) - dez
animais machos nascidos de Mées Infectadas e Amamentados em mades Infectadas e
imunizados com OVA-+adjuvante; Grupo 2 (Ml) - dez animais machos nascidos de Maes
Infectadas (MI) e imunizados com OVA+adjuvante; Grupo 3 (Al)- dez animais machos
apenas Amamentados em mdes Infectadas (Al) e imunizados com OVA+adjuvante. Como
grupo controle, utilizaremos filhotes nascidos e amamentados em fémeas néo-infectadas,
resultando na formacéo dos seguintes grupos: Grupo 4 (Controle) - dez animais machos
nascidos e amamentados em maes nao-infectadas (Controle) e imunizados com
OVA+adjuvante (Quadro 1).

4.5 Infecgéo e Parasitologico de fezes

A infeccdo foi realizada por via percutdnea, com 20 cercarias de S. mansoni
recentemente emitidas e obtidas de exemplares de Biomphalaria glabrata criados em
laboratdrio e infectados por miracidios da cepa SLM (S&o Lorenco da Mata). Apos 45 dias de
infeccdo, os camundongos fémeas foram expostos individualmente para obtengdo do material

fecal. Foram entdo confeccionadas 3 laminas parasitoldgicas por camundongo pelo método de
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Kato-Katz (KATZ et al., 1972) para determinacgdo da infec¢do e quantificacdo do nimero de

ovos de S. mansoni por grama de fezes.

4.6 Sincronizacéo do estro e acasalamento

Sessenta dias apo6s a infeccdo, as fémeas tiveram seus estros sincronizados (FOWLER;
EDWARDS, 1957; WANG et al., 2001) com a administracdo de hormdnios. No primeiro dia
foi administrado 5 Ul (100uL) de Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG) e no terceiro dia 5
Ul de Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG). Posteriormente, as fémeas foram acasaladas
(duas fémeas para um macho), onde foi observada a formacdo do “plug” vaginal para
confirmagdo do acasalamento. O mesmo procedimento foi realizado com as fémeas néo-

infectadas.

4.7 Imunizagdo com ovalbumina

Os filhotes adultos distribuidos de acordo com os diferentes grupos de estudo, foram
imunizados com ovalbumina em Adjuvante Completo de Freund (ACF) no 45° dia de
nascimento. Para a imunizacdo foi injetado na base da cauda (via sub-cutanea)
100ug/camundongo de Ovalbumina (OA) 5 vezes cristalizada (Sigma Chemical, St. Louis,
Mo, USA), emulsificada na proporgéo 1:1 (vol/vol) em ACF (Sigma Chemical, St. Louis, Mo,

USA) em um volume total de 0,1mL.

4.8 Cultura de células esplénicas para os ensaios de citometria de fluxo.

Foram obtidos 0s bacos dos camundongos dos diferentes grupos de estudo, 8 dias ap6s
imunizacdo com ovalbumina. As suspensdes de células esplénicas foram entdo obtidas
assepticamente por maceracdo do 6rgdo em meio RPMI 1640 suplementado. Apos
centrifugagéo (1.500rpm por 10min. / 4°C), as hemacias provenientes do orgdo foram lisadas
pela adicdo de agua estéril ao precipitado por 20 segundos. As células foram ressuspendidas
em meio RPMI suplementado com 5% de Soro Bovino Fetal - SBF (Sigma Chemical, St.
Louis, Mo., USA), mantidas no gelo por 5 min para deposi¢cdo do estroma e, apds esse

periodo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo, sendo a contagem das células e o teste
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de viabilidade realizados com o auxilio de cdmara de Neubauer e Azul de Trypan a 10% (90pl
de Azul de Trypan a 10% + 10pl de suspenséo de células)

As células foram cultivadas (5x10° células/poco), em tubos de cultura de 8mL e
submetidas a estimulo antigénico com ovalbumina (500 ug/mL). Os tubos foram incubados a

37°C em estufa de CO, humidificada, no intervalo de 24h.

4.9 Ensaio de citometria de fluxo para imunofenotipagem

Ap0s 24 horas de cultivo foi adicionado a cada tubo contendo as suspensées de células
esplénicas, sob os diferentes estimulos acima descritos, 5l de Golgi Stop (para cada 5 x 10°
células), agitados em vortex e devolvidas a estufa de CO2 a 37°C por um intervalo de 4 horas.
Passado este periodo de incubagdo, as células foram lavadas com 6ml de PBS 0,01M + 5% de
SBF esteéril gelado, em seguida foram agitadas em vortex e centrifugadas a 1500 rpm por 10
minutos sob a temperatura de 4°C. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e as células
ressupendidas em PBS 0,01M + 5% de SBF estéril, no mesmo volume da cultura inicial e
distribuidas nos tubos de citometria, sendo 100pl por tubo com concentracdo final de 1x10°
células por tubo. Procedeu-se entdo a marcacdo células com os anticorpos de superficie (anti-
CD4, anti-CD3, anti-B220 e anti-CD14), sendo acrescentado ao tubo 0,5ul de cada anticorpo
em ambiente escuro, seguido de agitacdo em vétex e incubacdo por 30 minutos a 4°C no
escuro. Passado o tempo de incubacdo, as células foram lavadas uma vez com 1ml de PBS
0,01M + 5% de SBF estéril gelado com agitacdo em vortex e posterior centrifugacdo a 1500
rpm por 5 minutos. Depois o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 200ul de tampéao
de fixacdo e as células foram incubadas por 15 minutos a 4°C no escuro. Apds este tempo,
procedeu-se nova lavagem com 1ml de PBS 0,01M + 5% de SBF estéril gelado. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se aos tubos 500l da solucdo de permeabilizacéo,
diluida 4x e incubados por 30 minutos a 4°C no escuro. Posteriormente as células foram
lavadas com 1ml de PBS 0,01M + 5% de SBF estéril gelado. Apds a centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se a cada tubo 1pl dos anticorpos para marcacao
intracelular (ani-1L-2 e anit-1L-10) e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente em
ambiente escuro. Procedeu-se nova lavagem com 1ml por tubo da solucéo de permabilizagéo
diluida 10x em agua destilada estéril, seguida de agitacdo no votex e centrifugacdo em 1500
rpm por 5 minutos a 4°C. Depois o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se a cada tubo
300ul da solugdo de fixacdo para posterior leitura em citdmetro de fluxo. Os eventos (10.000

para linfécitos e 1000 para macrofagos) foram adquiridos e analisados com o programa
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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 + desvio padréo.

4.10 Procedimentos experimentais

Fémeas Infectadas

60 dias
de infeccéo

Regulacédo do estro
Acasalamento

Infeccao

Parasitologico
45° dia de infec¢do

Troca na

Fémeas Nao-Infectadas

60 dias

Regulagdo do estro
Acasalamento

GRUPO MIAI
Nascidos de
maes infectadas
amamentados em
maes infectadas

Imunizados

amamentacéo

GRUPO M1
Nascidos de
maes infectadas e

Imunizados

GRUPO Al
Amamentados em
maes infectadas

Imunizados

~

GRUPO Controle
Nascidos de
maes ndo infectadas
amamentados em
maes ndo infectadas

Imunizados

1. As células dos animais foram analisadas fenotipicamente para linfoproliferacao

2. As células dos animais foram analisadas fenotipicamente para producao de citocinas

Apos 45 dias
imunizacao

Quadro 1. Infeccdo, parasitologico, regulacéo do estro, acasalamento e formacéo dos grupos

de estudo.
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4.11 Variaveis

4.11.1 Variavel independente

Foi considerada variavel independente a infeccdo pelo S. mansoni. Foram infectadas
fémeas Swiss Webster para a obteng@o de descendentes nascidos ou amamentados em maes

infectadas. Esta variavel é considerada dicotdmica (sim/ndo).

4.11.2 Variaveis dependentes

Nos diferentes grupos de estudos foram consideradas variaveis dependentes as
frequéncias de linfécitos T produtores de IL-2 e IL-10, linfocitos B e macrdéfagos produtores

de IL-10, bem com de linfocitos T Regulatorios, em resposta a imunizacdo com ovalbumina.

4.12 Analise estatistica

Os resultados das contagens das células por citometria de fluxo foram analisados
através da comparacédo entre os diferentes grupos utilizando-se uma analise de variancia para
dados paramétricos (ANOVA), seguida pela comparacdo multipla segundo o método de
Mann-Whitney. O programa utilizado para a obtencdo dos céalculos estatisticos foi o
GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e foram considerados
significativos valores de p<0.05. Todas as etapas foram realizadas em triplicata, para

confirmagéo dos resultados.
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5. CONCLUSOES

1. A gestagdo em mées infectadas com S. mansoni favorece uma maior frequéncia de
células CD14+/1L-10+, B220+/1L-10+ e CD3+/IL-10+, em resposta a OA.

2. O fato de ser apenas amamentado em mades esquistossomdticas predispde a uma
frequéncia aumentada de células Treg(CD4+/FoxP3+) em resposta OA, apos
imunizagdo com OA.

3. A producdo de IL-2 em resposta a OA néo foi prejudicada.
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Abstract

We evaluated IL-10, IL-2 and regulatory T cells (Treg) anti-ovalbumin (OA), from adult
offspring born and, separately, breastfed by schistossomotic mothers. The groups were
animals born from infected mothers (BIM); animals suckled by infected mothers (SIM); mice
born and suckled in infected mothers (BSIM). After OA+adjuvant immunization, spleen cells
were cultured with OA and doubly marked for FACS. BIM group showed more B220+/IL-
10+ and less CD3+/IL-2+ cells. SIM group CD3+/IL-10+ was low, but Treg was observed.
BSIM mice had B220/IL-10 and Treg damped. Isolated gestation and breastfeeding in
infected mothers induced immunosuppressive cells, but when together improved the anti-OA

immunity.

Key words: Maternal schistosomiasis. Breastfeeding. Gestation. Immunomodulation. Adult

offspring
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Introducéo

A infeccédo pelo Schistosoma mansoni é altamente prevalente nas regides tropicais, que
incluem Nordeste e Sudeste do Brasil (WHO, 2011). Em regides endémicas, existe uma alta
prevaléncia de mulheres gravidas ou em idade fértil infectadas pelo Schistosoma
(FRIEDMAN et al, 2007). Na fase crbnica da esquistossomose & observada uma
imunomodulacdo em resposta aos antigenos dos ovos, Th2 dependente (IL-4, IL-13, IL-5 e
eosinofilos), que regula negativamente a resposta Thl (IFN-y, TNF-a e macrdfagos)
desencadeada pelas formas infectantes (CALDAS et al, 2008). A IL-10, liberada pelos
linfocitos T e B regulatérios, também atua regulando negativamente a resposta imune do tanto
tipo Thl como Th2 (EL-AHWANY et al, 2008; VAN DER VLUGT et al, 2012).

Este fendmeno de imunomodulacdo é passado aos descendentes em infeccbes pds-
natais (ATTALLAH et al, 2006; OTHMAN et al, 2010) e foi relacionado com a transferéncia
de antigenos parasitarios ou anticorpos anti-parasita in utero ou através do leite materno
(ATTALLAH et al, 2003). Entretanto, pouco é sabido sobre as alteracGes da resposta imune
direcionadas aos antigenos heter6logos, em descendentes de maes esquistossomoticas
(NOURELDIN et al, 1998; MALHOTRA et al, 1999). Em estudo experimental foi avaliado o
efeito da gestacdo e da amamentacdo, separadamente, em maes infectadas pelo S. mansoni na
resposta imune a ovalbumina (OA) (SANTOS et al, 2010). A amamentacdo em maes
infectadas aumentou a resposta imune humoral OA-especifica e a secrecdo de IL-2. Em
contraste, a gestacdo em camundongos infectados com S. mansoni diminuiu a imunidade
humoral OA-especifica de forma IL-10 dependente. Aqui, investigou-se a producédo de IL-10
e IL-2 em células do sistema imunolégico, bem como, Treg em resposta a OA nos

descendentes adultos.
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Materiais e Métodos
Infeccdo materna e imunizagdo dos descendentes adultos

Camundongos fémeas Swiss Webster, com quatro semanas de idade, foram infectados com 20
cercarias de S. mansoni, cepa Sdo Lourenco da Mata (SLM). 60 dias ap6s a infeccéo, as
fémeas foram acasaladas com camundongos machos, sendo 1 macho para cada duas fémeas
1:2. O mesmo procedimento foi realizado com as fémeas ndo infectadas. Imediatamente apos
0 nascimento, os filhos de mées infectadas pelo S. mansoni ou ndo infectadas, tiveram suas
mées trocadas para amamentacdo adotiva. Depois da amamentacdo adotiva, quatro grupos de
camundongos machos foram formados (n = 5): parte dos camundongos filhos de maes
infectadas foi amamentado por maes ndo infectadas (M), filhos de mées ndo infectadas foram
amamentados por maes infectadas (Al) e outros dois grupos que foram camundongos
nascidos e amamentados em mades infectadas (MIAI) ou mées ndo infectadas (CONTROLE).
Com seis semanas de idade, os camundongos dos diferentes grupos foram imunizados por via
subcutanea, com 100 pg de ovalbumina (OA) (grau V; Sigma - Aldrich ), emulsionado em
adjuvante completo de Freund 's ( CFA ) ( Sigma - Aldrich , na base da cauda ( 0,1 mL /
animal ). Os camundongos foram alojados nas instalacfes do biotério experimentacdo animal
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRIZ , Recife, PE ,
Brasil. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

FIOCRUZ -PE ( CEUA - FIOCRUZ - 25/2011) .

Cultura celular e citometria de fluxo

No 8° dia apos a imunizagdo, a suspensao de células do baco foi obtida de forma asséptica,

como anteriormente descrito (SANTOS et al, 2010) e cultivadas (a 37 ° C, CO2; 24h ) .

Numa concentragdo final de 5 x 10° células / ml , na presenca , ou ndo , de OA (500 ug/ ml)
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. Dupla marcacdo foi realizada apds a incubacdo (4 ° C , 30 min) com as solucbes de
anticorpo marcado com fluorocromo, a uma concentracio de 0,5 mg/10° células : PE - Cy5
anti-mouse CD45R/B220 , CD3 ou CD14 , mais PE anti-mouse IL - 10, PE - Cy5 anti-mouse
CD4 e PE - anti - mouse IL - 2 ou FoxP3 ( BD Biosciences ). Apés a lavagem, as células
foram analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur (BD- Pharmingen , San Diego, CA,
EUA). A freqliéncia de células positivas foi analisada utilizando o programa Cell Quest : A
regido de linfocitos foi determinada utilizando granulosidade ( SSC ) e tamanho (FSC).
Células apresentadoras de antigenos foram selecionados com base na granulosidade e
expressao de CD14 + ou B220 + . Limites para os marcadores foram sempre definidos com
base em populacdes negativas e controle isotipico. Uma andlise descritiva da frequéncia de
células no quadrante superior direito (células duplo - positivas) foi realizada. Diferencas
estatisticas (p <0,05 ) entre os grupos foram avaliados por meio da analise One-way de

variancia e teste de Mann -Whitney. Todos os procedimentos foram repetidos trés vezes.

Resultados

CD3+, B220+ e CD14+ e a producéo de IL-10 em descendentes adultos, imunizados com

OA, e previamente amamentados ou gerados em maes esquistossométicas

Apos a reestimulagdo in vitro com OA, a frequéncia de células CD3+/IL-10+ (Figla)
foi menor nos camundongos apenas amamentados em maes infectadas, quando comparados
com os outros grupos (Al=0,07%; MIAI=0,18%; MI=0,22%; CONTROLE=0,26%). Para o
grupo MI foi observada uma alta frequéncia de células B220+/1L-10+ (Fig 1b) (Al=0,5%;
MIAI=0,4%; MI1=1,7%; CONTROLE=0,6%).

Observou-se uma frequéncia muito menor de células CD14+ / IL-10 + (Fig. 1c) para

todos 0s grupos experimentais em relacdo ao controle. No entanto, nos grupos Al e MIAI
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havia menos destas células quando se comparados ao grupo MI (Al = 1,4%; MIAI = 2,0%;

MI = 4,5%; CONTROLE = 7,0%).

Frequencia de células CD4+ expressando IL-2 e FoxP3 em descendentes adultos

previamente amamentados ou gerados em maes esquistossomaoticas

Quando imunizados in vivo com OA, foi observada uma frequéncia significativamente
menor de células CD4+/IL-2+, nos descendentes gerados em mées esquistossométicas (Ml e
MIAI=0,1%). Ndo houve diferenca na frequéncia destas células entre os grupos, frente a
restimulacdo in vitro com OA (Fig 2a).

Diferentemente, uma frequéncia maior de linfécitos CD4+/FoxP3+ foi observada no

grupo Al, bem como, quando reestimuladas com OA (Fig 2b).
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Figura 1: Frequencia de células CD3+(A), B220+(B) e CD14+(C) produtoras de I1L-10 nas
células de camundongos adultos nascidos de mées infectadas (MI), apenas amamentados em
mées infectadas (Al), nascidos e amamentados em maes infectadas (MIAI) e nascidos e
amamentados em mées ndo infectadas (CONTROLE), imunizados com OA+CFA .5x10°
células cultivadas com Meio RPMI, OA (500 ug/mL) e marcadas com anticorpos anti-CD3
PeCy 5 (A), anti-B220+ PeCy5 (B), anti-CD14+ FITC (C) e anti-IL-10 PE. * p <0,05
comparado a todos 0s outros grupos ** p <0,05 comparado ao grupo Ml.
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Figura 2: Frequencia de células CD4+ produtoras de 1L-2(A) e TReg(CD4+FoxP3+) (B) nas
células de camundongos adultos nascidos de méaes infectadas (MI), apenas amamentados em
mées infectadas (Al), nascidos e amamentados em maes infectadas (MIAI) e nascidos e
amamentados em mées ndo infectadas (CONTROLE),imunizados com OA+CFA. 5x10°
células cultivadas com Meio RPMI, OA (500 ug/mL) e marcadas com anticorpos anti-CD4
FITC (A e B), anti-FoxP3 PE (A) e anti-IL2 PerCP(B) . * p <0,05 comparado a todos 0s
outros grupos.

Discussao

Este estudo avaliou a producdo de IL-2 e IL-10 por células imunes para um antigeno
heter6logo, a ovalbumina, em descendentes adultos de maes esquistossomotica. Por se tratar
de um modelo experimental, foi possivel investigar o efeito da gestacdo, separadamente, da
amamentacdo em mées infectadas.

A gestacdo levou a menor producdo de IL-2 por linfécitos T e maior de I1L-10 por

linfocitos B nos descendentes. Este cenario supressor pode ser devido a passagem de
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antigenos dos ovos e dos vermes do S. mansoni, pela placenta, que predispdem a geracéo de
linfocitos B altamente produtores de IL-10 (HARRIS et al, 2011). E importante ressaltar que
nos animais MI houve maior quantidade de macrofagos (CD14) e linfdcitos (CD3) com IL-10
intracelular, em comparagédo ao grupo que receberam leite de maes infectadas (Al e MIAI).
Foi demonstrado que a infeccdo pelo S. mansoni induz um estado de ativacdo nao-
convencional das APCs (alta frequéncia de células CD80+ e CD40+) (STRAW et al, 2003). A
interacdo entre APC TLR2-e TLR-4-/C-type lectinas para lipidos e carboidratos em diferentes
de fases do ciclo de vida, respectivamente (HOKKE et al, 2005; VAN LIEMPT et al, 2007),
induziram células T potencialmente anti-inflamatorias e produtoras de 1L-10 (LAYLAND et
al, 2007). Assim, antigenos do parasita, presentes nas células da interface do Utero-
placentaria, estimulam uma maior producdo de IL-10 pelas APCs uterinas, condi¢do que é
sustentada por um longo periodo. Além disso, estas APCs podem permitir que células Th
produzam IL-10 em resposta a OA.

Apesar do estado de imunossupressdo (CD3, CD14 e B220) nos camundongos MI, a
producdo de IL-2 foi recuperada apds re-estimulacdo antigénica (OA in vitro). Em conjunto,
estes achados corroboram o comprometimento parcial da resposta imune anti-OA, via IL-10,
em camundongos MI (SANTOS et al, 2010). De fato, observou-se uma menor producéo de
anticorpos e leve comprometimento da imunidade celular em resposta a OA.

De modo interessante, 0 contato prévio com leite de méaes infectadas levou a uma
baixa frequéncia de linfocitos CD3+/IL-10+, porém revelou a presenca de uma frequéncia
consideravel de células Treg nestes animais. E sabido que antigenos do parasita (EL-
AHWANY et al, 2012) bem como o microambiente supressor da mucosa intestinal tem a
propriedade de estimular células Treg (HOWARD et al, 2011). No entanto, a reestimulacao

com OA in vitro, levou a uma diminuigdo nos niveis de celulas Treg (Fig.2a, barras brancas).
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Curiosamente, os camundongos submetidos ao efeito conjunto da gestacdo e da
amamentacdo em mades infectadas (grupo MIAI) apresentaram uma diminuicdo na
imunossupressao. Baixos niveis de células B220+1L-10+ e CD14+IL-10+ foram semlhantes
aos do grupo Al. Foi observada uma baixa frequéncia de células Treg, acompanhada de
baixos niveis de IL-2, como no grupo MI. Este ultimo resultado demonstra a exigéncia de IL -
2 células Th para sustentacdo dos niveis de Treg (ANTONY et al, 2006; COLLISON et al,
2009).

Entdo, nossos resultados demonstram que a gestacdo junto com amamentacdo podem
atenuar o carater immunosupressor dos descendentes oriundos de areas endémicas.
Adicionalmente, traz a tona os possiveis beneficios, ou ndo, do contato com antigenos
parasitarios no inicio da vida para doencas auto-imune, alergias e infeccdo heterdloga, a longo
prazo.
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Nir istério do SauJe

FIOCRUZ
Fundagdo O: ido Cruz

Cenlro e Pesquisa Aggen Magalhaes

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacio

Certificamos que o Projeto intitulado PERFIL DE ATIVACAO
DOS_LINFOCITOS E CELULAS APRESENTADORAS DE
ANTIGENOS DE CAMUNDONGOS DESCENDENTES DE MAES
ESQUISTOSSOMOTICAS EM RESPOSTA AO LEITE MATERNO E
OVALBUMINA.protocolado sob o N° 25/2011, coordenado pelo (a)
pesquisador(a YARA DE MIRANDA GOMES esta de acordo com a Lei
11.794/2008 e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/ Fundacao
Oswaldo Cruz (CEUA-CPgAM) em reunido 24/11/2011. Na presente
versao, este projeto esté licenciado e tem validade até janeiro de 2014

Camundongo Mus musculus
Genitores 240 Macho 80 Fémea
160 Fémea Idade 30 dias Peso
11-159g
Descendentes 400 160 Macho
240 Fémea Dia zero

TOTAL 1.280 g

. We certify that the project entitled “PERFIL DE ATIVACAO DOS
LINFOCITOS E CELULAS APRESENTADORAS DE ANTIGENOS DE
CAMUNDONGOS DESCENDENTES DE MAES
ESQUISTOSSOMOTICAS EM RESPOSTA AO LEITE MATERNO E4
OVALBUMINA”(CEUA Protocol N° 25/2011), coordinated by YARA
DE MIRANDA GOMES according to the ethical principles in animal
research adopted by the Brazilian law 11.794/2008 and so was
approved by the Ethical Committee for Animal Research of the Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes/ Fundagdo Oswaldo Cruz on
november 24, 2011. In the present version this project is licensed and
valid until january 2014.
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ANEXO 2

MEMORIAS DO INSTRUGCOES AOS AUTORES
INSTITUTO

e Escopo e politica
e Produtos naturais

ISSN 0074-0276 versao
impressa
ISSN 1678-8060 versao on-
line

Escopo e politica

Memoédrias do Instituto Oswaldo Cruz € uma revista
multidisciplinar que publica pesquisas originais relativas aos

campos da Imedicina trogical| (incluindo
patologia, |lepidemiologia de campo| e estudos clinicos),

parasitologia médica e veterinaria (protozoologia,
helmintologia, entomologia e malacologia) e microbiologia
médica (virologia, bacteriologia e micologia). A revista
aceita, especialmente, pesquisas basicas e aplicadas em
bioguimica, imunologia, biologia molecular e celular,
fisiologia, farmacologia e genética relacionada a essas areas.
Comunicacdes breves sdo também consideradas. Artigos de
revisdo somente através de convite. A revista publica oito
nameros regulares, constituindo um por ano.
Ocasionalmente, trabalhos apresentados em simpdsios ou
congressos sao publicados como suplementos.

Os artigos apresentados devem ser escritos em inglés.
Inglés de baixa qualidade é a principal causa de atraso na
publicacdo; entdo, sugerimos aos autores que tenham inglés

como |Iingua estrangeira| submeterem seus manuscritos a

verificagdo de alguém com o inglés como lingua nativa e,
preferencialmente, seja um cientista da area.

A submissdo de um manuscrito as Memdrias requer que este
nao tenha sido publicado anteriormente (exceto na forma de
resumo) e que nao esteja sendo considerado para publicagao
por outra revista. A veracidade das informacdes e das
citagOes bibliograficas é de responsabilidade exclusiva dos
autores.

Os manuscritos serdo analisados por pelo menos dois
pareceristas; a aprovacdo dos trabalhos sera baseada no
conteudo cientifico e na apresentagao do material.

Somente serio aceitas submissoes eletronicas dos
artigos no seguinte

link: http://mc04.manuscriptcentral.com/mioc-scielo

Com este servico, vocé podera submeter manuscritos e


http://www.scielo.br/revistas/mioc/pinstruc.htm#Objetivos
http://www.scielo.br/revistas/mioc/pinstruc.htm#Formato
http://mc04.manuscriptcentral.com/mioc-scielo
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0074-0276&lng=pt&nrm=iso
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verificar o contetddo de sua submissdo. Os
serdo usados para avaliacdo editorial e
arbitragem online. Além disso, a decisdo editorial do
manuscrito sera comunicada diretamente a vocé.

Usando o servico de |submisséo eletrénicgl, vocé vai garantir
rapidez e seguranca no envio de seu manuscrito e agilizar o
processo de avaliagao.

Produtos naturais

Enfatizamos que artigos sobre Produtos Naturais e Investigacoes
farmacolodgicas devem satisfazer os seguintes requisitos.

1.

wWN

B

10.

11.

Qualquer extrato natural, fragdo ou composto deve ser totalmente
caracterizado e a |informa=c=éo relaciona@ a origem, localizacdo e periodo/ano
que foi coletado, deve ser fornecida. Especialmente, o extrato em estudo, deve
ser fracionado e as substancias ativas deste |Qroduto natural| devem ser
identificadas.

Técnicas de isolamento e purificacdo devem ser descritas em detalhes.

Autores devem declarar em seus artigos que o material em estudo é livre de
endotoxinas.

IEnsaios de Citotoxicidade| com células normais devem ser apresentados

Materiais de plantas (assim como de outros organismos) devem ser
devidamente identificados. O nome cientifico deve aparecer (em italico), o
autor deste nome e o nome de familia devem ser fornecidos; mencionar quem
identificou o material. O manuscrito deve incluir referencias aos espécimes da
planta (depositada em herbario regional) ou ao material examinado;

Artigos que tratam de vigilancia biolégica de séries de extratos
descaracterizados de plantas ou outros organismos nao serao considerados
para publicacdo nas Memodrias.

Investigagdes farmacoldgicas de extratos requerem detalhamento na
caracterizagdo do extrato. O perfil cromatografico (e.g., HPLC com de sinais
identificados) deve ser realizado, ou a informacao qualitativa e quantitativa em
componentes ativos e tipicos deve ser fornecida;

Artigos meramente descritivos ndo serdo aceitos. As Memorias sé consideram
manuscritos em que conclusdes sdo baseadas em estatisticas adequadas. Em
cada caso os controles positivos (substancias ativas de referéncia) devem ser
utilizados e a dependéncia da dose/atividade devem ser demonstrada;
Qualquer estudo envolvendo individuos deve ser apresentado Aprovacao do
Conselho de Etica Institucional. Nimero de protocolo deve ser informado;
Trabalhos experimentais com animais, referéncias devem ser feitas aos
principios de cuidados com os animais de laboratério ou regulamentos
semelhantes e a aprovagao do comité de ética local;

Estudos que envolvem plantas da Biodiversidade brasileira devem ter
autorizagdo para acesso a recursos genéticos, e se for o caso, acesso também
a associacdo de conhecimento tradicional. O niumero da autorizagdo deve ser
informado.

Submissao de Sequencias


http://rvzr-a.akamaihd.net/sd/apps/adinfo-1.0-p/index.html?bj1QbHVzSEQuMSZoPXJ2enItYS5ha2FtYWloZC5uZXQmYz1ncmVlbiZvPXdzYXImZD0mdD0xOzI7Mzs0OzU7Njs3Ozg7OTsxMDsxMTsxMjsxMzsxNCZhPTE3MDAmcz0xMDM3Jnc9d3d3LnNjaWVsby5iciZiPWJkMiZyZD0mcmk9
http://memorias-old.ioc.fiocruz.br/prodnatu.htm

65

InformacgGes sobre sequencias genéticas relatadas no manuscrito, devem ter seu
numero de acesso GeneBank mencionadas no manuscrito.

O manuscrito deve ser preparado de acordo com as instrucoes aos autores.
Os autores que submetem um manuscrito a apreciacdo compreendem que, se aceito
para publicagdo, transferem o direito exclusivo do manuscrito as Memorias, incluindo o
de reproducdo em todas as formas e meios de comunicacdo. A revista ndo recusara
aos autores solicitacdo razoavel de permissao para reproduzir qualquer contribuigdo.

1. No caso de ensaios clinicos a obrigatoriedade de informar o nimero do registro
na Plataforma REBEC.

2. Informamos que os trabalhos submetidos as Memdérias sdo encaminhados a
uma triagem para detecgdo de Plagio através do uso de um software.
Ferramenta utilizada na prevencado de plagio profissional e outras formas de ma
conduta académica.

3. Todos os autores devem assegurar e garantir que as pesquisas relatadas nao
sdo resultados de ma conduta tais como dados produzidos, falsificacdo, plagio
ou duplicidade. No caso de confirmacdo de ma conduta na pesquisa,
emitiremos uma notificacdo de retratacao para corrigir o registro
cientifico. Favor consultar o Singapore Statement
em: http://www.singaporestatement.org/statement.html.

4. Todos os estudos que envolvem seres humanos de ter a aprovagao do
Conselho de Etica Institucional. Nimero do Protocolo deve ser fornecido.

5. Trabalhos que envolvem animais experimentais devem fazer referéncia aos
principios de cuidados com animais de laboratério, ou regulamentos
semelhantes e aprovacao do comité de ética local.

6. Manuscritos submetidos as Memodrias serdao submetidos a revisdao de Inglés
“Premium Editing” pela empresa Ameican Journal Experts que propdem
sugestoes.

7. Declaracdo de que os dados/resultados do manuscrito ndo séo plagio e ndo
foram publicados em qualquer outro meio previamente.

Para maiores informacgdes sobre o formato e o estilo da revista, favor consultar um
numero recente da Revista ou consultar a home-page
(http://memorias.ioc.fiocruz.br/) ou entrar em contato com a Editoria Cientifica pelos
telefones (+55-21-2562.1222), ou e-mail

(memorias@fiocruz.br / memorias@ioc.fiocruz.br)

Formato e estilo

O manuscrito deve ser preparado em um software para edicao de textos, em espaco
duplo, fonte 12, paginado, figuras legendadas e referéncias. As margens devem ser de
pelo menos 3 cm. As figuras deverdo vir na extensao tiff, com resolucdo minima de
300 dpi. Tabelas e legendas de figuras devem ser submetidas juntas em Unico
arquivo. Somente figuras deverao ser encaminhadas como arquivo suplementar.

O MANUSCRITO DEVE SER ORGANIZADO NA SEGUINTE ORDEM:

Titulo resumido: com até 40 caracteres (letras e espagos)

Titulo: com até 250 caracteres

Autores: sem titulos ou graduacgdes

Afiliacao institucional: nome do autor, segdo, departamento, laboratério, instituigdo
e localizacdo geogréfica (cidade, estado e pais); endereco completo somente do autor
correspondente.

Resumo: com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicacées breves).
Deve enfatizar novos e importantes aspectos do estudo ou observagoes.


http://www.singaporestatement.org/statement.html
http://memorias.ioc.fiocruz.br/
mailto:memorias@fiocruz.br
mailto:memorias@ioc.fiocruz.br
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Palavras-chave: devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista
Medical Subject Headings (Mesh) do Index Medicus.

Fonte de financiamento: Indicar as fontes de apoio financeiro e a mudanca de
endereco.

Introducdo: deve determinar o propdsito do estudo, oferecer um breve resumo (e
ndo uma revisao de literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, além de especificar
quais novos avangos foram alcancados através da pesquisa. A introdugdo nao deve
incluir dados ou conclus@es do trabalho em referéncia.

Materiais e Métodos: deve oferecer, de forma breve e clara, informacgbes suficientes
para permitir que o estudo seja repetido por outros pesquisadores. Técnicas
padronizadas bastam ser referenciadas.

Etica: ao descrever experimentos relacionados a temas humanos, indicar se os
procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padroes éticos do comité
responsavel por experimentos humanos (institucional ou regional) e de acordo com a
Declaragdo de Helsinki de 1975, revisada em 2008. Ao relatar experimentos em
animais, indicar se diretrizes de conselhos de pesquisa institucionais ou nacionais ou
gualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais de laboratério foram
seguidas.

Resultados: devem oferecer uma descricdo concisa das novas descobertas, com o
minimo julgamento pessoal. Nao repetir no texto todos os dados contidos em tabelas
e ilustragodes.

Discussao: deve limitar-se ao significado de novas informagdes e relacionar as novas
descobertas ao conhecimento existente. Somente as citagdes indispensaveis devem
ser incluidas.

Agradecimentos: devem ser breves e concisos e se restringir ao absolutamente
necessario.

Referéncias: devem ser precisas. Somente as citagdes que aparecem no texto
devem ser referenciadas. Trabalhos ndo publicados, a ndo ser os ja aceitos para
publicacdo, ndo devem ser citados. Trabalhos aceitos para publicacao devem ser
citados como "in press"; nesse caso, uma carta de aceitacdo da revista devera ser
fornecida. Dados ndo publicados devem ser citados somente no texto como
"unpublished observations"; nesse caso, uma carta com a permissao do autor deve
ser fornecida. As referéncias ao final do manuscrito devem ser organizadas em ordem
alfabética, de acordo com o sobrenome do primeiro autor.

NO TEXTO USE O SOBRENOME DOS AUTORES E A DATA:

Lutz (1910) ou (Lutz 1910)

Com dois autores, é:

(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912)

Quando ha mais de dois autores, somente o primeiro é mencionado:
Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al. 1910).

Os titulos dos peridodicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado
no Index Medicus.
Consultar:http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=en

g

Ao final do trabalho, use os seguintes estilos de referéncias:

REVISTAS

1. Artigo de periodico padrao

1.1. Impresso

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL 2002. Solid-organ transplantation in HIV-infected


http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=eng
http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=eng
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patients. N Engl/ J Med 25: 284-287.

1.2. On line
Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL 2002. Solid-organ transplantation in HIV-infected
patients. N Engl J Med 25: €12140307.

1.3. DOI

Zhang M, Holman CD, Price SD, Sanfilippo FM, Preen DB, Bulsara MK 2009.
Comorbidity and repeat admission to hospital for adverse drug reactions in older
adults: retrospective cohort study. BMJ doi: 10.1136/bmj.a2752.

2. Organizagao como autor

Diabetes Prevention Program Research Group 2002. Hypertension, insulin and
proinsulin in participants with impaired glucose tolerance.Hypertension 40: 679-686.

3. Autores pessoais e organizacao como autor

Vallancien G, Emberton M, Harving N, van Moorselaar RJ, Alf-One Study Group 2003.
Sexual dysfunction in 1,274 European men suffering from lower urinary tract
symptoms. J Urol 169: 2257-2261.

4. Volume com suplemento

Geraud G, Spierings EL, Keywood C 2002. Tolerability and safety of frovatriptan with
short and long-term use for treatment of migraine and in comparison with
sumatriptan. Headache 42 (Suppl. 2): S93-599.

5. Artigo com errata publicada

Malinowski JM, Bolesta S 2000. Rosiglitazone in the treatment of type 2 diabetes
mellitus: a critical review. Clin Ther 22: 1151-1168. Erratum in Clin Ther 2001 23:
3009.

6. Artigo publicado eletronicamente antes da versao impressa
Yu WM, Hawley TS, Hawley RG, Qu CK 2002. Immortalization of yolk sac-derived
precursor cells. Blood Nov 15 100: 3828-3831. Epub 2002 Jul 5.

LIVROS E OUTRAS MONOGRAFIAS

1. Autor pessoal
Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA 2002. Medical microbiology, 4th
ed., Mosby, St. Louis, 255 pp.

2. Capitulo em um livro

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM 2002. Chromosome alterations in human solid
tumors. In B Vogelstein, KW Kinzler (eds.), The genetic basis of human cancer,
McGraw-Hill, New York, p. 93-113.

3. Anais de Conferéncias
Harnden P, Joffe JK, Jones WG 2002. Germ cell tumours. Proceedings of the 5th Germ
Cell Tumour Conference, 2001 Sep 13-15, Leeds, UK, Springer, New York, 102 pp.
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4. Dissertacao e Tese
Borkowski MM 2002. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic
Americans, PhD Thesis, Central Michigan University, Michigan, 78 pp.

MATERIAIS NAO PUBLICADOS

1. No prelo
Tian D, Araki H, Stahl E, Bergelson ], Kreitman M 2002. Signature of balancing
selection in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci USA, in press.

2. CD-ROM
Anderson SC, Poulsen KB 2002. Anderson's electronic atlas of haematology [CD-ROM].
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia.

3. Artigo de periodico na Internet

Abood S 2002. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an
advisory role. Am J Nurs [Internet] [cited 2002 Aug 12]102. Available from:
nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htmArticle.

ILUSTRACOES

figuras e tabelas devem ser compreensiveis sem a necessidade de referéncia ao
texto.

Figuras: as fotografias devem ser bem nitidas, com alto contraste, ampliadas em
preto e branco em papel brilhante, se apresentadas |laminas, as figuras devem ser
numeradas consecutivamente em algarismos arabicos. As escalas devem ser indicadas
por uma linha ou barra na figura, e referenciadas, se necessario, na legenda (por
exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e graficos devem ajustar-se tanto em uma
coluna (8 cm) como na largura completa (16.5 cm) da pagina, e devem ser menores
que a pagina para permitir a inclusdo da legenda. As letras e niumeros nas figuras
devem ter tamanho legivel apds a reducdo ou a impressdo. Ilustracdes coloridas
somente podem ser aceitas se os autores assumirem os custos. Como uma fotografia
colorida ilustra a capa de cada fasciculo de Memodrias, os autores sdo convidados a
submeter para consideracao da revista ilustracbes com legendas de seus manuscritos
que poderdo vir a ilustrar a capa.

Tabelas devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Elas devem ser numeradas
em algarismos romanos. Um titulo breve e descritivo deve constar no alto de cada
tabela, com quaisquer explicacdes ou notas (identificadas com letras a, b, c etc.)
colocadas abaixo.

OUTROS FORMATOS E ESTILOS DE ARTIGOS

Notas Técnicas: Notas Técnicas devem comunicar sucintamente novas técnicas
individuais ou avangos técnicos originais. A nota inteira deve ocupar no maximo trés
paginas impressas, incluindo figuras e/ou tabelas (que significa em torno de 10 laudas
em espaco duplo). O texto ndo deve ser dividido em secdes. Assim, o estado da arte
deve ser muito brevemente apresentado e resultados devem ser ligeiramente
apresentados e discutidos ao mesmo tempo. Tabelas e figuras complementares
poderdo ser publicadas como dados complementares. Referéncias devem ser limitadas
as essenciais e citadas no final da nota, com o mesmo formato, como em artigos
completos. Devem ser apresentados um resumo breve e trés palavras-chave.
Comunicacoes breves: devem ser breves e diretas. Seu objetivo € comunicar com
rapidez resultados ou técnicas particulares. As comunicagcdes ndo devem ocupar mais
do que trés paginas impressas, incluindo figuras e/ou tabelas. Nao devem conter
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referéncias em excesso. As referéncias devem ser citadas no final do texto, com o
mesmo formato usado em artigos completos. Um resumo breve e trés palavras-chave
devem ser apresentados.

Formato alternativo: os manuscritos podem ser submetidos seguindo os "Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals" produzidos pelo
International Committee of Medial Journal Editors, também conhecidos como
Vancouver Style. Nesse caso, os autores devem seguir as diretrizes da quinta edicao
(Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no
websitehttp://www.acponline.org/journals/resource/unifregr/htm), sendo
responsaveis por modificar o manuscrito onde diferir das instrugGes aqui
apresentadas, se o0 manuscrito for aceito para publicacdo. Os autores também deverao
seguir os Uniform Requirements para quaisquer outras diretrizes omitidas nestas
instrucdes.

No caso de ensaios clinicos, é obrigatério informar o nimero de inscrigdo da
plataforma REBEC.

Os autores também devem fornecer uma declaracdo de que os dados/resultados do
manuscrito ndo sao plagio e ndo foram publicados anteriormente.

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicacdo, os autores devem
enviar:

1. uma declaracdo de affidavit fornecida pela producdo editorial da revista e assinada
por todos os autores. Autores de diferentes paises ou instituicdes podem assinar em
diferentes folhas que contenham a mesma declaracao;

2. uma declaracao de copyright fornecida pela producgdo editorial da revista, assinada
pelo autor correspondente;

3. Taxas: a revista ndo cobra taxas para publicacdo;

4. Provas: serao enviadas provas tipograficas aos autores para a correcdo de erros de
impressao. As provas devem retornar para a Producdo Editorial na data estipulada.
Outras mudancas no manuscrito original ndo serdo aceitas nesta fase.
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