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RESUMO 

 
HELLEN ALBUQUERQUE ZISSOU 

 

FOSFOLIPASE A₂ SECRETÓRIA DO GRUPO V E INFECÇÃO POR Schistosoma 

mansoni: ANÁLISE DO IMPACTO DE GÊNERO EM MODELO EXPERIMENTAL 

MURINO 

 

Orientadores: Bruno Lourenço Diaz e Christianne Bandeira de Melo 

 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

A enzima fosfolipase A2 secretória do grupo V (sPLA₂gV) parece ser uma molécula 

imunomodulatória com impacto na definição do perfil da resposta imune a ser instalado em 

diferentes contextos fisiopatológicos. Um modelo experimental interessante para investigar o 

papel da sPLA₂gV na polarização da resposta é a infecção por S. mansoni, visto que esta 

caracteriza-se por instalação inicial de uma resposta imunológica de tipo 1, seguida por 

polarização da resposta para o tipo 2. Camundongos C57BL/6 versus BALB/c apresentam 

diferentes perfis de montagem da resposta imune frente a diferentes estímulos, sendo o gatilho 

de resposta Th1 predominante em camundongos C57BL/6, enquanto animais BALB/c 

preferencialmente montam resposta tipo 2 caracterizada por inflamação eosinofílica. Mais 

ainda, diferenças de gênero em modelos experimentais murinos são observadas no 

desenvolvimento da infecção, que parecem ser parcialmente ocasionadas pela ação de 

hormônios sexuais, indicando ser necessário estudo de moléculas regulatórias durante este 

modelo de infecção. Dessa forma, o estudo visou a identificação do modelo experimental 

murino ideal para se investigar o papel da sPLA₂gV no contexto da infecção por S. mansoni. 

Acompanhamos o desenvolvimento da infecção em machos e fêmeas, C57BL/6 e BALB/c, em 

animais deficientes para a enzima sPLA2gV e selvagens, através da avaliação de sobrevida, da 

carga parasitária e resposta do tipo 2. A análise da sobrevida dos animais infectados por S. 

mansoni mostrou que, dentre os quatro modelos estudados, apenas “C57BL/6 macho” exibe 

diminuição de sobrevida dos animais deficientes para a sPLA2gV a partir do 55º dia de infeção. 

A quantificação de ovos presentes nas fezes foi realizada com 20, 30, 45, 55 e 75 dias de 

infecção, onde em machos C57BL/6 selvagens, ovos são detectáveis nas fezes com 45 dias, 

atingem número máximo com 55 e decaem com 75 dias de infecção. Apesar de cinética similar, 
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fêmeas C57BL/6 e ambos os gêneros de BALB/c exibem deposição de ovos nas fezes com 

magnitude inferior. Em animais C57BL/6 machos deficientes para a enzima, o número de ovos 

de S. mansoni encontrados nas fezes em 55 dias de infecção mostrou-se marcadamente reduzido 

comparado aos animais WT, enquanto os outros modelos animais estudados não mostraram 

diferença significativa.. Para análise da eosinofilia peritoneal os animais foram eutanasiados 

com 55 dias. Resultado similar foi encontrado para o parâmetro de eosinofilia peritoneal 

induzida pela infecção, onde os machos C57BL/6 também desenvolveram reação eosinofílica 

de maior intensidade que se mostrou sensível à ausência da enzima. Como marcador de 

estabelecimento de resposta imune do tipo 2, foram avaliados também os níveis de IL-13 no 

sobrenadante do lavado peritoneal, onde o grupo de camundongos “C57BL/6 macho” 

apresentou redução acentuada da citocina em animais deficientes para a enzima sPLA₂gV, 

enquanto os modelos “C57BL/6 fêmea”, “BALB/c macho” e “BALB/c fêmea” não exibiram 

diferenças significativas entre animais selvagens (WT) e com ausência da enzima (Pla2g5-/-). 

Assim, selecionamos camundongos C57BL/6 machos como modelo experimental ideal para o 

estudo do papel da enzima sPLA₂gV na infecção por Schistosoma mansoni.  

 

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, sPLA₂gV, Resposta Imune do tipo 2, C57BL/6, 

Macho, Fêmea 
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GROUP V SECRETORY PHOSPHOLIPASE A2 AND INFECTION BY Schistosoma 

mansoni: ANALYSIS OF GENDER IMPACT IN A MURINE EXPERIMENTAL MODEL 

 

Orientadores: Bruno Lourenço Diaz e Christianne Bandeira de Melo 

 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

Group V secretory phospholipase A2 enzyme (sPLA₂gV) appears to be an immunomodulatory 

molecule with an impact on the definition of the immune response profile to be installed in 

different pathophysiological contexts. An interesting experimental model to investigate the role 

of sPLA2gV in response polarization is S. mansoni infection, as it is characterized by the initial 

installation of a type 1 immune response, followed by type 2 response polarization. Mice 

C57BL/6 versus BALB/c present different profiles of mounting the immune response to 

different stimuli, with the Th1 response being predominant in C57BL/6 mice, while BALB/c 

animals preferentially mount a type 2 response characterized by eosinophilic inflammation. 

Furthermore, gender differences in experimental murine models are observed in the 

development of the infection, which seem to be partially caused by the action of sex hormones, 

indicating the need to study regulatory molecules during this model of infection. Thus, the study 

aimed to identify the ideal murine experimental model to investigate the role of sPLA2gV in 

the context of S. mansoni infection. We followed the development of infection in males and 

females, C57BL/6 and BALB/c, in sPLA₂gV -deficient and wild-type animals, by evaluating 

survival, parasite load and type 2 response. The analysis of the survival of animals infected by 

S. mansoni showed that, among the four models studied, only “C57BL/6 male” showed a 

decrease in the survival of animals deficient for sPLA2gV from the 55th day of infection. The 

quantification of eggs present in the feces was performed at 20, 30, 45, 55 and 75 days of 

infection, in wild-type C57BL/6 males, eggs are detectable in feces at 45 days, peak at 55 days 

and decay at 75 days of infection. Despite similar kinetics, C57BL/6 females and both BALB/c 

genera exhibit lower magnitude egg deposition in feces. In male C57BL/6 animals deficient for 

the enzyme, the number of S. mansoni eggs found in the feces at 55 days of infection was 
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markedly reduced compared to WT animals, while the other animal models studied showed no 

significant difference. For the analysis of peritoneal eosinophilia the animals were euthanized 

at 55 days. A similar result was found for the infection-induced peritoneal eosinophilia 

parameter, where C57BL/6 males also developed a higher intensity eosinophilic reaction that 

was sensitive to the absence of the enzyme. As an indicator of the establishment of a type 2 

immune response, the levels of IL-13 were also evaluated, where the group of “C57BL/6 male” 

mice showed a marked reduction in cytokine in animals deficient for the sPLA₂gV enzyme, 

while the “C57BL /6 female”, “BALB/c male” and “BALB/c female” did not show significant 

differences between wild-type animals (WT) and sPLA₂gV-deficient animals (Pla2g5-/-). Thus, 

we selected male C57BL/6 mice as the ideal experimental model for studying the role of the 

sPLA₂gV enzyme in Schistosoma mansoni infection. 
 

 

Key words: Schistosoma mansoni, sPLA₂gV, Type 2 response, C57BL/6, Male, Female 
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Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de 

Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 

para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 

e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

A esquistossomose é uma doença causada predominantemente pelo parasita Schistosoma 

mansoni. Essa doença é de grande relevância no cenário global, devido à severidade do quadro 

clínico e marcante prevalência. A partir da infecção pelas cercárias, que são a forma infectante 

do parasita, ocorre a instalação de resposta imunológica com o intuito de eliminação do 

helminto. Essa resposta tem características especificas de acordo com a fase de 

desenvolvimento da infecção, sendo assim, durante a fase aguda, a resposta imunológica é 

predominantemente de perfil tipo 1, com a presença de células como macrófagos que tem como 

objetivo eliminar as formas adultas do parasita. No entanto, após a deposição de ovos do S. 

mansoni, a resposta imunológica muda de perfil para o tipo 2 com surgimento de células como 

os linfócitos Th2, que liberam citocinas que irão favorecer recrutamento de outras células para 

o local da infecção, provocando inflamação. O objetivo desse trabalho foi entender qual modelo 

experimental em camundongos é o ideal para o estudo do papel de uma enzima que parece ser 

regulatória no estabelecimento da resposta imunológica durante a infecção por Schistosoma 

mansoni, tendo em vista que existem diferenças relacionadas ao gênero dos animais durante a 

infecção devido à presença de hormônios sexuais e outras possíveis moléculas. Para isso, foi 

realizada a infecção de camundongos machos e fêmeas, com ou sem a presença da enzima, e 

de dois modelos diferentes (C57BL/6 e BALB/c). Esses grupos foram avaliados no decorrer da 

infecção, através de: verificação da taxa de mortalidade dos animais, quantidade de ovos 

liberados nas fezes e análise da presença de células marcadoras de uma infecção por parasita e 

da resposta de perfil tipo 2. Com isso, verificou-se que os camundongos machos C57BL/6 são 

o modelo ideal para o estudo do papel da enzima, pois nesse grupo a enzima: apresenta função 

protetora contra a mortalidade causada pela infecção; leva a mudanças na liberação de ovos nas 

fezes; e ainda, parece contribuir para a instalação de uma resposta protetora de perfil tipo 2. 
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           1. INTRODUÇÃO 

1.1. Fosfolipases 

As fosfolipases (PL) são enzimas lipolíticas capazes de hidrolisar fosfolipídios, sendo 

assim responsáveis pela conversão dessas moléculas em mediadores lipídicos, que por 

participarem de vias de transdução de sinal, proliferação, apoptose e transporte de membrana 

na célula, podem levar à progressão de patologias. A subdivisão das PLs ocorre de acordo com 

o sítio de clivagem do fosfolipídio, podendo ser 4 famílias: A (A1 e A2), B, C e D (Figura 1) 

(Bou Khalil et al., 2010; Sandoval, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Sítios de clivagem das diferentes famílias de Fosfolipases nos fosfolipídeos. Representação do sítio 

de clivagem das diferentes Fosfolipases. As fosfolipases B  possuem ao mesmo tempo a atividade da PLA1 e PLA2.  

Fonte: Shayman, J.A., Tesmer, J.J.G. Lysosomal phospholipase A2. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular 

and Cell Biology of Lipids, (2019). 

 

A família das fosfolipases A₂ (PLA₂) hidrolisam a ligação na posição sn-2, formando 

ácidos graxos e lisofosfolipídios. As PLA₂ se dividem em 3 principais classes: dependente de 

Ca2+ citosólica (cPLA₂), independente de Ca2+ intracelular (iPLA₂) e secretória (sPLA₂). É 

importante destacar que a PLA₂ citosólica exerce papel fundamental em processos 

inflamatórios, uma vez que sua ação vai levar à liberação e disponibilidade do ácido 

araquidônico que é substrato necessário para biossíntese de eicosanóides (Boilard et al., 2010; 
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Murakami et al., 2011; Henderson et al., 2013; Sharma et al., 2014; Filkin, Lipkin e Fedorov, 

2020). 

No genoma humano foram codificados 10 genes de PLA₂ do tipo secretória, mais 

especificamente, a fosfolipase A2 secretória do grupo V (sPLA2gV) é uma enzima de tamanho 

14 kDa, que tem seu papel funcional estudado de forma mais direta a partir da geração de 

camundongos deficientes na enzima sPLA₂gV. Esses camundongos “knockout” foram descritos 

como ferramenta experimental de estudo por Satake, Diaz, e colaboradores em 2004. O estudo 

em questão evidenciou que a sPLA₂gV exerce função regulatória na geração de eicosanóides, 

porém de forma secundária e auxiliando na amplificação e ativação sequencial da cPLA2, já 

conhecida pelo papel essencial na disponibilização de ácido araquidônico para biossíntese de 

leucotrienos e prostaglandinas. Ainda, para entender a relação da enzima e da produção de 

eicosanóides, foram avaliados os macrófagos peritoneais de camundongos Pla2g5-/- in vitro, e 

geração de leucotrieno cisteínado (CysLT) a partir de um ensaio utilizando injeção de zymosan 

in vivo, onde os resultados obtidos exibiram redução nos níveis de leucotrieno cisteínado 

(CysLT) e PGE2 em camundongos Pla2g5-/-, evidenciando o envolvimento da sPLA₂gV na 

produção de eicosanóides induzida por zymosan (Satake et al., 2004; (Kikawada, Bonventre e 

Arm, 2007).  

A enzima sPLA₂gV é capaz de mediar efeitos biológicos múltiplos, incluindo 

metabolismo lipídico, migração leucocitária, inflamação das vias aéreas, atividade 

transcricional, fagocitose e trombose (Henderson et al., 2013; Htwe et al.,2021). A sPLA₂gV 

foi identificada como sendo expressa em macrófagos de linhagem P338D1 (Balboa et al., 1996; 

Kessen et al., 2005), mastócitos derivados de medula óssea (Bingham et al., 1999), células Th2 

(Ho et al., 2001), neutrófilos humanos (Degousee et al., 2002) e células epiteliais pulmonares 

(Masuda et al., 2005).  

Faz-se importante aqui destacar que a sPLA₂gV parece ainda ter papel imunoregulatório 

voltado para o estabelecimento de resposta do Tipo 2. Especificamente, identificou-se a 

participação da enzima em patologias que possuem inicialmente uma fase Th1 seguida de 

polarização para resposta imune do Tipo 2, como modelos de asma e a leishmaniose 

(Giannattasio et al., 2010; Zamith-Miranda et al., manuscrito em preparação). Alinhado a estes 

achados, Sato e colaboradores (2014) mostraram através da utilização do camundongo Pla2g5-

/-, que a enzima sPLA₂gV atua de maneira a desempenhar papel anti-inflamatório na obesidade, 

uma vez que camundongos com ausência da enzima apresentaram obesidade de forma mais 
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intensa e maior resistência à insulina. Além disso, houve indícios de que a ausência da enzima 

levou à diminuição de resposta Th2/M2, assim agravando o quadro inflamatório em contexto 

de obesidade, visto que a enzima estaria envolvida na disponibilização de ácido graxo e 

consequentemente na polarização de macrófagos M1 para M2 (Sato et al., 2014). 

A cPLA2 (citosólica) é reconhecida como a principal responsável pela disponibilização 

de ácido araquidônico para síntese de eicosanóides, então para o entendimento do potencial 

envolvimento da sPLA₂gV nesse contexto, foi realizado outro estudo relevante, que consistiu 

na utilização do modelo de camundongo deficiente para a enzima (Pla2g5-/-) em linhagens 

C57BL/6 e BALB/c, para análise da participação da (sPLA₂gV) na produção de eicosanóides 

por mastócitos derivados de cultura de medula óssea (BMMC). Os mastócitos (BMMC) de 

animais C57BL/6 deficientes para sPLA₂gV apresentaram redução na geração imediata e tardia 

de PGD2, no entanto, em modelos em que se utilizou animais BALB/c Pla2g5-/-, não foi 

possível observar tal redução em ambas as fases de produção de eicosanóides. Identificou-se 

que a enzima sPLA₂gV atua na amplificação da geração tardia de PGD2 através da indução de 

expressão de COX-2, de forma dependente da linhagem de camundongo (Diaz et al., 2006). 

Dessa forma, considerando o aparente papel imunoregulatório da sPLA₂gV voltado para 

o estabelecimento de resposta imune do Tipo 2, a infecção por Schistosoma mansoni representa 

um interessante modelo experimental para investigação funcional da enzima, uma vez que 

apresenta perfil de resposta similar aos observados em outras patologias citadas acima. 

 

1.2. Esquistossomose: aspectos epidemiológicos 

A esquistossomose é uma doença tropical parasitária negligenciada, causada pelo 

trematódeo Schistosoma, que acomete cerca de 258 milhões de pessoas no mundo, além de 779 

milhões de indivíduos que estão sob risco de infecção por viverem em áreas endêmicas. A 

doença está associada ao baixo nível socioeconômico e é encontrada principalmente em países 

da América Latina, África e Leste Mediterrâneo, devido à restrição do hospedeiro intermediário 

a esses locais (Figura 2) (McManus et al., 2018; OMS, 2020).  

A esquistossomose pode se apresentar em duas principais formas: a intestinal e a 

urogenital. A infecção é prevalente em áreas tropicais e subtropicais que não possuem 

saneamento adequado e água potável e é causada principalmente por cinco espécies. A 
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esquistossomose intestinal pode ser causada pelas seguintes espécies: Schistosoma guineenses; 

Schistosoma intercalatum; Schistosoma mansoni; Schistosoma japonicum; e Schistosoma 

mekongi. Enquanto a esquistossomose urogenital é causada pelo Schistosoma haematobium 

(Jenkins-Holick e Kaul, 2013; Le e Hsieh, 2017). 

A esquistossomose afeta principalmente regiões pobres e rurais, entre os indivíduos 

vulneráveis à infecção, estão: agricultores, crianças com higiene inadequada e mulheres que 

realizam trabalhos domésticos em água contaminada. De forma geral, a infecção ocorre através 

do contato com formas larvais do parasita, presentes em água contaminada, capazes de penetrar 

a pele do indivíduo. Já a transmissão ocorre quando um indivíduo infectado contamina a água 

a partir da liberação de ovos presentes em suas fezes, no entanto, alguns ovos ficam retidos nos 

tecidos e esse evento pode causar imunopatologias e danos teciduais em órgãos como o fígado, 

por exemplo (Gryseels et al., 2006; Osakunor, Woolhouse e Mutapi, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Mapa do status da esquistossomose em países endêmicos em 2020. As estatísticas mostraram que 

61.58% dos países são não endêmicos (branco), 25.12% precisaram de quimioterapia preventiva (laranja escuro), 

8,87% tem a interrupção de transmissão a ser confirmada (laranja claro); 2,96 % precisam confirmar o status de 

transmissão (laranja médio) e no restante dos países as estimativas não foram aplicáveis (cinza). Adaptado de 

Organização Mundial da Saúde (2021).  
Disponível em: https://apps.who.int/neglected_diseases/ntddata/sch/sch.html  

 

 

 

A esquistossomose intestinal pode levar à apresentação de diversos sintomas 

relacionados à exposição do hospedeiro aos ovos do parasita em seu sistema, como: dor 

abdominal, febre, sangue nas fezes e diarreia. O aumento do fígado é comumente observado 

about:blank
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em estágios avançados da doença, e está associado com o acúmulo de fluido na cavidade 

peritoneal e hipertensão portal. Há também casos de aumento do conteúdo esplênico. Em 

relação à esquistossomose urogenital, o sintoma mais comum é a presença de sangue na urina, 

e em casos avançados há presença de fibrose na bexiga e danos renais. Há também casos de 

aumento do conteúdo esplênico. Em relação à esquistossomose urogenital, o sintoma mais 

comum é o aumento do conteúdo esplênico. Em relação à esquistossomose urogenital, o 

sintoma mais comum é a presença de sangue na urina, e em casos avançados há presença de 

fibrose na bexiga e danos renais. A esquistossomose em sua fase crônica pode causar 

incapacidade ou morte dos indivíduos infectados. O alto índice de óbitos causados pela doença 

pode estar relacionado ao câncer de bexiga, falha hepática e renal, por exemplo (Caldas, 2008; 

Le e Hsieh, 2017). 

Em crianças, a doença pode causar anemia, atrofia e diminuição na capacidade de 

aprendizado, no entanto, esses efeitos normalmente são reversíveis quando realizado tratamento 

(Osakunor, Woolhouse e Mutapi, 2018). 

O diagnóstico da esquistossomose é realizado através da detecção de ovos do parasita 

nas fezes ou urina do hospedeiro infectado. Na esquistossomose intestinal, os ovos podem ser 

detectados por técnica padrão conhecida como Kato-Katz, que consiste em análise 

microscópica do conteúdo fecal, viabilizando a identificação dos característicos ovos de 

Schistosoma devido à presença de espícula lateral (Figura 3). Entretanto, essa detecção só pode 

ser realizada cerca de oito semanas após a infecção, quando o parasita passa a liberar ovos no 

sistema do hospedeiro (Katz, Chaves e Pellegrino, 1972; Rabello, 1997; Ross et al., 2002). 
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Figura 3:  Ovos de Schistosoma mansoni. É possível observar a presença de espícula lateral característica dos 

ovos do parasita. Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2019. Disponível em: 

https://www.cdc.gov/dpdx/schistosomiasis/index.html  

 

Em áreas de transmissão de Schistosoma mansoni, é possível fazer a detecção de 

anticorpos e antígenos em amostras de sangue ou urina, utilizando-se o teste de CCA 

(“Circulating Cathodic Antigen”). Mas em áreas não-endêmicas, podem ser realizados testes 

sorológicos para determinar a possível exposição à infecção e a necessidade de exames para 

acompanhamento e tratamento (Tchuenté et al., 2012; Elbasheir, Karti e Elamin, 2020). 

Para esquistossomose urogenital, a técnica mais utilizada para diagnóstico é a de 

filtração. Crianças infectadas com Schistosoma haematobium quase sempre apresentam sangue 

em proporção microscópica na urina, podendo assim, ser detectado através de tiras de reagente 

(Le e Hsieh, 2017). 

O tratamento da esquistossomose consiste na utilização do fármaco Praziquantel, sendo 

o único medicamento disponível contra a infecção. O fármaco anti-esquistossomótico oferece 

segurança, baixo custo, fácil distribuição e eficácia. No entanto, atualmente, a quimioterapia 

preventiva em larga escala têm sido a ferramenta mais eficaz para o controle da doença, visto 

que é um fármaco pouco efetivo nos estágios inicias do desenvolvimento parasitário e mais 

efetivo contra as formas adultas do verme. Considerando o grupo infantil como um dos mais 

vulneráveis à infecção, os programas de quimioterapia preventiva possuem foco em crianças 

em idade escolar. O medicamento é também distribuído para a população em risco através de 

programas de administração em massa. Há, porém, uma preocupação com o desenvolvimento 

de resistência associada a esse fármaco, uma vez que a utilização desse fármaco é realizada em 

about:blank
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massa e repetidas vezes pela população (Zwang e Olliaro, 2014; Vale et al., 2017; Osakunor, 

Woolhouse e Mutapi, 2018). 

 

1.3. Infecção por Schistosoma mansoni 

O ciclo de vida do Schistosoma mansoni depende do hospedeiro definitivo, sendo o 

homem o principal, e de um hospedeiro intermediário, o caramujo do gênero Biomphalaria 

glabrata. Os ovos de Schistosoma mansoni eclodem ao entrar em contato com a água, liberando 

os miracídios, que são larvas capazes de infectar o hospedeiro intermediário. O caramujo 

infectado libera então as cercárias na água, forma infectante do homem. Após a penetração na 

pele do hospedeiro definitivo, a cercária se transforma em esquistossômulo, o qual é capaz de 

alcançar a circulação sanguínea e ser transportado de forma passiva até o coração. É então 

bombeado para o pulmão e em seguida retorna para o coração para atingir assim a circulação 

sistêmica. Os esquistossômulos ao chegarem no sistema portal terminam seu desenvolvimento, 

amadurecendo em adultos com sexos dimórficos. O verme macho mantém a fêmea em seu 

canal ginecóforo, o par migra do fígado para as veias mesentéricas, onde ocorre a cópula e a 

oviposição. Então, parte dos ovos migra para o tecido hepático, induzindo a formação de 

granulomas. No tecido hepático, o granuloma não pode ser eliminado tornando-se fibrótico no 

decorrer do tempo. No entanto, para dar continuidade ao ciclo biológico, os ovos precisam 

amadurecer para serem eliminados pelas fezes (Figura 4). Alguns ovos não são eliminados por 

não alcançarem o lúmen intestinal, permanecendo no intestino. (Carvalho, Coelho e Lenzi, 

2008; Schwartz, 2018; Nation et al, 2020). 

A infecção por Schistosoma mansoni pode ser dividida em 2 fases: aguda e crônica. A 

fase aguda pode ser assintomática ou sintomática, de forma a apresentar a dermatite cercariana 

no sítio onde houve exposição à cercária, além de sintomatologia da Febre Katayama, como 

linfoadenopatia, dor abdominal, cefaleia, febre, e a hepatoesplenomegalia característica. Com 

a progressão da doença, cerca de 6 meses após a infecção, observa-se a fase crônica, surgindo 

sinais de complicação, como: fibrose hepática, hemorragia digestiva e insuficiência hepática 

(McManus et al., 2018; Ministério da Saúde, 2019). 
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Figura 4: Ciclo biológico do S. mansoni. (1) Liberação de Ovos de S. mansoni nas fezes do indivíduo infectado; 

(2) Liberação de miracidios a partir da eclosão dos ovos; (3) Miracídios invadem o caramujo do gênero 

Biomphalaria sp.(hospedeiro intermediário); (4) Esporocistos multiplicam-se em gerações sucessivas de 

caramujos; (5) Liberação das cercárias do caramujo para a água; (6) Penetração das cercarias na pele humana; (7) 

Transformação das cercárias em esquistossomulos; (8) Disseminação pelo sangue; (9) Migração para o fígado 

onde se maturam em formas adultas; (10) Acasalamento dos adultos e migração para o intestino onde produzem 

ovos que são excretados com as fezes Adaptado de Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC), 2017. 

 

 

1.4. Resposta imunológica na esquistossomose mansônica 

Infecções causadas por Schistosoma mansoni levam à exposição do hospedeiro à 

diferentes antígenos durante os estágios do complexo ciclo de vida do parasita. Durante a fase 

aguda da esquistossomose, antes da presença de ovos do parasita nas fezes, a resposta é 

direcionada ao antígeno do parasita sendo predominantemente de Tipo 1, caracterizada pelo 

aumento dos níveis de citocinas IL-1, IL-6, além da presença de macrófagos que secretam óxido 

nítrico e linfócitos liberando citocinas do tipo fator de necrose tumoral (TNF-α) e interferon 

(IFN-γ). Com a cópula dos vermes adultos e posterior liberação de ovos, a resposta de Tipo 1 

sofre polarização para o perfil Tipo 2, caracterizada pela liberação das citocinas IL-4, IL-5 e 

IL-13, responsáveis por promover aumento característico de níveis sistêmicos de eosinófilos 

(Figura 5) (Dunne e Cooke, 2005; Zheng et al., 2020). 
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Figura 5: Resposta imunológica durante a infecção por S. mansoni. Nas primeiras semanas de infecção, antes 

da liberação dos ovos, a resposta imunológica é prioritariamente de perfil Thl com a presença de macrófagos 

secretando óxido nítrico (NO) e linfócitos liberando citocinas INF e IFN-y. Após a liberação dos ovos, a resposta 

é polarizada para o perfil Th2 caracterizada pela liberação de citocinas pró inflamatórias como IL-4, IL-5 e IL-13. 

A partir da décima segunda semana de infeção a resposta tem caráter mais regulatório com a liberação de citocinas 

como IL-10 e TGF-β.  

 

O declínio da resposta Tipo 1 é gerado não apenas pela presença do antígeno solúvel do 

ovo do parasita, mas também por células CD25+CD4+ produtoras de IL-10, ambos capazes de 

inibir a secreção de IL-12 pelas células dendríticas, além de induzir a polarização da resposta 

para o tipo 2 que em conjunto com a resposta T regulatória, é capaz de impedir o 

desenvolvimento da resposta Tipo 1 (McKee e Pearce, 2004). 

Com o desenvolvimento da resposta imune do Tipo 2, os níveis de Imunoglobulina E 

aumentam paralelamente aos níveis de eosinófilos circulantes, com liberação de citocinas do 
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tipo 2, como: IL-4 e IL-5, responsáveis por auxiliar as células B na mudança de isotipo de 

imunoglobulinas para IgE, e de atuar como fator de crescimento e sobrevivência para 

eosinófilos, respectivamente (Mosmann, 1992). 

Em decorrência da liberação de ovos pelas fêmeas do parasita, observa-se o surgimento 

de inflamação nos tecidos hepático e intestinal. Essa resposta imune desempenha papel 

fundamental na determinação da intensidade da doença. A resposta imune mediada por células 

TCD4+ é essencial para evitar danos nos hepatócitos durante a infecção, que poderiam ser 

causados por moléculas secretadas pelos ovos de Schistosoma mansoni (Figura 6). Nesse 

sentido, essas células são responsáveis pelo início da resposta granulomatosa ao redor dos ovos 

presentes nos tecidos, na tentativa de contê-los e impedir danos hepáticos gerados por toxinas 

(Hams et al., 2013). 

Os granulomas são importantes mecanismos imunológicos no contexto da infecção por 

Schistosoma mansoni. Essa resposta granulomatosa atinge o ápice entre a oitava e décima 

semana após a infecção, com níveis altos de produção de citocinas, que diminuem no decorrer 

da infecção até o estabelecimento da fase crônica entre a décima sexta e a vigésima semana. Os 

eosinófilos constituem uma das principais populações presentes no granuloma, sendo 

recrutados por citocinas do tipo 2 e associados à resposta protetora contra helmintos (Moore, 

Grove e Warren, 1977). 

 

Figura 6: Cortes histológicos de fígado (corados com H&E). (A) de camundongo depletado de célula TCD4+. 

(B) de camundongo normal. Setas apontando os ovos de S. mansoni. Fonte: Hams, E.; Aviello, G.; Fallon, P.G. 

The Schistosoma Granuloma: Friend or Foe? Frontiers in Immunology (2013). 

Com a instalação da fase crônica da doença, a resposta imune do Tipo 2 pode apresentar 

um caráter nocivo, visto que a IL-13 produzida por linfócitos Th2 é uma citocina pró fibrótica 

e está associada ao desenvolvimento de fibrose hepática, de forma a auxiliar no estabelecimento 

de um processo imunopatológico (Hams et al., 2013). 
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1.5. Eosinófilos na infecção por S. mansoni  

Os eosinófilos são granulócitos, com núcleos bilobados característicos, que se 

desenvolvem na medula óssea a partir de progenitores pluripotentes, e são constantemente 

associadas à participação da resposta protetora contra helmintos. Essas células apresentam 

grânulos que possuem quatro principais proteínas, como a proteína eosinofílica básica principal 

(MBP), proteína eosinofílica catiônica (ECP), peroxidase eosinofílica (EPO) e neurotoxina 

derivada de eosinófilos (EDN), além disso, os grânulos são capazes de armazenar citocinas, 

enzimas e fatores de crescimento. Tanto MBP quanto ECP apresentaram atividade 

antiparasitária em estudo in vitro, sendo assim proteínas tóxicas para schistosomulos e para 

larvas de Schistosoma mansoni, porém estudos com manipulação de eosinófilos em modelos 

murinos não apresentou impacto significativo no desenvolvimento da doença durante infecção 

por Schistosoma mansoni. (Rosenberg, Dyer e Foster, 2012). 

 É importante destacar que em modelos de infecção por Schistosoma mansoni, a resposta 

predominante é a do tipo 2, logo, linfócitos Th2 ativados levam à produção de citocinas do tipo 

2, entre elas a IL-5, conhecida por apresentar papel central no desenvolvimento, ativação e 

recrutamento de eosinófilos. O aumento de IL-5 sérica ocorre, principalmente, em resposta à 

deposição de ovos do helminto com cerca de 6 a 8 semanas de infecção, e é responsável pela 

geração do quadro de eosinofilia sanguínea. Os eosinófilos são então recrutados para os 

granulomas hepáticos em fase de desenvolvimento (Swartz et al., 2006; Rosenberg, Dyer e 

Foster, 2012). 

Portanto, existe um questionamento sobre a participação ativa dos eosinófilos em 

infecções por helminto ou a possibilidade de serem apenas marcadores nesses contextos 

fisiopatológicos. Enquanto observa-se altos níveis de eosinófilos em resposta à infecção 

helmíntica e a degranulação responsável pelos danos ao parasita em modelos in vitro, o mesmo 

não foi observado em alguns estudos in vivo (Swartz et al., 2006). 

 

1.6. Camundongos de linhagem BALB/c e C57BL/6 

Classicamente estudos com modelos experimentais murinos empregando as linhagens 

BALB/c versus C57BL/6, revelam que existem diferenças na montagem da resposta 

imunológica frente a diferentes estímulos entre essas duas linhagens. De forma geral, 

camundongos C57BL/6 apresentam reposta imune predominantemente de perfil Tipo 1, 
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enquanto camundongos BALB/c apresentam preferencialmente montagem de resposta de perfil 

Tipo 2.  Em linhas bem gerais, observa-se que os linfócitos T de animais C57BL/6 

preferencialmente produzem e liberam níveis elevados de IFNγ e baixos de IL-4, enquanto que 

em animais BALB/c ocorre o oposto, favorecendo a produção de altos níveis de IL-4 e baixos 

de IFNγ. É importante destacar que tanto a resposta imune do Tipo 1 quanto a do Tipo 2 são 

importantes, muitas vezes sequenciais e até complementares para diferentes condições 

fisiopatológicas para garantir a efetividade da resposta imune global. Por exemplo, no contexto 

de infecção por Schistosoma mansoni, enquanto as citocinas do Tipo 1 são importantes durante 

os estágios iniciais dérmicos (cercárias) e frente à migração do schistosomulo, as citocinas do 

Tipo 2 são importantes na fase crônica da doença, quando ocorre deposição de ovos e formação 

de granulomas (Infante-Duarte e Kamradt, 1999). 

Além da resposta das células T, a capacidade das células imunes inatas parece ser 

diferente entre essas linhagens de camundongos, possivelmente afetando a imunidade adquirida 

para defesa contra patógenos específicos. Por exemplo, para entender diferenças funcionais da 

atividade macrofágica entre linhagens C57BL/6 e BALB/c de camundongos, um estudo 

demonstrou que macrófagos de camundongos C57BL/6 possuem níveis mais elevados de 

produção de TNF-α e IL-12 quando comparados aos macrófagos de animais BALB/c, frente à 

estímulos com componentes bacterianos, como LPS e MALP-2. Mostrando assim, que a 

resposta presente em animais C57BL/6 é de perfil inflamatório mais associado à Tipo 1 

(Watanabe et al., 2004). 

A infecção por Leishmania major é um dos melhores exemplos para o entendimento da 

regulação entre o balanço de resposta imune do tipo 1/ tipo 2. Por exemplo, frente à infecção 

por L. major, animais BALB/c desenvolvem uma intensa resposta imune do tipo 2, e por isso, 

há o desenvolvimento de um quadro mais intenso da doença, diferente do que ocorre com outras 

linhagens de camundongos que se mostram mais resistentes frente à infecção por L. major 

(Scott et al., 1988). 

 

1.7.  Diferenças relacionadas ao gênero do modelo experimental murino de infecção 

por S. mansoni 

Yamatomo e colaboradores, a partir de um estudo utilizando antígeno solúvel de ovo de 

Schistosoma mansoni (SEA), mostraram que não existem diferenças quanto ao gênero, em 
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animais BALB/c, na produção de IgE antígeno-específica (Yamatomo et al., 2001). No entanto, 

diferenças relacionadas ao gênero de modelos experimentais murinos são observadas no 

desenvolvimento de infecções (Roved, Westerdahl e Hasselquist, 2017). Estudos referentes à 

infecção por Schistosoma mansoni mostraram que em modelo experimental de camundongos 

Swiss OF1, houve diferença na fisiopatologia apresentada, sendo diminuída em animais machos 

quando comparados às fêmeas; essa análise foi realizada a partir dos tamanhos do fígado e baço 

de animais infectados (Eloi-Santos et al., 1992; Boissier et al.,2003). 

De forma interessante, em modelo experimental de camundongos CBA/J, onde machos 

e fêmeas foram infectados de forma subcutânea, ambos os grupos com 45 cercárias de 

Schistosoma mansoni, as fêmeas apresentaram maior taxa de mortalidade do que os machos. 

Esse resultado foi acompanhado por maior carga parasitária observada em fêmeas e de 

recuperação de maior número de vermes adultos presentes em fêmeas infectadas, indicando 

maior suscetibilidade ao desenvolvimento de formas adultas do parasita. A taxa de mortalidade 

foi ainda avaliada em ambos os gêneros de camundongos C57BL/6, que apresentaram dados 

semelhantes aos CBA/J (Eloi-Santos et al., 1992). 

Nakazawa e colaboradores (1997) mostraram que as diferenças de taxa de sobrevida e 

hepatoesplenomegalia em animais CBA/J infectados pelo parasita relacionadas às diferenças 

na carga parasitária, podem estar sob influência negativa da testosterona no desenvolvimento 

do parasita. Nesse estudo, camundongos machos foram privados de sua principal fonte de 

testosterona, resultando em características de sobrevivência similares às de fêmeas. Em 

contrapartida, fêmeas tratadas com testosterona exógena, apresentam taxa de sobrevida, 

hepatoesplenomegalia e carga parasitária semelhantes a um camundongo macho infectado 

(Nazakawa et al., 1997).  

Em conjunto e baseado principalmente neste estudo de Nakazawa e colaboradores 

(1997), postula-se que as diferenças entre os gêneros do modelo experimental murino de 

infecção por Schistosoma mansoni são mediadas por hormônios sexuais. Entretanto, não podem 

ser descartadas ainda a função de outras moléculas regulatórias nas variações de 

susceptibilidade à infecção por S. mansoni entre machos e fêmeas. 
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2. JUSTIFICATIVA  

Com base na literatura, postulamos que a infecção murina por Schistosoma mansoni é 

um modelo interessante para a investigação do papel imunomodulador da enzima fosfolipase 

A₂ do grupo V, por ser um modelo que apresenta inicialmente uma resposta do Tipo 1, mas que 

sofre polarização para a resposta imune do Tipo 2. Sabendo também que camundongos das 

linhagens C57BL/6 e BALB/c produzem diferentes respostas imunológicas frente a diferentes 

estímulos, e que existem diferenças relacionadas aos gêneros dos animais durante a infecção, 

faz-se importante estabelecer qual gênero e linhagem de camundongo (entre C57BL/6 e 

BALB/c) são os ideais para o estudo do papel da enzima sPLA₂gV na esquistossomose 

experimental.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivos gerais 

Identificação do modelo murino experimental ideal para investigação do papel da 

enzima sPLA₂gV no contexto de infecção por Schistosoma mansoni, através da análise do 

impacto de gênero no papel da sPLA2gV durante o modelo de infecção por Schistosoma 

mansoni e análise da influência da linhagem murina C57BL/6 versus BALB/c no papel da 

enzima. 

 

3.2. Objetivos específicos 

Analisar a influência da linhagem murina C57BL/6 versus BALB/c no papel da 

sPLA2gV, e o impacto de gênero no papel da sPLA2gV no modelo experimental murino de 

infecção por Schistosoma mansoni. Esse estudo empregou animais deficientes para a enzima 

como ferramenta experimental, em ambas as cepas e gêneros, para avaliação de:   

- Taxa de sobrevida 

- Carga parasitária no tecido intestinal e fezes dos animais 

- Estabelecimento de resposta imune do tipo 2 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Animais  

Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos C57BL/6 e BALB/c 

machos e fêmeas, selvagens (WT) e deficientes para a enzima fosfolipase A₂ do grupo V 

(Pla2g5-/-), contendo entre 20 e 25g. Animais provenientes do biotério do Laboratório de 

Inflamação do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho e do Laboratório de Animais 

Transgênicos (LAT), ambos da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Durante o 

tempo de infecção os animais foram mantidos em condições de temperatura e luz controladas, 

com oferta de ração e água ad libitum. Os procedimentos foram aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) em Experimentação Científica do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CCS-UFRJ 115/14).  

 

4.2. Genotipagem  

A genotipagem dos animais em acasalamento foi realizada de forma periódica para 

confirmação do genótipo dos animais transgênicos, garantindo que os animais utilizados eram 

realmente deficientes para a enzima sPLA2gV. O DNA genômico (gDNA) foi extraído a partir 

da lise da porção distal da cauda dos animais e submetido à reação de PCR com primers 

específicos para o gene Pla2g5 (WT) e para o cassete de resistência a neomicina (NEO) inserido 

por recombinação homóloga no éxon 3 do gene Pla2g5 dos animais deficientes para sPLA2gV. 

Os produtos do PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2%, a fim de confirmar 

o tamanho dos fragmentos amplificados (Figura 7). A genotipagem foi realizada sempre com 

amostras de animais selecionados para compor caixas de acasalamento, assegurando o genótipo 

da prole. Em cada reação de PCR foi utilizado 500 ng de DNA extraídos das caudas dos animais. 

O DNA foi adicionado ao mix para PCR que possui os primers, solução tampão para Taq 

Polimerase, dNTP’s e a própria Taq Polimerase. 
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Figura 7: Revelação do gel. Colunas 1 e 12 representam o padrão de tamanho de bandas; Coluna 2 e 3 representam 

o controle negativo e o controle positivo, respectivamente; Colunas 4 e 5 representam os camundongos C57BL/6 

com banda de tamanho correspondente ao genótipo selvagem (WT); Colunas 6 e 7 representam os camundongos 

C57BL/6 com banda de tamanho correspondente à deficiência para a enzima sPLA₂gV (KO); Colunas 8 e 9 

representam os camundongos BALB/c positivos para o genótipo selvagem (WT); Colunas 10 e 11 representam 

camundongos BALB/c positivos para a ausência da enzima (KO). 

 

 

4.3. Infecção por Schistosoma mansoni  

O modelo experimental de infecção por Schistosoma mansoni consistiu na utilização de 

camundongos selvagens e deficientes para a enzima sPLA₂gV, machos e fêmeas das linhagens 

C57BL/6 e BALB/c. Antes da infecção, os animais foram colocados em lava pés com 50 mL 

de água destilada por 30 minutos, para garantir que fezes e urina não causassem interferências 

durante a penetração das cercárias. A infecção foi realizada com cerca de 60 cercárias de 

Schistosoma mansoni provenientes de caramujos do gênero Biomphalaria glabrata. No 

momento da infecção, os animais foram colocados em copos de vidro de 300 ml contendo 

solução com as cercárias e foram mantidos por 40 minutos. Os animais não infectados foram 

submetidos ao mesmo processo, no entanto o conteúdo presente no copo era apenas água. A 

eutanásia dos grupos foi realizada com 55 e 75 dias após a infecção para realização das análises. 

A sobrevida dos animais foi avaliada diariamente ao longo do tempo de infecção.  

1 – Padrão  

2 – Controle Negativo 

3 – Controle Positivo 

4 – C57BL/6 WT 

5 – C57BL/6 WT 

6 – C57BL/6 Pla2g5 -/- 

7 – C57BL/6 Pla2g5 -/- 

8 – BALB/c WT 

9 – BALB/c WT 

10 – BALB/c Pla2g5 -/- 

11 – BALB/c Pla2g5 -/- 

12 – Padrão 
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Figura 8: Desenho experimental. Representação do desenho experimental utilizado para o acompanhamento dos 

animais submetidos ou não à infecção por S. mansoni, e retirada de material para análises após a eutanásia dos 

camundongos.  

 

 

4.4. Exame parasitológico de fezes  

Os ovos de Schistosoma mansoni foram quantificados através do método de Kato-Katz, 

que consiste em um teste qualitativo-quantitativo para detecção parasitológica em fezes. Para a 

realização do teste, os animais foram separados de maneira individual e em caixas limpas para 

a coleta das fezes, com 20, 30, 45, 55 e 75 dias de infecção. O conteúdo foi colocado em um 

papel absorvente junto a telas que filtram o material fecal. Em seguida, o conteúdo foi colocado 

no orifício de uma placa perfurada sobre uma lâmina de vidro, até que estivesse completamente 

preenchido (1g). Esse material foi então coberto por uma lamínula já embebida em solução 

diafanizadora verde malaquita e a lâmina foi pressionada para que o conteúdo se espalhasse por 

ela de forma uniforme, em seguida as lâminas ficaram em repouso por pelo menos 60 minutos 

antes da contagem dos ovos. Nesse tipo de avaliação, todos os ovos encontrados na lâmina 

foram contabilizados e o resultado foi multiplicado por 24, como é instruído pelo kit HELM-

TEST.  

 

4.5. Análise de eosinofilia peritoneal   

No momento da eutanásia dos animais, foram retirados os lavados peritoneais para a 

análise das células presentes na cavidade. O lavado foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 

minutos a 4⁰C, em seguida, o sobrenadante foi armazenado e o material sedimentado foi 

ressuspendido em 250 μl de PBS + EDTA para a quantificação de leucócitos totais, através da 

utilização de câmara de Neubauer, a partir de diluição em solução de Turk. Para análise 

diferencial de leucócitos e contagem do percentual de eosinófilos realizou-se um 

citocentrifugado, com o auxílio de uma citocentrífuga (Cientech), com rotação de 600 rpm 
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durante 5 minutos e em seguida as lâminas foram coradas com Panótico. Para a avaliação, foi 

necessário o auxílio de microscopia de campo claro (100x) sob imersão em óleo, onde foram 

contadas 100 células por lâmina.  

 

4.6. Dosagem de citocinas 

Para a dosagem de IL-13 foram utilizados os sobrenadantes retirados das amostras de 

lavado peritoneal no dia da eutanásia, através de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). 

Foram utilizados kits comerciais da Peprotech e BD e o protocolo foi realizado seguindo as 

instruções recomendadas. 

 

4.7. Análise estatística  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os 

dados paramétricos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A 

significância estatística foi avaliada através do teste de análise de variância one-way ANOVA, 

seguido pelo teste Newman-Keuls sendo as diferenças entre as médias consideradas 

estaticamente significativas, quando p < 0,05.  
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5. RESULTADOS 

5.1. A enzima sPLA₂gV protege contra a mortalidade induzida pela infecção por 

S. mansoni apenas em camundongos C57BL/6 machos 

Para a avaliação da taxa de sobrevida frente à infecção por Schistosoma mansoni, 

camundongos tanto selvagens (WT) quanto deficientes para a enzima sPLA₂gV (Pla2g5-/-) 

foram  acompanhados em quatro modelos experimentais, incluindo: (i) C57BL/6 machos; (ii) 

C57BL/6 fêmeas; (iii) BALB/c machos; e (iv) BALB/c fêmeas. Todos foram ou não submetidos 

à infecção por via percutânea com 60 cercárias de Schistosoma mansoni. Os animais foram 

então acompanhados por 75 dias de infecção; exceto o grupo de camundongos BALB/c machos, 

acompanhados por 55 dias. Ao comparar os quatro modelos avaliados, foi possível observar 

que a partir do 55° dia de infecção, apenas o grupo de animais C57BL/6 machos apresentaram 

redução na taxa de sobrevida nos animais Pla2g5-/- quando comparados aos animais selvagens 

do mesmo modelo (Figura 9). Como mostrado na Figura 9A, camundongos C57BL/6 machos 

selvagens possuem taxa de sobrevida de 83,3% ao final dos 75 dias, enquanto animais C57BL/6 

machos Pla2g5-/- apresentam apenas 42,8% de sobrevida. Nos demais modelos estudados 

(C57BL/6 fêmeas e ambos os gêneros de BALB/c), os camundongos deficientes para a enzima 

sPLA₂gV exibiram uma taxa de sobrevida de 100% até a eutanásia realizada no 75° dia de 

infecção, mostrando assim maior resistência frente à infecção pelo helminto quando 

comparados aos C57BL/6 machos (Figura 9B, 9C, 9D). 
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Figura 9: A enzima sPLA₂gV possui papel protetor contra a mortalidade induzida pela infecção por 

Schistosoma mansoni apenas em camundongos C57BL/6 machos. Os gráficos mostram os percentuais de 

sobrevida em quatro modelos: C57BL/6 machos (A), C57BL/6 fêmeas (B), BALB/c machos (C) e BALB/c fêmeas 

(D). Os camundongos selvagens (WT) ou deficientes para a enzima (Pla2g5-/-) foram ou não infectados com 60 

cercárias de S. mansoni e acompanhados por 55 ou 75 dias. Os dados apresentados para cada modelo animal são 

representativos de pelo menos dois experimentos independentes. 

                                                                                                                                                                                                                      

 

5.2. A enzima sPLA2gV possui papel regulador na liberação de ovos de S. mansoni 

apenas nas fezes de camundongos C57BL/6 machos infectados 

Para avaliar o papel que a enzima exerce na carga parasitária durante a infecção por 

Schistosoma mansoni, um dos parâmetros analisados foi a quantificação de ovos do helminto 

liberados nas fezes dos animais infectados selvagens (WT) ou deficientes para a enzima 

(Pla2g5-/-), de linhagens C57BL/6 ou BALB/c, machos ou fêmeas. Para a análise, utilizou-se 

o método de Kato Katz nos dias 20, 30, 45, 55 e 75 após a infecção, gerando assim, gráficos 

com perfil cinético dos quatro modelos acompanhados (Figura 10). Camundongos selvagens 

dos diferentes modelos apresentaram perfil cinético semelhantes, onde houve (i) ausência de 

detecção de ovos nas fezes com 20 e 30 dias após a infecção; (ii), detecção de ovos a partir de 

45 dias de infecção (exceção para BALB/c machos); (iii) pico de detecção com 55 dias de 

infecção; e (iv) aos 75 dias de infecção o perfil mostrou declínio no número de ovos detectados 

(Figura 10). Com relação à deficiência para a enzima, é possível observar que a mesma exerce 

papel importante na regulação da liberação de ovos nas fezes, principalmente no modelo de 

camundongos C57BL/6 machos aos 55 dias de infecção, onde atua de forma mais acentuada, 

levando à menores quantidades de ovos observados nos animais deficientes para a enzima 

quando comparados aos animais selvagens (Figura 10A). O mesmo não foi observado nos 

demais modelos, que não apresentaram diferenças significativas entre camundongos WT e 

Pla2g5-/-. Vale, ainda, destacar que a quantidade de ovos detectados nas fezes dos dois grupos 

de animais C57BL/6, revela magnitude superior da infecção em machos, com cerca de 1500 

ovos/grama de fezes enquanto C57BL/6 fêmeas exibem menos de 500 ovos/grama de fezes 

(Figura 10A e 10B). 
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Figura 10: A enzima sPLA₂gV possui papel mais expressivo na regulação da liberação de ovos apenas nas 

fezes de camundongos C57BL/6 machos. Os gráficos exibem o perfil cinético da quantificação de ovos de S. 

mansoni nas fezes de camundongos selvagens (WT) ou deficientes para a enzima sPLA₂gV (Pla2g5-/-) em quatro 

modelos: C57BL/6 machos (A), C57BL/6 fêmeas (B), BALB/c machos (C) e BALB/c fêmeas (D). O perfil foi 

montado a partir de fezes coletadas com 20, 30, 45, 55 e 75 de infecção, por método de Kato Katz. Os dados 

apresentados são representativos de dois experimentos independentes para cada modelo animal (C57BL/6 e 

BALB/c de ambos os gêneros). #p<0,05 em relação ao grupo C57BL/6 WT macho. n.d.= não determinado. 

 

 

5.3. A enzima sPLA₂gV parece mediar o estabelecimento de eosinofilia peritoneal 

característica da infecção por S. mansoni apenas em camundongos C57BL/6 machos 

infectados 

Para avaliar a capacidade da enzima sPLA2gV de atuar de maneira a induzir a eosinofilia 

peritoneal, que é um marcador característico da infecção pelo Schistosoma mansoni, foram 

retirados lavados peritoneais no dia da eutanásia (55 dias após a infecção) para verificação das 

células presentes na cavidade peritoneal através de contagem total e diferencial de leucócitos 

de camundongos selvagens (WT) ou deficientes para a enzima (Pla2g5-/-), machos ou fêmeas, 

C57BL/6 ou BALB/c (Figura 11). Os resultados obtidos mostram que a infecção por 

Schistosoma mansoni é capaz de induzir eosinofilia nos animais selvagens (WT) infectados 

quando comparados aos não infectados. Os quatro grupos estudados exibiram um perfil de 
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indução de eosinofilia semelhantes após infecção, no entanto, em animais infectados C57BL/6 

machos Pla2g5-/- foi possível observar redução significativa na quantidade de eosinófilos na 

cavidade peritoneal quando comparados aos camundongos selvagens (WT) infectados do 

mesmo modelo (Figura 11A). Enquanto animais infectados C57BL/6 fêmeas, BALB/c machos 

e BALB/c fêmeas não exibiram diferenças significantes entre a eosinofilia peritoneal quando 

foram comparados seus grupos selvagens e deficientes para a enzima sPLA2gV (Figura 11B, 

11C e 11D). 

 

 

Figura 11: A enzima sPLA₂gV é capaz de induzir eosinofilia peritoneal característica da infecção por S. 

mansoni apenas em camundongos C57BL/6 machos infectados. Os gráficos indicam a quantidade de 

eosinófilos presentes na cavidade peritoneal de animais selvagens (WT) ou com ausência da enzima (Pla2g5-/-) 

infectados ou não por S. mansoni, sendo os grupos: C57BL/6 machos (A), C57BL/6 fêmeas (B), BALB/c machos 

(C) e BALB/c fêmeas (D). A análise foi feita em 55 após a infecção, com a utilização de citocentrífuga para 

confecção das lâminas. Os dados apresentados são representativos de dois experimentos independentes para cada 

modelo animal (C57BL/6 e BALB/c de ambos os gêneros). *p<0,05 em relação ao grupo não infectado e #p<0,05 

em relação ao grupo camundongos selvagens infectados.  
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5.4. A enzima sPLA₂gV parece exercer papel na indução da produção de IL-13 na 

infecção por S. mansoni apenas em camundongos C57BL/6 machos infectados 

Para o estudo do papel da enzima sPLA₂gV na indução de IL-13, citocina do tipo 2, foi 

realizada a dosagem por ELISA no sobrenadante do lavado peritoneal recolhido no 55º dia de 

infecção por Schistosoma mansoni de camundongos C57BL/6 ou BALB/c, machos ou fêmeas, 

selvagens ou deficientes para a enzima (Figura 12). Enquanto animais não infectados mostram 

níveis de IL-13 abaixo do limiar de detecção, a Figura 12 ilustra níveis detectáveis de IL-13 

no lavado peritoneal de todos os animais infectados por Schistosoma mansoni selvagens, 

independentes de cepa ou gênero. No entanto, o único modelo que apresentou redução 

acentuada nos níveis da citocina IL-13 frente a ausência da enzima sPLA₂gV, foi o “C57BL/6 

macho” quando comparado aos animais selvagens do mesmo modelo (Figura 12A). Já os 

modelos “C57BL/6 fêmea”, “BALB/c macho” e “BALB/c fêmea” não exibiram diferenças 

significativas entre os animais selvagens (WT) ou deficientes para a enzima (Pla2g5-/-) (Figura 

12B, 12C e 12D). 
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Figura 12: A enzima sPLA₂gV exerce papel na indução de IL-13 na infecção por Schistosoma mansoni 

apenas em camundongos C57BL/6 machos infectados. Os gráficos mostram os níveis da citocina IL-13 na 

cavidade peritoneal de camundongos infectados por S. mansoni, selvagens (WT) ou deficientes para a enzima 

(Pla2g5-/-), C57BL/6 machos (A), C57BL/6 fêmeas (B), BALB/c machos (C) e BALB/c fêmeas (D). Os dados 

A B 

C D 
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apresentados são representativos de dois experimentos independentes para cada modelo animal (C57BL/6 e 

BALB/c de ambos os gêneros).  #p<0,05 em relação ao grupo camundongos selvagens infectados. 

 

 

6. DISCUSSÃO  

As fosfolipases são famílias constituídas por enzimas que são capazes de hidrolisar 

fosfolipídeos em determinadas ligações, de forma a assumirem papel relacionado à contextos 

inflamatórios. Mais especificamente, a fosfolipase A2 secretória do grupo V (sPLA₂gV) parece 

estar relacionada à imunomodulação da resposta imunológica, exercendo função no 

estabelecimento do perfil da resposta imune frente à diferentes contextos fisiopatológicos 

(Samuchiwal e Balestrieri, 2019; Murakami, Sato e Taketomi, 2020). Nesse contexto, o estudo 

envolvendo tal enzima é importante para entendimento de seu papel na polarização da resposta 

imunológica em infecções que apresentam esse padrão de resposta, como por exemplo, a 

infecção por Schistosoma mansoni. O modelo experimental murino de infecção por este 

helminto, é caracterizado inicialmente por uma instalação de resposta imunológica do tipo 1, 

seguida por polarização para uma resposta imunológica de perfil tipo 2. Vale ressaltar que frente 

à diferentes estímulos existem diferenças no perfil de montagem da resposta imunológica entre 

as linhagens de camundongos, onde animais C57BL/6 montam preferencialmente resposta do 

tipo 1 e animais BALB/c montam de forma prioritária resposta do tipo 2 marcada por eosinofilia 

local e sistêmica. De forma interessante, existem ainda diferenças relacionadas ao gênero dos 

camundongos durante a infecção por Schistosoma mansoni, causadas em parte pela influência 

de hormônios sexuais (Nakazawa et al., 1997), mas não sendo descartada a importância do 

estudo de outras moléculas regulatórias que possam estar envolvidas nas alterações observadas. 

Assim, o estudo visou não apenas a compreensão da função exercida pela enzima durante a 

infecção por Schistosoma mansoni, mas buscou a identificação do modelo murino experimental 

ideal para o estudo das funções da sPLA₂gV. Camundongos “knockout” para a sPLA₂gV foram 

utilizados como ferramenta experimental de estudo, além de camundongos selvagens (WT) de 

ambos os gêneros e linhagens, para avaliação de parâmetros de sobrevida, carga parasitária, e 

marcadores imunológicos do tipo 2 no decorrer da infecção. 

Os aspectos parasitológicos da infecção por Schistosoma mansoni foram analisados a 

partir do acompanhamento dos grupos murinos descritos acima. As análises obtidas a partir da 

quantificação de ovos nas fezes dos camundongos ao longo da progressão da infecção, 

mostraram que a enzima sPLA2gV atua de forma reguladora quando se trata da liberação dos 

ovos do parasita nas fezes de camundongos, principalmente em animais C57BL/6 machos, onde 
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a deficiência para a enzima levou à um quadro de redução da carga parasitária em animais 

infectados.  É interessante destacar que empregando outra forma de avaliação da carga 

parasitária – a quantificação de ovos no tecido intestinal de camundongos – esta análise também 

indicou um perfil regulador da enzima sPLA₂gV de maneira mais expressiva na liberação de 

ovos no tecido intestinal em camundongos C57BL/6 machos (dados não mostrados).  

A avaliação dos dados parasitológicos de animais com ausência da enzima sPLA₂gV foi 

importante na tentativa de elucidar a forma de atuação da enzima e o fato de que ela gerou 

resistência frente à infecção em questão em C57BL/6 machos, evidenciando, que a enzima 

possui papel fundamental no controle da carga parasitária neste modelo experimental de 

infecção por Schistosoma mansoni, e que esse controle instaurado pela enzima sPLA₂gV 

corrobora com os dados obtidos da análise de sobrevida dos animais acompanhados durante o 

estudo.   

Durante a infecção por Schistosoma mansoni, a mortalidade dos animais está 

normalmente associada de forma direta com a magnitude da carga parasitária. Na literatura, 

existe um estudo em que Eloi-Santos e colaboradores demonstraram que em modelo de infecção 

com 45 cercárias de Schistosoma mansoni em animais CBA/J machos e fêmeas, os 

camundongos não apresentaram mortalidade até a 8ª semana pós infecção, No entanto, a partir 

de 8 semanas de infecção, fêmeas CBA/J passaram a apresentar menor taxa de sobrevivência 

do que machos de mesma linhagem. Foram analisados ainda ambos os gêneros de camundongos 

C57BL/6 e CF1, que também apresentaram maior taxa de mortalidade nas fêmeas. Esses altos 

índices de mortalidade foram associados ao grau de fisiopatologia desenvolvida em resposta à 

infecção (Eloi-Santos et al., 1992). Com relação à ausência de mortalidade até a 8ª semana de 

infecção, dado similar foi observado em nosso trabalho, em que animais infectados com 60 

cercárias, dos quatro modelos acompanhados (C57BL/6 machos; C57BL/6 fêmeas; BALB/c 

machos; BALB/c fêmeas) também não apresentaram mortalidade importante até o 55º dia de 

infecção. Em contrapartida, animais do modelo “C57BL/6 macho” deficientes para a enzima 

sPLA₂gV se mostraram mais susceptíveis à infecção, por apresentarem menor taxa de sobrevida 

a partir do 55º dia de infecção, enquanto os camundongos selvagens e Pla2g5-/- dos demais 

modelos se mostraram mais resistentes à infecção, com taxa de 100% de sobrevida ao final dos 

75 dias de acompanhamento. Em função dos dados obtidos da análise de sobrevida, podemos 

concluir que a sPLA₂gV apresenta papel protetor contra a mortalidade induzida pela infecção 

pelo helminto em C57BL/6 machos. 
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Para o entendimento dos potenciais mecanismos envolvidos no aparente papel protetor 

da enzima em camundongos C57BL/6 machos, analisamos a resposta imunológica do tipo 2 

reconhecida como protetora nesta infecção. A resposta imune do tipo 2 caracterizada pela 

presença de linfócitos Th2, macrófagos M2 e citocinas como: IL-4, IL-5 e IL-13, responsáveis 

por promover a eosinofilia observada durante infecção esquistossomótica, é conhecida como 

marcador de infecções helmínticas e estabelecida de forma dependente da montagem de 

resposta imunológica do tipo 2 (Dunne e Cooke, 2005). Nossos dados mostraram que a ausência 

da enzima sPLA₂gV gera uma redução significativa apenas na quantidade de eosinófilos na 

cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 machos infectados, comprovando a participação 

da enzima sPLA2gV no estabelecimento e indução da resposta eosinofílica peritoneal 

característica da infecção por Schistosoma mansoni. A dosagem de IL-13 (citocina do tipo 2) 

na cavidade peritoneal também foi um parâmetro analisado para constatar a presença de 

resposta imune do tipo 2. Entretanto vale destacar que esta citocina do tipo 2 além de potencial 

protetor, pode ter efeitos deletérios uma vez que essa citocina está relacionada ao 

desenvolvimento a longo prazo da fibrose hepática no curso da infecção pelo helminto, e por 

isso, pode também mais tardiamente estar envolvida na progressão de um quadro de morbidade 

causado pela infecção por Schistosoma mansoni (Kaviratne et al., 2004). 

 

7. CONCLUSÕES 

Em conjunto, nossos dados – obtidos de parâmetros parasitológicos, de sobrevivência e 

estabelecimento de resposta imunológica do tipo 2 – sugerem que o modelo murino 

experimental ideal para o estudo do papel da enzima sPLA₂gV no contexto de infecção por 

Schistosoma mansoni, é o camundongo de linhagem C57BL/6 macho.  Este, diferentemente 

dos outros 3 modelos estudados, parece apresentar uma enzima sPLA₂gV como componente 

ativo e imunomodulador essencial na imunopatogênese, contribuindo para a montagem da 

resposta do tipo 2 protetora eosinofílica, ocasionando mudanças na cinética parasitológica e 

protegendo contra a morte. 
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