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RESUMO 
 

 Os fatores que afetam a susceptibilidade a infecção com E. granulosus são 

pouco conhecidos. Neste trabalho, foi avaliada a interação de protoescólices e um 

antígeno imunodominante secretado (AgB) de E. granulosus com neutrófilos 

humanos saudáveis. A intensidade de expressão de CD11b e produção de H2O2 

foram avaliadas por citometria de fluxo usando sangue total. Os neutrófilos isolados 

também foram incubados com protoescólices ou AgB, e a interleucina 8 (IL-8) foi 

determinada por ELISA  de captura. Os protoescólices induziram um aumento 

significativo na expressão de CD11b em neutrófilos (p=0,026) e na produção de H2O2 

(p=0,026), entretanto a sua viabilidade não foi afetada. Em contraste, nenhum efeito 

foi observado com o AgB em ambos ensaios. Uma moderada produção de IL-8 foi 

detectada somente em sobrenadantes de neutrófilos cultivados com protoescólices 

comparada com a produção basal (p=0,028). O efeito de uma incubação prévia com 

o AgB foi avaliada em relação a expressão de CD11 e H2O2 induzida pelo tratamento 

dos neutrófilos com forbol meristato acetato (PMA). Nenhuma mudança foi 

observada na expressão de CD11b, entretanto, a intensidade de produção de H2O2 

foi significantemente reduzida em comparação ao tratamento apenas com PMA 

(p=0,038) quando o fator ativador de plaquetas (PAF) foi usado como priming. Como 

os protoescólices ocasionalmente podem ser liberados dos cistos em 

compartimentos do hospedeiro causando a hidatidose secundária, estes resultados 

contribuem para elucidação da defesa do hospedeiro e dos mecanismos 

imunomoduladores do parasito. 

 A identificação de produtos de secreção e/ou excreção de protoescólices de E. 

granulosus também foi avaliada neste trabalho. Os produtos de secreção e/ou 

excreção foram obtidos a partir das primeiras 48 h de cultivo de protoescólices in 

vitro. A caracterização imunológica foi feita por western blotting com um pool de 

soros de indivíduos infectados com hidatidose cística. Os produtos de secreção e/ou 

excreção também foram analisados por espectrometria de massas. As preparações 

de seis diferentes amostras de protoescólices continham componentes protéicos, os 

quais foram visualizados por SDS-PAGE com aparentes massas moleculares entre 
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10 e 200 kDa. Os ensaios de western blotting mostraram a presença de diversos 

antígenos imunogênicos de massas moleculares maiores (acima de 50 kDa), e do 

AgB. Os resultados de espectrometria de massas foram obtidos com um pool de seis 

amostras de sobrenadantes de cultivo contendo produtos de secreção e/ou 

excreção, e foram identificadas onze proteínas: malato desidrogenase, ciclofilina, 

miofilina, P-29, 14-3-3, enolase, duas serinoproteases, fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase e tiorredoxina peroxidase. 

 Estes resultados também podem contribuir para elucidação de novos aspectos 

da complexa interação parasito-hospedeiro, e de mecanismos imunomoduladores, 

uma vez que as proteínas secretadas podem estar diretamente envolvidas nesses 

processos. 
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ABSTRACT 
 

The factors affecting innate susceptibility to infection with E. granulosus are 

little known. In this work, the interaction of healthy human neutrophils with 

protoscoleces and a secreted immunodominant antigen (AgB) of E. granulosus was 

assessed. The intensity of CD11b expression and H2O2 production were evaluated by 

flow cytometry using whole blood. Isolated neutrophils were incubated also with PSC 

or AgB and interleukin 8 (IL-8) was measured by capture ELISA. The protoscoleces 

induced a significant increment of CD11b expression in neutrophils (p=0.026) and of 

H2O2 production (p=0.026), however their viability was not affected. In contrast, no 

effect was observed with AgB in both assays. A moderate IL-8 production was 

detected only in supernatants from neutrophils cultured with protoscoleces compared 

with basal production (p=0.028). The effect of previous AgB incubation was evaluated 

in relation with CD11b and H2O2 expression induced by phorbol meristate acetate 

(PMA) treatment. No changes were observed with CD11 expression, however the 

magnitude of H2O2 production was significant decreased in comparison with PMA 

alone (p=0.038) when platelet–activating factor was used for priming. As 

protoscoleces occasionally spillaged from cysts into compartments of the host 

causing secondary cysts, these results contribute to the elucidation of the host 

defense and parasite immunomodulatory mechanisms involved. 

The identification of excretory and/or secretory products from E. granulosus 

protoscoleces also was assessed in this work. Excretory and/or secretory products 

were obtained from the first 48 h maintenance of protoscoleces in vitro. 

Immunological characterization was performed by western blotting with a pool of sera 

from individuals infected by cystic hydatidosis. Excretory and/or secretory products 

also were assessed by mass spectrometry. The preparations of six differents sample 

of protoscoleces contained components proteins which could be distinguished by 

SDS-PAGE with apparent molecular masses between 10 and 200 kDa. The assays of 

western blotting showed the presence of the several immunogenic antigens of major 

molecular masses (above 50 kDa), and of the AgB. The results of the mass 

espectrometry were obtained with a pool of six cultive sobrenadants sample 

containing excretory and/or secretory products, and were identified eleven proteins: 
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malate dehydrogenase, cyclofilin, myophilin, P-29, 14-3-3, enolase, tegumental 

protein, two serineproteases, phosphoenolpyruvate carboxykinase and thioredoxin 

peroxidase. 

 These results can contribute also for elucidate novel aspects of the complex 

interaction host-parasite and of the immunomodulatory mechanisms, since that 

secreted proteins can be directly involved in these process.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Echinococcus granulosus 

 

Echinococcus granulosus (Batsch, 1786) é um pequeno platelminto parasita, 

pertencente à classe Cestoda (ordem Cyclophyllidea, família Taeniidae). O gênero 

Echinococcus (Rudolphi, 1801) inclui ainda outras seis espécies: Echinococcus 

multilocularis (Leuckart, 1863), Echinococcus oligarthrus (Diesing, 1863), 

Echinococcus vogeli (Rausch & Bernstein, 1972), Echinococcus equinus, 

Echinococcus ortleppi (Thompson & McManus, 2002) e Echinococcus shiquicus, 

descrita recentemente (Xiao et al., 2006). E. granulosus e E. multilocularis são as 

espécies clinicamente mais importantes, pois são os agentes etiológicos das formas 

cística e alveolar da hidatidose em humanos (Jenkis et al., 2005). Entretanto, devido 

a sua distribuição cosmopolita e o seu forte impacto na saúde de animais domésticos 

e seres humanos, E. granulosus é considerada a espécie mais relevante (Carmena 

et al., 2005b). 

O verme adulto de E. granulosus é constituído por um escólex anterior e um 

estróbilo posterior, que possui de dois a cinco segmentos denominados de 

proglótides (Thompson, 1995). O escólex apresenta um formato globoso, com quatro 

ventosas musculares, localizadas lateralmente, e um rostelo móvel e extensível na 

sua porção apical, armado com uma dupla fileira de acúleos ou ganchos envolvidos 

na fixação do parasito ao hospedeiro. O estróbilo consiste normalmente de três 

proglótides que diferem no seu estágio de maturação sexual. O primeiro segmento é 

a proglótide jovem ou imatura, o segundo é a proglótide madura e o último é 

composto pela proglótide grávida.  

Na proglótide imatura, o desenvolvimento dos órgãos reprodutivos ainda é 

incompleto. O verme adulto é hermafrodita e, na proglótide madura, ocorre a 

fecundação, que pode acontecer por autofecundação ou fecundação cruzada. O 

processo de autofecundação consiste no sistema reprodutivo predominante das 

populações de Echinococcus (Haag et al., 1998), enquanto a ocorrência de 

fecundação cruzada foi sugerida por estudos genéticos em populações naturais 

(Haag et al., 1999). 
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O último segmento do estróbilo é a proglótide grávida, que possui o útero 

repleto de ovos. Esta proglótide destaca-se do restante do estróbilo e se desintegra 

no intestino grosso, liberando os ovos, que são eliminados juntamente com as fezes 

do hospedeiro definitivo. A liberação da proglótide grávida ocorre após o período de 

maturidade sexual dos vermes adultos, que acontece em quatro ou cinco semanas 

após a ingestão do verme pré-adulto pelo hospedeiro definitivo (Zhang & McManus, 

2006).  

A Figura 1.1. mostra a estrutura corporal do verme adulto. 

  

Escólex 

Proglótide 
imatura 

Proglótide 
madura Estróbilo 

Proglótide 
grávida 

 
Figura 1.1. Forma adulta de Echinococcus granulosus. A forma adulta consiste de um 

escólex e três proglótides formando o estróbilo. Aumento de 50X. Modificado da página 

http://phil.cdc.gov/phil/quicksearch.asp (2007). 

 

E. granulosus necessita de dois hospedeiros mamíferos para completar o seu 

ciclo vital. A biologia do parasito está revista em Thompson, 1995 e Carmena et al., 

2006. O verme adulto vive aderido à mucosa do intestino delgado de seus 

hospedeiros definitivos, representados pelo cão doméstico e, eventualmente, outros 

canídeos. Quando infectados esses animais liberam, juntamente às fezes, ovos do 

parasito, que são a forma infectiva para os hospedeiros intermediários, 

principalmente ungulados ovinos e bovinos, e, acidentalmente, o homem.  
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Os ovos do parasito apresentam uma espessa camada, o embrióforo, 

composta por blocos poligonais de uma proteína do tipo queratina, unidos por uma 

substância cimentante, que envolvem o embrião ou oncosfera (Holcman & Heath, 

1997) e conferem grande resistência aos ovos. Quando ingeridos pelos hospedeiros 

intermediários, os ovos passam por um processo de desintegração passiva do 

embrióforo, pela ação de enzimas proteolíticas no estômago e/ou no intestino, 

liberando a oncosfera. A oncosfera penetra na mucosa intestinal com o auxílio de 

secreções glandulares e migra por via venosa ou linfática até atingir um sítio 

específico. O tropismo da oncosfera para diferentes órgãos em distintos hospedeiros 

intermediários e infecções por diferentes espécies de Echinococcus pode ser 

influenciado por sinais do próprio hospedeiro (Brehm et al., 2006). Após um período 

de incubação indefinido, o qual depende basicamente das condições favoráveis do 

meio, a oncosfera inicia um complexo processo de diferenciação e se desenvolve até 

o estágio de metacestódeo (forma larval), também chamado de cisto hidático (Zhang 

& McManus, 2006).  

O cisto é uma estrutura esférica, volumosa, e preenchida por um líquido, 

denominado de líquido hidático (Holcman & Heath, 1997). O cisto hidático é formado 

por uma membrana germinativa interna, uma membrana laminar intermediária e uma 

membrana externa, denominada de adventícia (Figura 1.2). 

A camada germinativa reveste internamente o cisto e consiste de uma camada 

única de células viáveis “pluripotentes”, as quais se proliferam assexualmente e 

formam estruturas chamadas de cápsulas prolígeras (Kern, 2003). Nas cápsulas 

prolígeras e também diretamente da camada germinativa, originam-se protoescólices 

(McManus et al., 2003), que são vermes pré-adultos infectivos para os hospedeiros 

definitivos (Martínez et al., 2005). Os protoescólices surgem a partir de evaginações 

na membrana das vesículas prolígeras e pela proliferação de células inicialmente 

indiferenciadas. Além da proliferação, há também um aumento no tamanho das 

células envolvidas na diferenciação inicial dos protoescólices (Galindo et al., 2002). 

Aparecem primeiramente duas constrições que delimitam, no escólex, o rostelo e a 

região das ventosas. A diferenciação se completa com a formação dos acúleos e a 

invaginação do escólex para o interior da região somática. Os protoescólices 
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encontram-se geralmente dispersos no líquido hidático (Kern, 2003), e caso haja 

uma ruptura do cisto no interior do hospedeiro intermediário, eles podem sofrer um 

processo de rediferenciação, formando vesículas e novos cistos, chamados de cistos 

secundários (Zhang et al., 2005). Sendo assim, os protoescólices são responsáveis 

pela formação de metástases após a liberação do líquido hidático durante a ruptura 

do cisto, punção ou cirurgia (Walker et al., 2004). Os cistos hidáticos viáveis férteis 

apresentam protoescólices, enquanto cistos estéreis não contêm essas estruturas 

(Kern et al., 2003). 

 

o hidático 

 camada laminar, acelular, e rica em carboidratos, é a mais externa. 

Aprese

 camada adventícia é produzida pelo hospedeiro, como resposta à presença 

do cist

Camada 
germinativa 

Camada 
laminar Protoescólices 
Camada 
adventícia 

 
Figura 1.2. Metacestódeo de Echinococcus granulosus. Corte de cist

mostrando os diferentes componentes do estágio larval do parasito. Aumento de 48X. 

Modificado da página http://phil.cdc.gov/phil/quicksearch.asp (2007). 

 

A

nta um aspecto homogêneo e leitoso, sendo formada por um grande número 

de lâminas concêntricas mecanicamente resistentes. Quando intacta, constitui um 

filtro perfeito, pois evita o contato direto com as células inflamatórias do hospedeiro e 

com microrganismos, porém permite o acesso de nutrientes para o parasito (Kern, 

2003). 

A

o hidático. Ela se forma já nos estágios iniciais de diferenciação da oncosfera, 

a partir de uma inflamação alérgica local, caracterizada pela presença de uma 

camada de células epitelióides, pela produção de tecido conjuntivo e pela massiva 

infiltração de eosinófilos. Se esta reação inicial é suficientemente intensa, pode 

causar a degeneração e eventual morte do parasito. Caso contrário, a reação 
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inflamatória aguda desaparece, deixando uma espessa camada de tecido conjuntivo 

fibroso envolvendo o cisto, que corresponde à camada adventícia.  

O líquido hidático, elaborado pela camada germinativa, é incolor, estéril e 

contém

s viáveis são 

ingerid

1.2. Hidatidose 

hidatidose cística é a parasitose causada pelo metacestódeo de E. 

granul

 um material parasitário altamente antigênico, responsável por choques 

anafiláticos em casos de ruptura dos cistos (Kern, 2003). Este líquido é uma 

complexa mistura de glicoproteínas e lipoproteínas, carboidratos e sais. Além de 

componentes do parasito, estão também presentes alguns componentes bioquímicos 

do hospedeiro, principalmente albumina e imunoglobulinas. Devido a sua 

imunogenicidade, o líquido hidático é capaz de sensibilizar e provocar a formação de 

anticorpos específicos no organismo parasitado (Camena et al., 2006). 

O ciclo vital de E. granulosus se completa quando protoescólice

os por um hospedeiro definitivo adequado. O ciclo completo está representado 

na Figura 1.3. Os protoescólices são protegidos da ação de enzimas proteolíticas do 

hospedeiro por um revestimento mucopolissacarídeo, até que sejam estimulados a 

evaginar, chegando assim a fase adulta. Desta forma, o ciclo vital doméstico é 

mantido através da alimentação de cães com as vísceras de ungulados, 

principalmente ovinos e bovinos, contaminadas com cistos hidáticos férteis (Carmena 

et al., 2006). 

 

  

A 

osus (Eckert & Deplazes, 2004). A sua importância clínica é praticamente 

restrita à infecção com a forma larval, uma vez que a presença do verme adulto no 

hospedeiro definitivo é virtualmente assintomática. Os seres humanos adquirem a 

infecção pelo contato com mãos, água, alimentos, solo, cães (os ovos ficam em seus 

pelos, em várias partes do corpo) infectados com os ovos do parasito. Insetos 

coprofágicos e outros animais podem servir como vetores dos ovos de E. granulosus 

e E. multilocularis (McManus et al., 2003). 
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Figura 1.3. Ciclo vital do Echinococcus granulosus: (1) O adulto do parasito vive no 

intestino delgado do hospedeiro definitivo (principalmente o cão doméstico). (2) As 

proglótides grávidas liberam ovos que são eliminados nas fezes. Após a ingestão por um 

hospedeiro intermediário adequado (ovinos, suínos, o homem, etc.), os ovos eclodem no 

intestino delgado e liberam a (3) oncosfera que penetra na parede do intestino e migra 

através do sistema circulatório para vários (4) órgãos, especialmente fígado e pulmões. 

Nesses órgãos, a oncosfera diferencia-se em um cisto hidático, que aumenta gradualmente 

de tamanho, produzindo (5) protoescólices no seu interior. O hospedeiro definitivo é 

infectado pela ingestão de cistos existentes nos órgãos dos hospedeiros intermediários. 

Após a ingestão, os (6) protoescólices evaginam, fixam-se à mucosa intestinal e se 

transformam em vermes adultos. Humanos são infectados pela ingestão de ovos, com a 

resultante liberação de (3) oncosferas no intestino delgado e desenvolvimento de cistos em 

(4) diversos órgãos.      

Modificado da página  http://www.dpd.cdc.gov/phil/quicksearch.asp (2007). 
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A maioria dos pacientes (40 a 80%) apresenta apenas um cisto em um único 

órgão, sendo que o fígado é a principal víscera afetada, correspondendo a 

aproximadamente 70% dos casos. Cistos pulmonares atingem 20% dos pacientes, e 

outras regiões do corpo, tais como o cérebro, músculos, coração, rins e olhos, 

correspondem aos 10% restantes dos casos (Kern, 2003; Jenkis et al., 2005). Os 

cistos (Figura 1.4) são pequenos inicialmente, mas ao longo do tempo, podem atingir 

até 20 cm de diâmetro ou mais (Rogan et al., 2006). São geralmente univesiculares 

(uniloculares), mas podem apresentar vesículas menores em seu interior, chamadas 

de cistos filhos ou secundários, termo usado também para novos cistos formados a 

partir de protoescólices disseminados pelo hospedeiro (Kern, 2003).  

                                                                                                                 
Figura 1.4. Cisto hidático de fígado bovino. Cortesia de Henrique Bunselmeyer Ferreira. 

 

Os sintomas da hidatidose são altamente variáveis e dependem de vários 

fatores (Kern, 2003). Os principais determinantes dos sintomas são basicamente o 

órgão afetado, o tamanho do cisto e a sua posição no órgão. Outros fatores 

relevantes são as interações entre o cisto em expansão e órgãos adjacentes, as 

complicações relacionadas à ruptura dos cistos, tais como a liberação de 

protoescólices, infecções bacterianas e fúngicas, e, finalmente, a resposta imune do 

hospedeiro. Em hidatidose hepática, pode ocorrer hepatomegalia, icterícia, dores 

abdominais e ruptura do cisto dentro do sistema biliar (Cucinotta et al., 2002; Kern, 
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2003). Em casos pulmonares, os sintomas freqüentes incluem dor torácica, tosse, 

hemoptise, dispnéia e pleurite (Kern, 2003; Eckert & Deplazes, 2004). As reações de 

hipersensibilidade em hidatidose variam desde uma simples urticária e tremores de 

frio ou febre, até espasmos bronquiais e choques anafiláticos potencialmente fatais 

(Ortona et al., 2003). 

A América Latina tem sido reconhecida como uma das áreas de mais alta 

prevalência de hidatidose, afetando tanto o homem como os animais (Eckert & 

Deplazes, 2004). Sendo assim, a hidatidose não é somente um problema de saúde 

pública, mas também tem consideráveis efeitos de perdas econômicas devido a 

rebanhos comprometidos em alguns países sócio-economicamente mais pobres 

(Budke et al., 2006). No Estado do Rio Grande do Sul, um levantamento feito do 

período de 2002 a 2005 registrou 30 casos de pacientes com hidatidose (IPB-

LACEN). No entanto, esses registros certamente representam uma subestimativa da 

situação real, uma vez que os dados são escassos, e os relatos de hospitais são 

indisponíveis e pouco confiáveis (De La Rue et al., 2006), já que a maioria dos casos 

não é notificada, principalmente quando não há remoção cirúrgica do cisto hidático. 

A economia rural do Rio Grande do Sul é baseada na extensiva criação bovina 

e ovina, e freqüentemente, os cães são orientados para auxiliar na manutenção do 

rebanho (De La Rue et al., 2006). Um levantamento feito do período de 2001 a 2006 

estimou uma prevalência de hidatidose em 19% dos bovinos, 3% dos ovinos e 20% 

dos cães de áreas rurais do Estado (SIF-SAA/RS). A espécie predominante na 

região é E. granulosus, conforme demonstrado em um estudo feito por De La Rue et 

al. (2006). Em Santana do Livramento, por exemplo, 83,4% dos abates de animais 

são domiciliares em áreas rurais, e os cães são alimentados com as vísceras dos 

animais mortos, sendo que 47,4% dos cães estavam infectados em 2004 (Farias et 

al., 2004).  

O tratamento da doença envolve a remoção cirúrgica de todo o cisto ou de 

parte dele por punção e aspiração, ou o uso de quimioterápicos como 

benzimidazoles (albendazole e mebendazole) (McManus et al., 2003; Rogan et al., 

2006). As medidas preventivas que têm sido usadas para controlar a infecção 

causada por E. granulosus incluem evitar o contato com cães perdidos e ampliar o 
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tratamento desses animais com praziquantel, a incineração de órgãos infectados e a 

implementação de melhoras no sistema sanitário e na educação de saúde pública 

(McManus et al., 2003). 

Em hospedeiros humanos, a infecção causada após a ingestão oral de ovos 

de E. granulosus e o posterior desenvolvimento do cisto hidático é conhecida como 

hidatidose primária, enquanto a formação de novos cistos pela disseminação de 

protoescólices e/ou cistos menores através da acidental ruptura de cistos primários, 

é conhecida como hidatidose secundária. A infecção secundária em humanos 

constitui um importante problema de saúde pública. O desenvolvimento de 

protoescólices em novos cistos sugere que os vermes pré-adultos estão utilizando 

mecanismos de evasão da resposta imune do hospedeiro (Baz et al., 2006). 

 
2. Resposta imune inata do hospedeiro 

 

A resposta imune inata atua como a primeira linha de defesa contra 

patógenos, e apesar do caráter não seletivo, é rápida e muito eficiente (Lunardi et al., 

2006). As células envolvidas na resposta inata são os macrófagos, neutrófilos, 

células dendríticas, mastócitos, eosinófilos e as células NK (Janeway & Medzhitov, 

2002). Estas células diferenciam-se rapidamente em células efetoras de vida curta e 

se responsabilizam pela eliminação de infecções. Além disso, a ativação de células B 

e T da resposta adaptativa, as quais expressam receptores de grande diversidade, 

depende da indução de moléculas co-estimulatórias e secreção de citocinas pelas 

células da resposta imune inata (Pasare & Medzhitov, 2004).  

Os neutrófilos, que são os leucócitos mais abundantes no sangue periférico 

(Kuijpers & Roos, 2001), representam um componente central da resposta imune 

inata e atuam como primeira linha de defesa através de sua migração rápida para os 

tecidos inflamados, e subseqüente desenvolvimento de eficientes mecanismos de 

defesa que incluem a fagocitose, a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

e a liberação de mediadores inflamatórios (Reaves et al., 2005).  

Em infecções por helmintos como Echinococcus, o primeiro evento no 

processo imunológico é o contato íntimo entre o parasito e as células ativadas do 
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sistema imune inato do hospedeiro (Chaible et al., 2005). Entretanto, a associação 

entre as infecções helmínticas e a função dos neutrófilos tem sido pouco estudada 

(Falcone et al., 2001).  
Em E. granulosus, experimentos in vitro mostraram que os neutrófilos, em 

associação com anticorpos, podem causar a morte de oncosferas, sugerindo um 

possível papel para a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (Rogan et al., 

1992). A resposta inicial do hospedeiro intermediário ao estabelecimento dos cistos 

hidáticos é a infiltração de neutrófilos, eosinófilos, macrófagos e fibrócitos (Zhang et 

al., 2003). Infecções experimentais feitas em camundongos demonstraram um 

acúmulo de células em torno de protoescólices injetados intraperitonealmente, 

envolvendo inicialmente macrófagos ativados e subseqüentemente neutrófilos, 

eosinófilos e linfócitos (Richards et al., 1983; Riley et al., 1986).  

Existem evidências que humanos apresentam um nível relativamente alto de 

resistência inata à infecção com ovos de E. multilocularis, como demonstrado pelo 

lento crescimento do estágio de metacestódeo em órgãos internos, pela reduzida 

capacidade de formação de protoescólices e pelo tipo de reação histopatológica 

(Eckert & Deplazes, 2004).  

 
2.1. Neutrófilos 
 

Os neutrófilos são células efetoras fundamentais da resposta imune inata que 

normalmente circulam em um estado quiescente, mas respondem rapidamente a um 

estímulo inflamatório, migrando para o tecido atingido (Meshki et al., 2004). Essas 

células apresentam um tempo de vida curto na circulação, onde permanecem por 6 a 

10 h (Kuijpers & Roos, 2001), quando então migram para os tecidos e sofrem 

apoptose espontânea dentro de 2 a 6 dias (Nilsdotter-Augustinsson et al., 2004). Os 

neutrófilos contêm pelo menos quatro tipos de grânulos: os grânulos primários, 

secundários, terciários e as vesículas secretórias. As diferentes classes de grânulos 

são formadas seqüencialmente durante os distintos estágios de maturação dos 

neutrófilos na medula óssea. A classificação é feita de acordo com o conteúdo 

protéico e a capacidade diferencial de exocitose dos grânulos após a ativação dos 
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neutrófilos por estímulos inflamatórios. As vesículas secretórias, contendo integrinas 

tais como CD11b/CD18, são mais rapidamente exocitadas (Pham, 2006).  

Os neutrófilos ativados utilizam estratégias de defesa contra patógenos 

através de uma combinação de mecanismos oxidativos e não-oxidativos (Pham, 

2006). Os mecanismos de defesa independentes de oxigênio envolvem a fusão de 

vesículas secretórias com a membrana plasmática dos neutrófilos auxiliando na 

migração e interação com as células endoteliais do tecido inflamado, e a liberação de 

enzimas proteolíticas ocasionada pela fusão de grânulos secretórios citoplasmáticos 

primários e secundários com os lisossomos (Hodgson et al., 2006). A mobilização e a 

fusão desses grânulos contribui significativamente para a imunidade inata e defesa 

antimicrobiana através da ligação a membranas celulares bacterianas e posterior 

alteração da integridade e do potencial de membrana (Thomas et al., 1988) em 

bactérias gram-negativas, gram-positivas e em alguns vírus envelopados (Mills et al., 

1981; Hodgson et al., 2006). As enzimas proteolíticas, tais como a mieloperoxidase, 

presente em abundância nos grânulos primários, também são liberadas no espaço 

extracelular, podendo atuar também sobre patógenos não fagocitáveis (Kuijpers & 

Roos, 2001). A liberação das citocinas IL-8 e GRO-α (oncogene-α relacionado ao 

crescimento) é outro mecanismo não-oxidativo fundamental exercido pelos 

neutrófilos pela potente atividade de quimiotaxia desses mediadores na atração de 

mais neutrófilos para o sítio de inflamação (Van Gisbergen et al., 2005).  

Os mecanismos de defesa dos neutrófilos dependentes de oxigênio envolvem 

a ação da enzima NADPH (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato) oxidase e a 

produção de ROS, que atuam diretamente na morte de patógenos (Silva et al., 2003; 

Pham, 2006). A ativação dos mecanismos de defesa dos neutrófilos e de eventos de 

sinalização intracelular que ocorrem durante a aderência de parasitos não-

fagocitáveis e na presença de moléculas solúveis apropriadas pode acontecer 

através de receptores de superfície celular que reconhecem o ligante diretamente ou 

opsonizado com anticorpos. Os receptores TLR (receptor Toll-like) apresentam um 

papel fundamental no reconhecimento de padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) e no desencadeamento de eventos de sinalização que ativam a 

resposta imune inata (Pasare & Medzhitov, 2004). Cada receptor TLR difere em sua 
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especificidade ao ligante, seu padrão de expressão, e provavelmente no gene-alvo 

que ele pode induzir (Janeway & Medzhitov, 2002). A família desses receptores inclui 

dez TLRs humanos, e os neutrófilos parecem apresentar todos estes receptores, 

exceto o TLR3, pelo menos em nível de mRNA (Hayashi et al., 2003). Já os 

receptores Fc (FcR) reconhecem especificamente partículas opsonizadas por 

anticorpos (regiões Fc de imunoglobulinas). A interação entre anticorpos e os FcRs 

permite o reconhecimento antígeno-específico por células que expressam FcRs em 

sua superfície (Janeway et al., 2000). Essa interação pode iniciar uma variedade de 

respostas, que incluem a fagocitose, exocitose, geração de superóxido, 

citotoxicidade celular dependente de anticorpos e liberação de citocinas mediadoras 

para modular a sobrevivência celular (Monteiro & Van de Winkel, 2003). Os 

neutrófilos apresentam dois tipos de receptores Fc: FcγRIIa e FcγRIIIb (Kuijpers & 

Roos, 2001). 

Por outro lado, os neutrófilos funcionam também como células reguladoras da 

resposta imune, pois podem modular a atividade de citocinas e induzir novos 

recrutamentos de células inflamatórias, bem como fornecer uma ligação entre a 

resposta inata e a adaptativa por atrair APCs (células apresentadoras de antígenos) 

(Pham, 2006). Em humanos, neutrófilos ativados induzem a maturação de células 

dendríticas, as mais eficientes e importantes APCs (Kanan & Chain, 2006), e 

acentuam a capacidade destas células desencadearem a proliferação de células T. A 

interação dos neutrófilos com as células dendríticas parece envolver primeiramente 

uma zona de contato celular, seguida pela liberação de fator de necrose tumoral α 

(TNF-α) pelos neutrófilos. Como os neutrófilos secretam pouco TNF-α, o contato 

celular poderia direcionar a citocina liberada apenas para as células dendríticas 

imaturas. Além disso, os neutrófilos podem estimular as células dendríticas a 

produzirem IL-12, polarizando assim uma resposta protetora para o hospedeiro do 

tipo T helper 1 (Th1) (Van Gisbergen et al., 2005). 

Os neutrófilos ativados podem ser analisados através de seus mecanismos 

oxidativos, que incluem a produção de ROS (Bass et al., 1983), bem como pelos 

seus mecanismos não-oxidativos, como a regulação positiva de vesículas secretórias 
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contendo integrinas de adesão, tais como CD11b/CD18, na sua membrana 

plasmática, (Parkos, 1997), e a produção e secreção de IL-8 (Dreweck et al., 1999).  

 
2.1.1. ROS de neutrófilos 

 

A NADPH-oxidase de neutrófilos é uma enzima composta por um complexo de 

proteínas que catalisa reguladamente a produção do ânion superóxido (O2
-) a partir 

de oxigênio, usando NADPH como doador de elétrons (DeCoursey & Ligeti, 2005; 

Pham, 2006). Esta reação é conhecida como pulso respiratório. A maior parte do O2
- 

formado durante o pulso respiratório reage com água e dismuta espontaneamente 

em ROS tais como peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio (O2) e hidroxila (OH-) 

(Vowells et al., 1995). H2O2, na presença da enzima mieloperoxidase de neutrófilos 

(Cavallaro et al., 2003) é convertida em um composto muito tóxico, porém de vida 

curta, o ácido hipocloroso, que pode atacar diretamente o patógeno, ou reagir com 

espécies intermediárias de nitrogênio para formar compostos estáveis e altamente 

reativos como as cloraminas (Hodgson et al., 2006). A holoenzima NADPH oxidase 

consiste de seis subunidades. Nas células em repouso onde a oxidase permanece 

inativa, as subunidades p47phox, p67phox, p40phox e a GTPase Rac2 estão localizadas 

exclusivamente no citoplasma, enquanto as duas subunidades remanescentes 

p22phox e gp91phox formam um flavocitocromo heterodimérico ligado à membrana 

plasmática conhecido como citocromo b558. A exposição dos neutrófilos a uma 

variedade de estímulos resulta na translocação e interação das subunidades 

citosólicas com as subunidades de membrana (Clark, 1999; Fontayne et al., 2002; 

Brown et al., 2004), permitindo o fluxo de elétrons a partir de NADPH para o oxigênio 

molecular via uma porção FAD (flavina adenina dinucleotídeo) e dois grupos heme 

no citocromo ligado a membrana (Vignais, 2002). A reunião de NADPH oxidase pode 

ocorrer na membrana de organelas intracelulares levando a produção de ROS 

intracelular ou na membrana plasmática, causando a liberação de radicais no 

fagossomo ou no espaço extracelular (Bengtsson et al., 2006). A proteína quinase C, 

associada à reorganização do citoesqueleto de actina dos neutrófilos, tem um 

importante papel na regulação da organização e do estabelecimento do complexo 
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NADPH, uma vez que a polimerização e despolimerização de actina, e a 

translocação da proteína quinase C para a membrana plasmática acentuaram a 

produção de ROS estimulada por um peptídeo bacteriano em neutrófilos humanos 

(Bengtsson et al., 2006). A produção de ROS em neutrófilos é um processo que 

consiste em dois passos: o priming e o subseqüente estímulo efetor (Remer et al., 

2003). O priming refere-se a um aumento de 10 a 20 vezes na produção de ROS 

quando os neutrófilos são expostos a baixos níveis de citocinas (Moore et al., 1998), 

mediadores lipídicos e fatores de quimiotaxia tais como TNF-α, PAF, e 

lipopolissacarídeos (LPS) antes da administração de um estímulo capaz de ativar 

NADPH oxidase efetivamente. Embora altas concentrações desses agentes de 

priming possam levar a produção de O2
- (Dusi et al., 1996), as doses típicas 

utilizadas desses compostos não ativam diretamente a NADPH oxidase de 

neutrófilos em solução. Sendo assim, os agentes de priming ativam várias cascatas 

de transdução de sinais que amplificam o processo oxidativo, entretanto mantêm a 

necessidade obrigatória de um estímulo de ativação secundário para iniciar a 

produção de ROS.  

 O PMA é o estímulo mais comumente usado para avaliar a produção de ROS 

em neutrófilos, sendo altamente lipofílico, capaz de atravessar a membrana 

plasmática, sem passar pelos mecanismos de reconhecimento de receptores, 

aderência e internalização, característicos da fagocitose (Lunardi et al., 2006). O 

PMA induz a reunião do complexo NADPH oxidase na superfície da membrana 

celular, visto que O2
- é liberado no espaço extracelular (DeCoursey & Ligeti, 2005). 

Sua ação parece envolver uma acentuada atividade da proteína quinase C (Walrand 

et al., 2003).  

A medida do pulso respiratório fornece uma indicação do sistema de defesa 

dos neutrófilos e pode ser usada para investigar a variação imunológica entre 

indivíduos e estudar a resposta de neutrófilos a diferentes estímulos (Kampen et al., 

2004). Uma sonda muito utilizada nos ensaios de produção de ROS é a 2’ 7’ 

diclorofluoresceína-diacetato (DCFH-DA) (Bass et al., 1983). A princípio, é uma 

pequena molécula apolar não-fluorescente que difunde para o meio intracelular, onde 

é clivada por esterases formando a molécula polar deacetilada 2’ 7’ 
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diclorofluoresceína (DCFH). Devido a sua polaridade, é então mantida no citoplasma 

ou em grânulos intracelulares positivos para mieloperoxidase. Após a ativação 

celular e geração de H2O2, a sonda é convertida à molécula altamente fluorescente 2’ 

7’ diclorofluoresceína (DCF), basicamente pelo potencial oxidativo de H2O2, a qual 

emite um sinal de fluorescência seguinte a excitação pela luz verde (525 nm) 

(Robinson et al., 1997). A intensidade de fluorescência é proporcional a atividade do 

pulso respiratório, mediado por H2O2. Azida de sódio é usada nos ensaios para inibir 

a atividade de mieloperoxidase e catalases, prevenindo a quebra de H2O2 em outras 

espécies reativas de oxigênio (Vowells et al., 1995).  

 
2.1.2. Integrinas de neutrófilos 

 

Os neutrófilos expressam constitutivamente membros da subfamília da 

integrina β2 ou CD18. As integrinas são proteínas de superfície celular que estão 

envolvidas na interação de neutrófilos com moléculas de adesão de superfície 

presentes em células do tecido inflamado (Davis et al., 2000). Elas são proteínas 

transmembrânicas constituídas por heterodímeros formados por uma cadeia α e uma 

β ligadas covalentemente, e são agrupadas em famílias de acordo com a sua 

subunidade β.  Os neutrófilos expressam quatro membros da família de integrinas β2, 

que são CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (Mac-1), CD11c/CD18 (gp150,95) e 

CD11d/CD18, todas apresentando um importante papel na adesão de neutrófilos a 

células endoteliais (Kuijpers & Roos, 2001). CD11b/CD18, também chamada apenas 

de CD11b, é constitutivamente expressa em um estado de baixa afinidade na 

superfície de neutrófilos, que, quando ativados por diferentes estímulos, apresentam 

uma mudança conformacional no heterodímero da integrina, resultando em uma 

grande afinidade pelos ligantes endoteliais. A expressão de CD11b é regulada 

positivamente também através da fusão de grânulos citoplasmáticos de estoque 

contendo a integrina com a membrana celular (Calafat et al., 1993; Li et al., 2000; 

Nicholson et al., 2007). CD11b atua como um receptor ligante a vários fatores, tais 

como as proteínas iC3b (sistema de complemento) (Guyader et al., 2004), ICAM 

(moléculas de adesão intercelular)-1(Li et al., 2000), ICAM-2 (Huang et al., 2006), 
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fibrinogênio, fator X e heparina (Barnard et al., 2005). Dessa forma, o complexo 

CD11b/CD18 está envolvido na fagocitose de organismos opsonizados pelo sistema 

de complemento, na migração endotelial de leucócitos pela interação com ICAM-1 e 

ICAM-2, na coagulação, e em eventos complexos de sinalização intracelular.  

 
2.1.3. IL-8  
 
 

A IL-8, uma proteína não glicosilada constituída por 72 aminoácidos 

(Nicholson et al., 2007), é uma potente citocina com atividade de quimiotaxia de 

neutrófilos e células T virgens (Janeway et al., 2000). Além disso, acentua a 

citotoxicidade de neutrófilos dependente de anticorpos (Dreweck et al., 1999). Vários 

tipos celulares, tais como monócitos, queratinócitos, células epiteliais e endoteliais, 

fibroblastos e células T expressam e secretam a proteína. Os neutrófilos ativados 

também são capazes de secretar grandes quantidades de IL-8, e essa resposta pode 

ser modulada por citocinas imunorregulatórias tais como interferon-γ (IFN-γ), IL-4 e 

IL-10. Sendo assim, a capacidade dos leucócitos polimorfonucleares, incluindo os 

neutrófilos, de produzirem IL-8 e amplificarem a resposta imune por promoverem o 

recrutamento de outras células efetoras ao sítio de infecção parece ser altamente 

regulada (Cassatella et al., 1995). Seo et al. (2001) demonstraram que a estimulação 

de neutrófilos com baixas concentrações de IL-8 ativou rapidamente a ligação de 

CD11b a moléculas de adesão intercelulares ICAM-1, expressadas na superfície de 

células endoteliais em condições inflamatórias (Reaves et al., 2005). Essa citocina 

estimula também a produção de ROS em neutrófilos (Janeway et al., 2000). 

 
2.2. Resposta adaptativa do hospedeiro  
 

A variação na ativação das células imunológicas T helper (Th1 e Th2) e no 

perfil de citocinas parece estar associada com a progressão ou regressão de 

infecções parasitárias. Nestas infecções, a resposta proporcionada por células Th1 

favorece o hospedeiro (Al-Qaoud & Abdel-Hafez, 2005), visto que estas células 

secretam citocinas pró-inflamatórias, tais como IFN-γ e IL-12. Uma das principais 
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funções efetoras do IFN-γ é ativar macrófagos, que por sua vez, entre outros efeitos 

de ativação, produzem e liberam espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, capazes 

de eliminar parasitas extracelulares (Baz et al., 2006). A IL-12, produzida 

primariamente por macrófagos e células dendríticas, é uma citocina chave na 

geração de células Th1. Essa citocina ativa também a produção de IFN-γ pelas 

células NK, o qual poderia atuar como fator co-estimulatório para os macrófagos, na 

presença de patógenos, produzirem mais IL-12 e estimularem as células Th1 (Liu et 

al., 2003), conferindo assim, um importante papel regulador para os macrófagos. 

Finalmente, IFN-γ e IL-12 inibem a proliferação de células Th2 (Ortona et al., 2003). 

Por outro lado, as células Th2 secretam IL-4, IL-10 e IL-13, que são potentes 

citocinas antiinflamatórias, capazes de inibir a ativação dos macrófagos e funções 

citotóxicas (Janeway et al., 2000, Vuitton, 2003). Além disso, a IL-10 contribui 

indiretamente para a indução de citocinas do tipo Th2, pois regula negativamente a 

secreção de citocinas do tipo Th1 (O’ Garra, 1998). A IL-6 também é produzida por 

células Th2 e está envolvida na maturação de linfócitos B para a produção de 

anticorpos específicos (Riganò et al., 1997), que muitas vezes, não são produzidos 

ou detectados em pacientes com hidatidose (Zhang et al., 2003). Sendo assim, a 

resposta do tipo Th2 parece favorecer os parasitos, principalmente nos estágios 

iniciais de infecção, por inibir células efetoras fundamentais como os macrófagos. 

Em ensaios feitos com esplenócitos de camundongos inoculados com 

protoescólices vivos (Dematteis et al., 1999), foi obtida uma resposta do tipo Th2, 

enquanto protoescólices mortos induzirem um perfil de resposta do tipo Th1. 

Experimentos preliminares mostraram também uma predominância de mRNA de IL-

10 em células em contato com protoescólices durante a reação inflamatória inicial 

(Baz et al., 2006). Os protoescólices podem estar estimulando a secreção de IL-10 

por células B, independente de células T, através de seus carboidratos, tais como a 

fração enriquecida E4+, que é altamente imunogênica em camundongos e humanos 

(Dematteis et al., 2001; Cardozo et al., 2002). Sendo assim, a indução de uma 

resposta Th2 não protetora nas fases iniciais da infecção é ativamente direcionada 

por protoescólices vivos, e provavelmente tem um papel fundamental no 

estabelecimento da infecção. 
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Estudos feitos com células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de 

humanos infectados com E. granulosus estimuladas com componentes parasitários 

demonstraram a indução de uma resposta do tipo Th2 (Fauser & Kern, 1997; 

Cardozo et al., 2002; Ortona et al., 2005). Resultados similares foram obtidos em 

ensaios com PBMC de pacientes infectados com E. multilocularis (Hübner et al., 

2006). 

 
3. Mecanismos de evasão do parasito 

 

Os vermes parasitas constituem um grupo muito heterogêneo de organismos, 

os quais podem apresentar vários mecanismos de modulação da resposta imune do 

hospedeiro, permitindo a eles um fenômeno comum de vida longa em seus 

hospedeiros (Harnett & Harnett, 2006). Os helmintos, em particular, podem prevenir 

ativamente a ação de células efetoras do sistema imune pela liberação de fatores 

que imunomodulam a função dos leucócitos (Maizels et al., 1993; Bruschi et al., 

2000) e da resposta imune em geral (Zhang et al., 2003). 

Em E. granulosus, as infecções experimentais realizadas pela inoculação de 

protoescólices em camundongos servem como modelo de estudos para analisar a 

interação entre o parasito e o sistema imune do hospedeiro. Os primeiros sinais de 

reação imune podem ser observados por um acúmulo de células imunes em torno 

dos protoescólices tanto na cavidade peritoneal como no fígado após 

aproximadamente quinze dias de infecção (Riley et al., 1984; 1985). No entanto, a 

resposta imunológica desenvolvida pelo hospedeiro geralmente não é suficiente para 

eliminar a infecção, sugerindo que cada estágio do parasito apresenta mecanismos 

de evasão que permitem a sua sobrevivência prolongada em um meio imunológico 

ativo dentro do hospedeiro (Baz et al., 2006).  

A oncosfera é a primeira forma invasiva de E. granulosus reconhecida pela 

resposta imune do hospedeiro intermediário. No entanto, a secreção de glândulas de 

penetração, presentes na sua região nuclear, provoca a lise de tecidos do 

hospedeiro adjacentes a ela, permitindo que a oncosfera resista a resposta celular do 
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hospedeiro por manter uma zona de necrose em células próximas, durante o 

desenvolvimento da camada laminar (Holcman & Heath, 1997). 

A forma larval (cisto hidático) pode sobreviver por longos períodos de tempo 

no hospedeiro, mas os mecanismos que permitem essa persistência são pobremente 

conhecidos (Rosenzvit et al., 2006). A princípio, a própria estrutura do metacestódeo 

viável possibilita a evasão, uma vez que é mascarada pela barreira física da camada 

laminar, a qual leva a um seqüestro mais efetivo da resposta imune do hospedeiro 

(Kern et al., 2003, Haag et al., 2006b). Os carboidratos da membrana laminar podem 

estar envolvidos na modulação da ativação de células T infiltradas, na indução de 

síntese de IgG somente de baixa avidez (Gottstein et al., 2006) e na produção de 

citocinas, principalmente IL-10, polarizando uma resposta Th2 (Vuitton, 2003). Por 

outro lado, antígenos secretados pelo metacestódeo de Echinococcus podem 

interferir com a imunidade do hospedeiro (função de células apresentadoras de 

antígenos, produção de citocinas e geração de células de memória) por suprimir 

células T, a função de macrófagos ou pela produção de anticorpos de baixa avidez 

(Kato et al., 2005b), e a variabilidade genética destes antígenos pode favorecer 

esses processos (Haag et al., 2006b). As proteínas secretadas parecem estar 

envolvidas mais seguramente em mecanismos de evasão do parasito.  

 
4. Produtos de secreção e/ou excreção parasitários 

 

As proteínas secretadas apresentam uma seqüência de peptídeo sinal em sua 

extremidade amino terminal, a qual direciona o transporte para o caminho secretório 

da superfície celular (Rapoport, 1992). A estrutura comum do peptídeo sinal é 

conservada entre filos distantes, e consiste de aproximadamente 15 a 30 

aminoácidos (Smyth et al., 2003), distribuídos em uma região N carregada 

positivamente, seguida de uma região H hidrofóbica e uma região C neutra, porém 

polar (Rosenzvit et al., 2006). O trânsito de proteínas é um processo complexo 

regulado por vários passos e com uma grande diversidade de compostos de 

deslocamento protéico. 

As proteínas que são secretadas ou ligadas à membrana celular dos parasitas 

geralmente estão envolvidas em interações entre o parasito e o hospedeiro 
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(Fernández et al., 2002; Rosenzvit et al., 2006). Estas moléculas participam em 

várias funções parasitárias, incluindo a penetração e o estabelecimento nos tecidos 

do hospedeiro, a modulação da resposta imune e a incorporação de metabólitos do 

hospedeiro. Em função de sua potencial exposição ao sistema imune do hospedeiro, 

os componentes secretados são possíveis candidatos para o uso em testes 

imunodiagnósticos, e como moléculas-alvo no desenvolvimento de drogas e vacinas 

(Rosenzvit et al., 2006). Nesse contexto, destaca-se o antígeno B (AgB) de E. 

granulosus. O AgB, amplamente estudado, é composto por diferentes isoformas e 

está presente em altas concentrações no líquido hidático do metacestódeo, 

sugerindo um importante papel para este antígeno na biologia do parasito, e, 

particularmente na sua relação com o hospedeiro (Ferreira et al., 2004; Mamuti et al., 

2006a). 

 
4.1. AgB 
 

O AgB foi primeiramente caracterizado como uma lipoproteína termoestável 

de 120-160 kDa (Oriol et al., 1971; Oriol et al., 1975). Em condições redutoras, 

dissocia-se em componentes de 8, 16, 24 e 32 kDa, com a sua abundância relativa 

diminuindo proporcionalmente ao aumento da massa molecular (Lightowlers et al., 

1989). Os componentes de massa molecular maior correspondem a multímeros de 

distintas subunidades monoméricas de 8 kDa (AgB/8) relacionadas (González et al., 

1996). Monteiro et al. (2007) mostraram que subunidades recombinantes de 8 kDa, 

individualmente analisadas, são capazes de se agregar não-covalentemente em 

solução formando homo-oligômeros de massa molecular maior, dentro da faixa 

esperada de 120-160 kDa do AgB nativo purificado.  

O AgB está localizado no tegumento dos protoescólices, na membrana 

germinativa e no líquido hidático (Sanchez et al., 1991). A identificação de um 

peptídeo sinal a partir da clonagem de genes que codificam as subunidades do AgB 

e a sua presença abundante no líquido hidático sugerem que é uma proteína 

secretada após a sua síntese (Frosch et al., 1994). 

O AgB é codificado por uma família multigênica (Chemale et al., 2001), e 

estudos moleculares demonstraram a existência de pelo menos 5 loci gênicos para 
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AgB8 de E. granulosus, denominados de EgAgB1 (codificando para AgB8/1) 

(Shepherd et al., 1991), EgAgB2 (codificando para AgB8/2) (Fernández et al., 1996), 

EgAgB3 (codificando para AgB8/3) (Chemale et al., 2001), EgAgB4 (Arend et al., 

2004) e EgAgB5 (Haag et al., 2004), os quais codificariam novas subunidades de 8 

kDa (AgB8/4 e AgB8/5, respectivamente). Entretanto, análises filogenéticas 

posteriores não puderam discriminar as isoformas EgAgB3 e EgAgB5 (Haag et al., 

2006a). Recentemente, foi identificado o quinto loci gênico, denominado EgAgB5 

(Mamuti et al. 2007). Sendo assim, a família multigênica que expressa o AgB inclui 

cinco grupos maiores de genes bem definidos (EgAgB1-EgAgB5) originados de 

eventos de duplicação que ocorreram nos estágios iniciais de evolução do gênero 

Echinococcus (Haag et al., 2006a). Esses genes são altamente polimórficos, sendo 

que a variabilidade de seqüências foi descrita até mesmo dentro de um único 

metacestódeo. As variantes alélicas foram obtidas entre os protoescólices do mesmo 

metacestódeo e/ou entre células do mesmo protoescólex (Arend et al., 2004; Haag et 

al., 2004). O número de genes codificando as subunidades do AgB permanece 

desconhecido, mas tudo indica que são vários genes envolvidos na expressão, os 

quais poderiam constituir uma família  gênica de contingência (Haag et al., 2004).  

Entretanto, a origem desta variabilidade permanece obscura, se é o reflexo de um 

estado de redundância originado pela duplicação dos genes ao longo do tempo, ou 

se é gerada por algum mecanismo particular, tais como hipermutação somática, 

recombinação, ou ambos durante a progressão da doença (Haag et al., 2006b). Por 

outro lado, os genes que expressam a subunidade de 8 kDa do AgB de E. 

multilocularis, os quais apresentam mais de 90% de homologia com os genes de E. 

granulosus, mostraram uma expressão diferencial estágio-específica (Mamuti et al., 

2006b), sugerindo que esse perfil de expressão pode ocorrer também em E. 

granulosus, e que a variabilidade genética pode estar diretamente envolvida. 

O AgB é altamente imunogênico em infecções humanas (Mamuti et al., 

2006a), e as subunidades recombinantes AgB8/1 e AgB8/2 têm sido propostas para 

a melhora de ensaios imunodiagnósticos para a detecção da hidatidose cística 

(Virginio et al., 2003; Lorenzo et al., 2005).   
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O papel do AgB na biologia do parasito não é completamente elucidado, mas 

parece estar envolvido na modulação da resposta imune do hospedeiro. A 

variabilidade dos genes que expressam o AgB foi sugerida como adaptativa para 

mecanismos de evasão (Haag et al., 2004; Graichen et al., 2007). A possível 

presença de diferentes subunidades de 8 kDa durante o desenvolvimento do cisto ou 

em diferentes isolados e cepas de E. granulosus poderia ter implicações na resposta 

imune do hospedeiro, uma vez que a simples troca de uma subunidade para outra 

poderia ser suficiente, pelo menos parcialmente, para a evasão da resposta imune 

do hospedeiro (Haag et al., 2004). O AgB pode inibir a atividade de elastase e a 

quimiotaxia de neutrófilos (Shepherd et al., 1991) interferindo diretamente na 

resposta imune inata do hospedeiro. Ainda nesse contexto, porém priorizando a 

resposta imune adaptativa, Riganò et al. (2001) mostraram que PBMC de pacientes 

infectados com hidatidose ativa estimuladas com o AgB produziram IL-4 e IL-13, mas 

não IL-12. Além disso, produziram pequenas concentrações de IFN-γ, promovendo 

uma resposta imune Th2 não protetora. A indução de apoptose de PBMC em 

pacientes com hidatidose progressiva também foi descrita (Riganò et al., 2002). O 

AgB interferiu, ainda, na maturação de células dendríticas, e diminuiu a expressão de 

IL-12 e TNF-α em células dendríticas maduras, polarizando uma resposta Th2 

(Riganò et al., 2007). Chemale et al. (2005) sugeriram que o AgB liga-se a 

compostos hidrofóbicos, mas não consegue desligar-se rapidamente destes 

compostos em ensaios de competição, sugerindo que este antígeno não está 

diretamente relacionado ao metabolismo de ácidos graxos. Entretanto, pode estar 

envolvido em mecanismos de detoxificação, seqüestrando e tamponando compostos 

hidrofóbicos tóxicos para o parasito, presentes no líquido hidático ou agentes 

xenobióticos como anti-helmínticos. 
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Justificativas 
 

O tempo de vida longo de parasitos helmintos depende de fatores como 

mecanismos de evasão da resposta imune do hospedeiro, que parecem ser 

importantes especialmente nos primeiros eventos da infecção. Os helmintos 

interferem e modulam a resposta imune do hospedeiro com o intuito de criar um 

nicho que otimize a sua sobrevivência (Maizels et al., 2004). Em E. granulosus, os 

componentes parasitários estão protegidos dentro do cisto hidático. Entretanto, em 

situações de rompimento de cistos, vários componentes produzidos tanto pelos 

protoescólices como pela membrana germinativa, são expostos à resposta imune do 

hospedeiro.  

Os mecanismos de evasão têm sido mais estudados do ponto de vista da 

resposta imune adaptativa. Portanto, uma interessante abordagem de estudo 

consiste na análise da presença destes mecanismos durante a resposta imune inata.               

Os protoescólices de E. granulosus são mortos em infecções secundárias 

experimentais, e os neutrófilos ativados em resposta ao contato com estes 

componentes parasitários parecem estar diretamente envolvidos nesse processo. 

Portanto, para tentar elucidar alguns mecanismos envolvidos neste tipo de resposta 

imune, a ativação dos neutrófilos pode ser analisada pela expressão da integrina 

CD11b, pela produção de ROS e IL-8. 

Como os protoescólices não são diretamente fagocitados pelos neutrófilos 

devido ao seu tamanho, produtos secretados e/ou excretados pelos mesmos 

provavelmente estão envolvidos na interação dos vermes pré-adultos com as células 

do sistema imune inato do hospedeiro. Nos ensaios de infecções secundárias 

comentados acima, uma proporção de protoescólices sobrevive à resposta imune 

inicial, sugerindo a presença de mecanismos de evasão independentes da estrutura 

física dos cistos. Devido ao seu histórico de possível interferência no sistema imune 

do hospedeiro, o AgB pode estar envolvido nos mecanismos de evasão da resposta 

imunológica desenvolvida pelos neutrófilos.    
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Objetivos 
 

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo geral a análise dos efeitos de 

protoescólices e AgB de E. granulosus na ativação de neutrófilos humanos e em 

possíveis mecanismos de evasão do parasito da resposta imune do hospedeiro, bem 

como a caracterização dos produtos de secreção e ou/ excreção de protoescólices 

que possam estar envolvidos nesses processos. 

 

Os objetivos específicos são: 

 

1) Analisar os efeitos diretos de protoescólices in vitro na ativação de 

neutrófilos humanos saudáveis, 

 2) Analisar os efeitos diretos e indiretos de AgB in vitro na ativação de 

neutrófilos humanos saudáveis, 

 3) Identificar alguns dos produtos de secreção e/ou excreção de 

protoescólices em cultivo, inclusive o AgB, possivelmente implicados em interações 

com o sistema imune do hospedeiro intermediário. 
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CAPÍTULO I 
 
 
 

 

 
Effects of protoscoleces and AgB from Echinococcus granulosus on 

neutrophils: possible implications on the parasite’s immune evasion 

mechanisms 

 
 

 
Trabalho publicado na revista Parasitology Research 2007, 100(5): 935-942 

(Em anexo) 
 

 

 

 

Esta parte do estudo refere-se aos resultados de ensaios feitos in vitro com os 

protoescólices e o AgB, e os seus efeitos em neutrófilos humanos saudáveis, 

correspondentes aos objetivos específicos 1 e 2. Os efeitos diretos de protoescólices 

e do AgB foram estudados através de incubações diretas entre os componentes 

parasitários e os neutrófilos. Os ensaios de efeitos indiretos do AgB na ativação dos 

neutrófilos foram feitos através de uma pré-incubação do AgB com neutrófilos 

posteriormente estimulados com PMA. Para os ensaios diretos e indiretos, a 

expressão de CD11b e a produção de ROS pelos neutrófilos foram analisadas por 

citometria de fluxo. A produção de IL-8 foi analisada por ELISA de captura. 
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CAPÍTULO II 
 
 
 

 
 
 
 

 

Análise dos produtos de secreção e/ou excreção de protoescólices de E. 

granulosus 

 

 

 

 
 

 

 

 

Esta parte do estudo refere-se aos ensaios de cultivo de protoescólices 

correspondentes ao objetivo específico 3 deste trabalho. O perfil imunogênico dos 

produtos de secreção e/ou excreção de protoescólices obtidos de sobrenadantes de 

cultivo foram analisados por western blotting, utilizando soros de pacientes com 

hidatidose, enquanto a presença do AgB foi avaliada usando um pool de soros 

policlonais contra subunidades recombinantes deste antígeno. Os produtos de 

secreção e/ou excreção de protoescólices também foram analisados por 

espectrometria de massas, utilizando um pool de amostras de cultivos distintos, 

devido à baixa concentração de proteínas em cada sobrenadante de cultivo 

individual. 
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1. Materiais e Métodos  
 

 
1.1. Protoescólices 
Os protoescólices foram obtidos conforme descrito em Virginio et al. (2007), e 

cultivados diretamente após a sua obtenção. Após a remoção dos cistos, os 

protoescólices foram submetidos a ciclos de lavagens através de sucessivas 

sedimentações em PBS para a retirada de restos de membrana germinativa e líquido 

hidático. A viabilidade foi determinada por trypan blue, e apenas as amostras de 

protoescólices com viabilidade ≥90% foram utilizadas nos ensaios.  

 
1.2. Obtenção dos produtos de secreção e/ou excreção de protoescólices 
Os protoescólices foram cultivados de acordo com o protocolo sugerido por Carmena 

et al. (2004), com pequenas modificações. Durante a padronização dos ensaios, 100, 

200, 400, 800, 1000, 2500, 5000 e 8000 protoescólices por ml de meio foram 

cultivados em 10 ml de PBS estéril, complementado com 10% de glicose e 100 μg/ml 

de gentamicina, a 37°C em 5% de CO2. Foi estabelecido o cultivo de 8000 

protoescólices/ml, pois somente nesta condição a quantidade de produtos de 

secreção e/ou excreção foi suficiente para a sua visualização em SDS-PAGE corado 

com prata.  

As amostras foram analisadas em diferentes intervalos de cultivo, sendo que 

não foram feitos intervalos cumulativos. Ao final de cada intervalo, os 10 ml de meio 

de cultivo eram retirados e substituídos pelo mesmo volume de meio fresco na 

mesma garrafa de cultivo. A cada extração de sobrenadante de cultivo, uma alíquota 

de protoescólices era analisada quanto a sua viabilidade. Os intervalos de cultivo 

analisados foram de 0-13h, 13-18h, 18-24h, 24-40h e 40-48h. 

Os sobrenadantes de cultivo foram então concentrados 100X utilizando filtros 

Amicon Ultra com um poro de 5 kDa de diâmetro (Millipore), e 100 μl de cada 

sobrenadante foram recuperados após o processo de concentração. Um total de seis 

culturas de protoescólices foi feito, sendo que cinco procedentes de cistos 

pulmonares e uma de cisto hepático. 
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1.3. SDS-PAGE e western blotting 

Alíquotas de 15 μl dos sobrenadantes de cada cultivo concentrados 100X foram 

analisadas em SDS-PAGE e western blotting. As proteínas presentes nas amostras 

concentradas foram separadas por SDS-PAGE 12% em condições redutoras, 

conforme Laemmli (1970) e visualizadas em coloração com prata (Shevchenko et al., 

1996). Os western blotting para detecção do perfil imunogênico dos produtos de 

secreção e/ou excreção foram realizados utilizando a técnica descrita por Towbin et 

al. (1979), com modificações. As proteínas foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose (Amersham Biosciences), que foram bloqueadas com Blotto 5% O/N a 

4°C. Como anticorpo primário, utilizou-se um pool de seis soros de pacientes 

infectados com hidatidose cística (com valores altos de absorbância em ensaios de 

ELISA, Virginio et al., 2003) diluídos 1:500 em blotto 5% (após uma padronização 

onde foram testadas as seguintes diluições: 1:50, 1:100 e 1:500). O anticorpo 

primário foi incubado durante 1h30 min a temperatura ambiente e com agitação. 

Como anticorpo secundário, foi utilizado um conjugado marcado com peroxidase 

anti-IgG humana (Sigma) diluído 1:1000 em blotto 5%, incubado nas mesmas 

condições acima, exceto o tempo, que foi de 1 h. Para testar a presença de alguma 

reatividade cruzada, foi feito um imunodot (pela baixa disponibilidade de material de 

sobrenadantes de cultivo) com um pool de soros negativos (de indivíduos 

clinicamente saudáveis), nas mesmas condições descritas acima. 

Para os ensaios de detecção do AgB nos produtos de secreção dos 

protoescólices, foi utilizado como anticorpo primário um pool de soros policlonais 

contra cada uma das três subunidades recombinantes do AgB (AgB8/1, AgB8/2 e 

AgB8/3, gentilmente cedidos por Monteiro) diluído 1:30000 em blotto 5%. Como 

anticorpo secundário, foi utilizado um conjugado marcado com peroxidase anti-IgG 

de coelho (Amersham Biosciences) diluído 1: 2000 em blotto 5%. As condições de 

incubação já foram descritas acima.  

A revelação de ambos ensaios foi feita usando um kit de detecção de 

proteínas (ECL, Amersham Biosciences). 
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1.4. Espectrometria de massas 
Foi feito um pool das seis amostras de sobrenadantes de cultivo chegando a uma 

concentração de 2 mg de proteína total. As proteínas foram tratadas com uréia, 

digeridas com tripsina (Promega) e dessalinizadas através de uma coluna de 

polivinilbenzeno (Waters OASIS®HLB Cartridge).  

As amostras foram analisadas por espectrometria de massas em 

cromatografia líquida (LC-MS/MS: Liquid chromatography tandem mass 

spectrometry) utilizando um espectrômetro de massas API Q-Tof (Micromass) 

acoplado a um sistema de capilaridade para cromatografia líquida (CapLC, Waters). 

Os peptídeos foram separados por eluição com um gradiente de água/acetonitrila e 

ácido fórmico 0,1%. O espectro MS/MS foi processado usando o software Protein 

Lynx 2.0 (Waters), e o perfil PKL gerado foi utilizado para a pesquisa nos bancos de 

dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e de expressed sequence tags (ESTs) de 

E. granulosus (Fernández et al., 2002) (LophoDB, 

http://www.nematodes.org/Lopho/LophDB.php) utilizando o software Mascot (Matrix 

Science) (http://www.matrixscience.com) (Pinto et al., 2007). A análise por 

espectrometria de massas foi feita pela estudante de doutorado do Laboratório de 

Biologia Molecular de Cestódeos Karina Mariante Monteiro em colaboração com o 

grupo do Dr. Fábio Gozzo, do Laboratório Nacional de Luz Síncotron de Campinas, 

dentro do projeto MAS-5116, intitulado “Análise Proteômica dos parasitos 

Echinococcus granulosus e Mesocestoides corti (Platyhelminthes, Cestoda)”. 

 

2. Resultados  
 

2.1. Análise dos produtos de secreção e/ou excreção de protoescólices por 
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 
 Os produtos de secreção e/ou excreção presentes nos sobrenadantes de 

cultivo representativos de intervalos de tempo dentro das primeiras 48 h de cultivo de 

protoescólices foram analisados por SDS/PAGE 12%, e visualizados por coloração 

com prata (Figura 2.1).  
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Figura 2.1. SDS-PAGE (12%) dos produtos de secreção e/ou excreção obtidos durante 
diferentes intervalos de tempo (entre 0 e 48h) de cultivo de protoescólices. (A) 
Sobrenadantes de cultivo obtidos de cisto hepático. (B-F) Sobrenadantes de cultivo obtidos 
de 5 cistos pulmonares de diferentes regiões do Rio Grande do Sul. M: Massa molecular 
expressa em kDa. 1-intervalo de 0-13h; 2-intervalo de 13-18h; 3-intervalo de 18-24h; 4-
intervalo de 24-40h; 5-intervalo de 40-48h. 
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 As proteínas obtidas representam, em sua maioria, produtos de secreção e/ou 

excreção resultantes do metabolismo do parasito, pois a viabilidade dos 

protoescólices manteve-se em torno de 85% ao longo do período de cultivo. Através 

da comparação do perfil de proteínas obtido nas amostras oriundas de 

sobrenadantes de cultivo de protoescólices de diferentes cistos hidáticos, é possível 

observar uma variabilidade de produtos secretados e/ou excretados entre os 

diferentes cistos, tanto em termos quantitativos como qualitativos. A amostra de 

proteínas demonstrada na Figura 2.1-C, aparentemente apresentou uma quantidade 

geral menor de produtos de secreção em relação às outras amostras. O mesmo 

ocorreu em intervalos específicos, como o de 40-48h, entre as amostras ilustradas 

em B e D (Figura 2.1), quando comparadas as amostras representadas por A, E e F 

(Figura 2.1), as quais apresentaram uma maior quantidade de produtos de secreção 

nesse período. Uma característica que se manteve em pelo menos 4 amostras de 

cultivo (Figura 2.1-A, D, E e F), foi uma menor secreção de proteínas no intervalo de 

18-24h. Em geral, os produtos de secreção obtidos nos sobrenadantes de cultivo 

variaram em massa molecular de 10 a 200 kDa, com componentes de 

aproximadamente 75, 35, 29 e 15 kDa em destaque.  

 Assim como foi obtida uma considerável diferença qualitativa no perfil de 

proteínas entre amostras de cistos distintos, o mesmo aconteceu, em alguns casos, 

entre os intervalos representativos de proteínas secretadas de protoescólices 

oriundos de um mesmo cisto hidático. A Figura 2.1-C e D demonstra uma 

considerável diferença qualitativa principalmente em relação aos três primeiros 

intervalos (0-13h, 13-18h, 18-24h), quando comparados aos intervalos de 24-40h e 

40-48h. Por outro lado, também foi observada uma semelhança no perfil de proteínas 

secretadas entre os diferentes intervalos de cultivo em algumas amostras obtidas do 

mesmo cisto hidático, como está demonstrado na Figura 2.1-A, B, E e F. 
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2.2. Análise dos produtos de secreção e/ou excreção de protoescólices por 
western blotting 

Os produtos de secreção e/ou excreção presentes nos sobrenadantes de 

cultivo representativos de intervalos de tempo dentro das primeiras 48 h de cultivo de 

protoescólices foram analisados por western blotting utilizando um pool de soros de 

pacientes com hidatidose cística (Figura 2.2). Foi observada uma variabilidade de 

proteínas secretadas imunogências entre os diferentes cistos hidáticos, e também 

entre distintos intervalos em um mesmo cisto (exceto na amostra representada pela 

Figura 2.2-D, que apresentou um padrão de reconhecimento protéico bastante 

semelhante entre os diferentes intervalos). Em termos gerais, as proteínas 

imunogênicas presentes nos diferentes sobrenadantes de cultivo oriundos de 

diferentes cistos, e entre intervalos do mesmo cisto, variaram em massa molecular 

entre 25 e 200 kDa, aproximadamente. No entanto, nas amostras referentes aos 

intervalos de 0-13h, representadas na Figura 2.2-C e E, foram obtidas bandas de 

baixa intensidade de aproximadamente 15 kDa. O mesmo ocorreu na amostra 

referente ao intervalo de 40-48h, representada na Figura 2.2-A, que apresentou uma 

banda de aproximadamente 20 kDa.  

Os intervalos de cultivo de protoescólices que apresentaram uma maior 

variabilidade de produtos secretados e/ou excretados nas diferentes amostras foram 

geralmente os de 0-13h, 24-40h e 40-48h. O intervalo de 18-24h apresentou uma 

baixa concentração ou até mesmo a ausência (Figura 2.2-F) de produtos de 

secreção de protoescólices na maioria das amostras cultivadas.  
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Figura 2.2. Western blotting dos produtos de secreção e/ou excreção obtidos durante 
diferentes intervalos de tempo (entre 0 e 48h) de cultivo de protoescólices. (A) Sobrenadantes 
de cultivo obtidos de cisto hepático. (B-F) Sobrenadantes de cultivo obtidos de 5 cistos pulmonares de 
diferentes regiões do Rio Grande do Sul posicionados de acordo com seus respectivos géis SDS-
PAGE (Figura 2.1). M: Massa molecular expressa em kDa. 1-líquido hidático (controle positivo); 2-
intervalo de 0-13h; 3-intervalo de 13-18h; 4-intervalo de 18-24h; 5-intervalo de 24-40h; 6-intervalo de 
40-48h. Figura 2.2-F: 1-intervalo de 0-13; 2-intervalo de 13-18h; 3-intervalo de 18-24h; 4-intervalo de 
24-40h; 5-intervalo de 40-48h; 6-líquido hidático. 
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No imunodot feito com o pool de soros negativos, de indivíduos clinicamente 

saudáveis, nenhuma reatividade com os produtos de secreção e/ou excreção de 

protoescólices foi observada (Figura 2.3). 

1      2      3 
 

Figura 2.3. Imunodot dos produtos de secreção e ou excreção de 
protoescólices utilizando um pool de soros negativos. Os dots de cima para baixo 
correspondem aos produtos de secreção obtidos nos intervalos de tempo de 0-13h, 13-18h, 
18-24h, 24-40h e 40-48h. 1-Apenas Blotto 5%; 2-pool de soros infectados com hidatidose 
cística; 3- pool de soros de indivíduos clinicamente saudáveis.  

 
Para analisar a presença de AgB nos produtos de secreção e/ou excreção de 

protoescólices em cultivo, foi feito um western blotting utilizando um pool de 

anticorpos policlonais contra subunidades recombinantes do AgB. O AgB foi 

detectado em uma das seis amostras cultivadas, oriunda de um cisto pulmonar, 

(Figura 2.4-A), nos intervalos de 18-24h, 24-40h e 40-48h. As outras cinco amostras 

cultivadas que não apresentaram AgB detectável, foram representadas por apenas 

um figura (Figura 2.4-B). A sensibilidade de detecção do teste foi de até 680 pg de 

proteína, determinada em um ensaio de imunodot (dados não mostrados).  
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Figura 2.4. Western blotting para análise da presença de AgB nos produtos de 
secreção e/ou excreção obtidos durante diferentes intervalos de tempo (entre 0 e 48h) 
de cultivo de protoescólices. (A) Amostra de sobrenadantes de cultivo com detecção de 
AgB (B) Amostra de sobrenadantes de cultivo sem detecção de AgB. M: Massa molecular 
expressa em kDa. 1-AgB nativo (controle positivo); 2-intervalo de 0-13h; 3-intervalo de 13-
18h; 4-intervalo de 18-24h; 5-intervalo de 24-40h; 6-intervalo de 40-48h; 7-AgB8/2 
recombinante (controle positivo); 8-HSP-70 (controle negativo). 

 

 

2.3. Análise dos produtos de secreção e/ou excreção de protoescólices 
por espectrometria de massas 

Na análise feita por espectrometria de massas, foram identificadas 11 

proteínas no pool de amostras referentes a 6 cultivos distintos. As proteínas estão 

sumarizadas na Tabela 1. 
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Tabela 1. Proteínas identificadas por LC-ESI-Q-TOF MS/MS em produtos 
de secreção e/ou excreção de protoescólices. 

Proteína N° de Acesso* 
Escore(S) 

do Mascot 
Peptídeo(s) Espécie 

Malato 

Desidrogenase 
Q04820 102 DQQIILHLLDIPEAK E. granulosus 

 

Fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase  

P29190 

 

39** 

 

QYLLEDIEETTKFLDDVGVDLPK E. granulosus 

 

Miofilina 

 

S40075 

 

50 

44 

 

IMENISAFLEAMK 

GYGVPVADLFQTVDLFEKK 

E. granulosus 

 

P-29 

 

Q9U8G7 

 

63 

 

EFDGLSVQLLDLIR 

 

E. granulosus 

 

Ciclofilina 

 

P14088 

 

74 

74 

 

IVFALFDDVPK 

HWFGEVESGEDVVKDMEAVGSSSGK 

 

E. granulosus 

 

Proteína de 

Tegumento 

AAX20156 67** NFIIDQVDDTLR E. granulosus 

Enolase P42894 
63 

112** 

LAMQEFMILPTGAK 

SGETEDSTIADIVVGLR 

    Neocallismatix   frontalis 

            E. granulosus 

 

Serinoprotease 

 

CAA53145 62 NDIMLLR Homo sapíens 

Serinoprotease BAD66929 62 NDIMLIR Bothrops jararaca 

 

Tiorredoxina 

Peroxidase 

 

Q86M52 

 

36** 

 

 GLFIIDDKGVLR 

 

E. granulosus 

14-3-3 AAX73175 55 DATLIMQLLR E. granulosus 

O escore do Mascot é –10 X log(P), onde P é a probabilidade de a combinação observada ser um 
evento randômico. Escores individuais acima de 24 indicam identidade ou extensa homologia para 
p≤0,05. 
*Número de acesso das seqüências homólogas depositadas no banco de dados NCBI 
**Escores obtidos no Mascot utilizando o banco de ESTs de E. granulosus. Os demais escores foram 
obtidos utilizando o NCBI. 
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2. DISCUSSÃO GERAL 
 

 Os mecanismos da resposta imune inata que afetam a suscetibilidade a 

infecção primária ou secundária com E. granulosus são pouco conhecidos (Zhang et 

al., 2003). A imunomodulação do sistema imune ocorre, basicamente, nos estágios 

iniciais da infecção (Marriott et al., 2006), portanto, tais mecanismos provavelmente 

envolvem a modulação de neutrófilos por componentes parasitários, pois são as 

células imunes mais abundantes encontradas no sangue humano (Hayashi et al., 

2003) e mediam a citotoxicidade de alvos grandes, principalmente extracelularmente 

(Van Spriel et al., 2001). São células efetoras que interagem com os helmintos 

durante o processo de infecção (Pugine et al., 2005) e também estão envolvidas na 

regulação da resposta imune adaptativa (Van Gisbergen et al., 2005). 

 Neste trabalho, foram avaliados os efeitos de protoescólices e AgB de E. 

granulosus na resposta imune inata do hospedeiro para analisar o seu possível 

envolvimento em mecanismos de defesa do hospedeiro e/ou evasão do parasito 

através do estudo de alguns eventos iniciais de ativação de neutrófilos.  

A ativação de neutrófilos foi monitorada por citometria de fluxo (Robinson et 

al., 1997; Zhang et al., 1995; Guyader et al., 2004) de amostras de sangue total de 

indivíduos clinicamente saudáveis, e os eventos estudados foram a regulação 

positiva de CD11b (Davis et al., 2000), a produção de ROS (H2O2) (Silva et al., 2003), 

e a detecção de IL-8 por ELISA. A citometria de fluxo apresenta vantagens para a 

medida da expressão de CD11b e produção de H2O2 em relação a técnicas 

convencionais, uma vez que utiliza pequenas quantidades de sangue, sem precisar 

isolar a população celular de interesse da amostra de sangue total (Zhang et al., 

1995; Guyader et al., 2004). Além disso, é um método mais rápido, sensível e 

multiparamétrico (Alvarez-Larrán et al., 2005), apresentando resultados objetivos e 

quantificáveis (Robinson et al., 1997). O estudo de detecção de H2O2 apresenta 

vantagens em relação à detecção de O2
-, pois H2O2 é mais estável, enquanto O2

- tem 

um tempo de vida curto, especialmente quando presente em altas concentrações, e 

dismuta espontaneamente, reduzindo assim, o sinal capturado (DeCoursey & Ligeti, 

2005). 
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Os protoescólices são centrais no ciclo biológico do parasito e de particular 

interesse no desenvolvimento de infecções primárias e secundárias (Galindo et al., 

2002). In vivo, são normalmente seqüestrados da resposta imune do hospedeiro 

dentro do cisto hidático (Riganò et al., 2001). Entretanto, os protoescólices são 

liberados após a acidental ruptura de cistos, o que pode resultar na formação de 

novos cistos (Thompson, 1995; Dervenis et al., 2005) e no desenvolvimento de 

hidatidose secundária (Rogan et al., 2006).  

O equilíbrio entre a defesa desenvolvida pelos neutrófilos e componentes 

imunomoduladores expressados e/ou secretados pelo parasito pode direcionar o 

estabelecimento da infecção. Portanto, foram estudados os efeitos de protoescólices 

viáveis sobre os neutrófilos a fim de investigar o papel destas células na resposta 

contra o desenvolvimento da infecção secundária. Os neutrófilos foram ativados 

pelos protoescólices, pois ocorreu um aumento significativo da expressão de CD11b, 

da produção de H2O2, e de IL-8. Entretanto, não foram observadas mudanças na 

morfologia ou integridade do tegumento dos vermes expostos às células ativadas. 

Por outro lado, a interação dos protoescólices com os neutrófilos poderia ocasionar 

mudanças metabólicas no parasito que afetariam seu subseqüente desenvolvimento 

e viabilidade.  

A atividade imunomoduladora de componentes parasitários é geralmente 

dependente da interação com receptores específicos na superfície das células do 

sistema imune do hospedeiro (Harnett & Harnett, 2006). Como a ativação dos 

neutrófilos na presença dos protoescólices foi observada mesmo na ausência de 

anticorpos, é provável que a interação não tenha ocorrido através de receptores Fc. 

Os parasitos helmintos são capazes de manipular a resposta imune adaptativa do 

hospedeiro por modular a resposta inata através de receptores TLR. A interação 

entre Taenia crassiceps e receptores TLR de macrófagos está envolvida na 

produção de IL-6 por essas células (Dissanayake et al., 2004). Espécies dos gêneros 

Taenia e Echinococcus são helmintos filogeneticamente relacionados, que 

compartilham vários antígenos (Ishida et al., 2003), os quais podem ser reconhecidos 

por diferentes TLRs.  
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Recentemente, uma interação entre componentes de Schistosoma e 

receptores TLR de macrófagos também foi relatada (Jenkis et al., 2005), reforçando 

a hipótese de que a interação observada nesse estudo pode ter ocorrido através de 

receptores TLR da membrana de neutrófilos. Estudos feitos em neutrófilos humanos 

ativados por componentes parasitários através dos receptores TLR2 e TLR4 

mostraram um aumento na produção de IL-8, regulação positiva na expressão de 

CD11b e indução de ROS (Sabroe et al., 2003; Sabroe et al., 2005) que 

correspondem aos mesmos parâmetros avaliados nesse trabalho. 

Em seres humanos, a resposta imune específica contra componentes 

somáticos e/ou secretados por protoescólices tem sido relatada durante a infecção 

crônica (Sterla et al., 1999; Cardozo et al., 2002; Virginio et al., 2003; Lorenzo et al., 

2005). O AgB representa o maior componente antigênico secretado pela camada 

germinativa e por protoescólices (Sanchez et al., 1991), está presente em grandes 

quantidades no líquido hidático (Mamuti et al., 2006a) e pode ultrapassar as 

membranas do cisto, atingindo o meio interno do hospedeiro (González & Chachau, 

2003). Entretanto, o seu papel na biologia do parasito ainda não está bem elucidado. 

Existem algumas evidências que o AgB está envolvido em mecanismos 

fundamentais para a sobrevivência do parasito no hospedeiro. É bem possível que o 

AgB tenha um papel crítico durante o estabelecimento do parasito e os estágios 

iniciais da infecção, uma vez que só começa a ser reconhecido por anticorpos 

específicos cinco semanas após a infecção em modelos experimentais de 

camundongos infectados (Zhang et al., 2003). Além disso, devido a barreira física 

dos cistos, o AgB pode se acumular no líquido hidático, após ser secretado pelo 

parasito em um agregado protéico que seja fortemente imunogênico, antes de entrar 

em contato com o sistema imune do hospedeiro (Mamuti et al., 2006a). As 

subunidades de 8 kDa do AgB foram capazes de imunomodular as respostas inata e 

adaptativa do sistema imune do hospedeiro (Shepherd et al., 1991; Riganò et al., 

2001). A interação do AgB com os neutrófilos foi previamente investigada, mas os 

mecanismos envolvidos nesse processo ainda não foram analisados. Sendo assim, 

os efeitos do AgB nativo na regulação positiva de CD11b, na produção de H2O2, e na 

produção de IL-8 foram avaliados pela primeira vez nesse trabalho.  
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Em contraste com os protoescólices, o AgB não produziu efeitos detectáveis 

na ativação de neutrófilos nas condições experimentais utilizadas. Portanto, foi 

analisada a capacidade do AgB de interferir na ativação de neutrófilos pré-

estimulados com PMA, como um modelo in vitro para analisar a sua potencial 

propriedade imunomodulatória. A pré-incubação de neutrófilos com o AgB não 

alterou a regulação positiva de CD11b induzida por PMA. Entretanto, a produção de 

H2O2 foi significantemente reduzida pela presença de 1μg/ml de AgB. Nos estágios 

iniciais de desenvolvimento dos cistos hidáticos, neutrófilos, macrófagos e eosinófilos 

infiltram-se ao redor do cisto (Zhang et al., 2003) e liberam ROS, incluindo H2O2, as 

quais podem causar danos para todas as classes de macromoléculas biológicas, 

levando a oxidação de proteínas, peroxidação de lipídeos, modificações e quebras 

nas fitas de DNA. A geração de ROS pode ser restrita a fagossomos intracelulares, 

no entanto, a secreção destes componentes reativos começa antes do fechamento 

do fagossomo, e os compostos podem escapar para o meio extracelular dos 

neutrófilos. Portanto, os neutrófilos que se aderem a materiais grandes para serem 

ingeridos como os protoescólices podem secretar estes produtos em grandes 

quantidades no meio extracelular (Kuijpers & Roos, 2001). Sendo assim, o parasito 

precisa se defender de ROS para garantir a sua sobrevivência (Li et al., 2004), e o 

AgB parece estar envolvido no processo de defesa. O efeito inibitório do AgB foi 

obtido somente quando PAF foi usado como priming. Isso sugere que o efeito 

inibitório observado não foi atribuído a interação direta entre PMA e AgB, o que está 

de acordo com a observação de que este efeito não é obtido com a concentração 

maior de AgB. O fenômeno de priming sugere que a ativação é um processo de dois 

passos. A base molecular para o priming de NADPH oxidase é desconhecida (Brown 

et al., 2004), no entanto se sabe que ele acontece in vivo (Nilsdotter-Augustinsson et 

al., 2004).  

 PAF é um estabelecido e importante mediador inflamatório que amplifica a 

resposta oxidativa de neutrófilos in vivo (Archer et al., 1985; Kitchen et al., 1996). 

Diferente de outros agentes de priming, PAF é sintetizado e expressado na superfície 

de células endoteliais ativadas. A ativação dos neutrófilos por PAF ocorre 
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provavelmente quando eles estão em íntimo contato com as células endoteliais 

(McClenahan et al., 2000).  

Diferentes agentes de priming podem seletivamente potencializar distintos 

mecanismos efetores durante a ativação de neutrófilos por um estímulo subseqüente 

(Rosenberg & Gallin, 2003). Sendo assim, uma qualitativa diferença entre neutrófilos 

primados poderia condicionar a interferência do AgB com o caminho intracelular de 

mecanismo oxidativo envolvido. Além disso, a ativação de células inatas resulta da 

integração de sinais positivos e negativos com múltiplos receptores/ligantes (Vivier & 

Malissen, 2005), e a ativação de NADPH oxidase é regulada por diversos caminhos 

de sinalização inter-relacionados (Bengtsson et al., 2006). Portanto, a resposta dose-

dependente observada com o AgB pode estar de acordo com tal padrão complexo de 

interação na célula. Por outro lado, diversos estudos feitos com diferentes peptídeos 

mostraram que na resposta adaptativa, estímulos com baixas doses de antígenos 

preferencialmente induzem uma resposta inibitória Th2, com produção de IL-4 e IL-5 

(Rogers & Croft, 1999). 

Os mecanismos pelos quais os efeitos de inibição ocorreram não são claros, 

mas foi sugerido que partículas exógenas podem induzir modificações na membrana, 

alterando a reunião do complexo NADPH oxidase (Walrand et al., 2003), necessário 

para a produção de H2O2. Além disso, a interferência intracelular em outros sistemas 

enzimáticos também pode estar envolvida no processo de inibição. Entretanto, a 

elucidação do mecanismo de ação deste antígeno nas células imunes do hospedeiro 

necessita uma posterior investigação.  

Mudanças no perfil de citocinas são eventos cruciais que podem influenciar as 

interações parasito-hospedeiro (Vuitton 2003). Nesse contexto, o AgB não estimulou  

a secreção de IL-8 por uma fração enriquecida de neutrófilos. A IL-8 é uma citocina 

produzida por neutrófilos e outras células inatas, com potente atividade de 

quimiotaxia de diferentes populações celulares envolvidas em eventos citotóxicos, 

determinando um papel central para os neutrófilos na regulação e infiltração de 

leucócitos durante a resposta inflamatória. O tempo de vida curto dos neutrófilos 

pode ser estendido na presença de IL-8, e esse mecanismo é potencialmente 

importante para ampliar o tempo de vida dos neutrófilos participantes da resposta 
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imune no sítio inflamado (Whyte et al., 1999). A IL-8 pode ainda, estimular a 

liberação de elastase em neutrófilos (Sadowska et al., 2006) e estar envolvida 

também na modulação da resposta adaptativa (Van Gisbergen et al., 2005). 

A variabilidade observada no comportamento geral dos neutrófilos de 

diferentes indivíduos pode ser devido à presença de subpopulações funcionalmente 

diferentes entre os PMN circulantes (Bass et al., 1983). Alguns estímulos como a 

molécula C5a do sistema complemento pode causar uma transiente neutropenia em 

algumas células, e os neutrófilos recuperados durante este processo apresentaram 

menor capacidade de migração e uma reduzida capacidade de ligação a 

imunoglobulinas (Klempner et al., 1980). Sendo assim, ainda que dentro de uma 

população homogênea de PMN, a aplicação de um estímulo pode alterar a atividade 

metabólica das células tanto de uma maneira uniforme, causando uma parcial 

estimulação de todas as células, ou de uma maneira heterogênea, causando uma 

completa estimulação de somente uma porção das células do sistema (Bass et al., 

1983). 

O estímulo de neutrófilos e um alto estado de ativação podem levar ao 

enfraquecimento e à apoptose das células, um efeito difícil de predizer e que pode 

ser variável em cada indivíduo examinado (Eickhoff et al., 2004). Por outro lado, 

fatores presentes no sangue total de cada indivíduo, como citocinas, células 

cooperativas, anticorpos e outros componentes plasmáticos podem representar 

fatores desconhecidos que influenciem nos ensaios. Além disso, o pulso respiratório 

geralmente acontece no tecido infectado, um meio diferente do sangue, então como 

qualquer outro ensaio in vitro, os dados devem ser analisados e interpretados com 

cuidado (Kampen et al., 2004).  

Assumindo que os resultados obtidos com os protoescólices e o AgB in vitro 

representam parcialmente o que ocorre com os neutrófilos após uma acidental 

ruptura e liberação do conteúdo de cistos, o AgB poderia ser visto como parte de 

uma mecanismo de evasão importante para a sobrevivência do parasito 

(protoescólices) em caso de ruptura do cisto. O AgB poderia interferir com a fase 

efetora da resposta imune, permitindo que protoescólices liberados possam se 

desenvolver em cistos secundários. Esta interferência, mediada por inibição de 
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células imunorreguladoras e células efetoras, como os neutrófilos, seria possível 

devido ao fato que os efeitos estimulatórios de protoescólices poderiam ser 

resolvidos pelos efeitos não-estimulatórios ou inibitórios do AgB, presente em 

grandes quantidades no líquido hidático.  

 Devido ao fato de que o AgB exerce esses efeitos imunomodulares sobre a 

resposta inata do hospedeiro intermediário,  o estudo de outros produtos de secreção 

de protoescólices que também possam estar envolvidos nesses mecanismos de 

defesa torna-se extremamente importante. 

As proteínas secretadas realmente constituem um grupo fundamental de 

análise, uma vez que representam os principais produtos imunologicamente ativos, 

partindo da premissa de que uma proteína precisa ser exportada para exercer o seu 

efeito no sistema imune do hospedeiro. A análise de proteínas secretadas tem sido 

feito com sucesso em helmintos, sendo que estudos filogenéticos comparativos entre 

espécies de nematódeos sugerem que a rápida evolução de novas proteínas 

secretadas pode refletir uma adaptação evolutiva dos parasitos para evasão da 

resposta imune do hospedeiro (Maizels et al., 2004). No entanto, poucas pesquisas 

têm sido direcionadas para a descrição de produtos de secreção e/ou excreção de 

protoescólices e de vermes adultos de E. granulosus (Camena et al., 2006), 

provavelmente pela dificuldade de obtenção de quantidades suficientes de 

componentes secretados para análises posteriores (Carmena et al., 2005a). 

Carmena et al. (2004) caracterizaram os produtos de secreção de protoescólices 

analisando o perfil de proteínas apenas por ensaios enzimáticos. Portanto, como o 

repertório de produtos de secreção do metacestódeo que interfere com o sistema 

imune do hospedeiro ainda é pouco caracterizado, uma análise mais específica de 

identificação das proteínas secretadas através de espectrometria de massas torna-se 

uma alternativa extremamente importante. O estudo de proteínas através de 

espectrometria de massas oferece ferramentas para investigar proteínas parasitárias 

e tem o potencial para identificar expressão diferencial em distintos estágios do 

parasito ou em resposta a drogas (Barrett et al., 2000) e produtos de secreção e/ou 

excreção (Jefferies et al., 2001). Em E. granulosus, esta estratégia viabiliza, por 
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exemplo, a análise comparativa da expressão de proteínas somáticas e secretadas 

de protoescólices em cistos de diferentes hospedeiros.  

Chemale et al. (2003) realizaram um levantamento proteômico preliminar de 

extratos de protoescólices e de líquido hidático. Entretanto, a análise do conteúdo 

protéico presente no líquido, que corresponde a produtos de secreção de 

protoescólices e da membrana germinativa apresentou problemas de resolução, 

devido à alta concentração de proteínas do soro do hospedeiro no líquido, 

principalmente albumina e imunoglobulinas. Sendo assim, a análise de produtos 

secretados através do cultivo de protoescólices permitiu uma avaliação sem a 

presença desses contaminantes.  

Neste trabalho, o cultivo foi feito em diferentes intervalos de tempo, não 

cumulativos, visando uma análise qualitativa preliminar e prospectiva de produtos de 

secreção correspondentes a distintos períodos e estados fisiológicos dos 

protoescólices em cultivo. O meio utilizado para o cultivo foi PBS, que é livre de 

proteínas ou outros componentes que pudessem interferir com o material resultante 

do metabolismo do parasito. Além disso, é um meio de fácil preparação e de baixo 

custo (Carmena et al., 2002). Os produtos de secreção e/ou excreção foram obtidos 

a partir das primeiras 48 h de cultivo de protoescólices, pois durante este período os 

parasitos apresentavam uma alta taxa de sobrevivência (em torno de 85%), 

assegurando uma mínima contaminação com produtos somáticos (Carmena et al., 

2002). A variabilidade dos produtos secretados, que pode ocorrer pela presença de 

diferentes genótipos entre protoescólices de cistos diferentes e até mesmo dentro de 

um mesmo cisto (Elissondo et al., 2004; Arend et al., 2004), foi independente do 

órgão de origem dos cistos, contrariando os resultados de Carmena et al. (2004), que 

observaram uma maior variabilidade nos componentes secretados por protoescólices 

oriundos de cistos hepáticos. No período de 18-24h houve um declínio na secreção 

em pelo menos quatro cultivos realizados, mas a atividade de protoescólices pode 

variar de acordo com o seu órgão de origem e também o tempo/intervalo de cultivo 

(Macintyre & Dixon, 2001). Aparentemente, há uma diminuição do metabolismo dos 

protoescólices nesse momento, e após ocorre uma retomada da atividade secretora 

nos intervalos finais.  
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Os produtos de secreção e/ou excreção imunogênicos obtidos nesse trabalho 

foram mais representativos em relação a estudos anteriores. Porém os componentes 

de 20, 50, 65, 75 e 89 kDa identificados apresentaram massa molecular similar aos 

produtos de secreção obtidos por Auer et al. (1988) e Carmena et al. (2004). Os 

produtos secretados não apresentaram reatividade cruzada com soros de indivíduos 

clinicamente saudáveis, indicando o seu potencial imunodiagnóstico. Entretanto, não 

foi feita uma comparação com soros de indivíduos com outras parasitoses, devido à 

baixa quantidade de material.    

A secreção in vitro do AgB pelos protoescólices foi demonstrada pela primeira 

vez nesse trabalho. Carmena et al. (2004) não detectaram o AgB em seus ensaios e 

sugeriram que ele poderia ser sintetizado mais tarde por protoescólices e pela 

membrana germinativa. Entretanto, a técnica de revelação para detecção de 

proteínas no western blotting utilizada nesse trabalho apresenta uma sensibilidade 

muito maior do que a usada pelos autores citados, permitindo a visualização da 

banda de 8 kDa correspondente a subunidade do AgB.  

Entre as proteínas secretadas identificadas por espectrometria de massas, 

algumas correspondem a produtos antigênicos. Um passo fundamental no 

conhecimento de estratégias de evasão do parasito é justamente identificar 

antígenos que desencadeiam uma forte, mas não restritiva resposta de anticorpos, 

visto que diferentes classes e subclasses de anticorpos específicos podem 

apresentar papéis biológicos distintos no estabelecimento da infecção (Ortona et al., 

2005). Uma vez identificadas, é possível avaliar experimentalmente a função dessas 

proteínas, as quais podem levar a elucidação de processos metabólicos específicos 
e/ou mecanismos de infecção e de evasão. O grupo de antígenos identificado neste 

trabalho foi composto pelas proteínas malato desidrogenase (Rodrigues et al., 1993), 

fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (Geary et al., 1993), miofilina (Martin et 

al., 1995) e P-29 (González et al. 2000).  
A malato desidrogenase mostrou ser altamente imunogênica em humanos 

infectados com hidatidose (Virginio et al., 2003), tanto em níveis de IgG total como de 

IgG4, que pode desviar a produção de anticorpos e está correlacionada com a 

doença ativa (Ortona et al., 2005), pois não é nem citofílica e nem fixadora do 
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complemento. Por outro lado, por competir diretamente com IgE, pode proteger o 

hospedeiro de um choque anafilático (Vuitton, 2004). 

A PEPCK induziu uma forte resposta imune em humanos (Stadecker et al., 

2001), e em camundongos, caracterizada pelo aumento de células T CD4, e da 

produção de citocinas IFN-γ, IL-12 e TNF-α (Liu et al., 2006). Esta enzima também é 

importante na formação de granuloma pela ação de células T CD4 no tecido 

infectado com parasitas, como foi observado com Schistosoma mansoni, (Hernández 

et al., 1997), embora o perfil de citocinas se encaixe em um balanço de resposta 

Th1/Th2, conferindo uma resposta parcialmente benéfica para o parasito.  

As proteínas P-29 e miofilina apresentaram imunogenicidade em humanos 

infectados com hidatidose (González et al. 2000; Martin et al., 1995), embora se 

encontrem no tegumento e escoléx de protoescólices, e na camada germinativa, 

respectivamente. 

Dentre as outras proteínas identificadas, as quais também apresentam 

propriedades antigênicas, algumas já têm um papel descrito em mecanismos de 

evasão do parasito da resposta imune do hospedeiro.  

A ciclofilina (Colebroock et al., 2002) é uma proteína alérgena e secretada 

(Ortona et al., 2002; Rosenzvit et al., 2006). As moléculas alérgenas induzem uma 

resposta Th2 não protetora (Pasare & Medzhitov, 2004). 

A proteína de tegumento (EgTeg) (Ortona et al., 2005) de E. granulosus inibiu 

a quimiotaxia de neutrófilos, induziu uma resposta celular dominada pela acentuada 

produção de IL-4, uma citocina associada a resposta Th2, e escassa produção de 

INF-γ. EgTeg é uma molécula imunomoduladora, pois também não fixa o sistema 

complemento, induzindo preferencialmente uma resposta Th2, e já foi relatada no 

líquido hidático (Ortona et al., 2005). 

A enolase (Durand et al., 1995), que apresenta a sua seqüência amplamente 

conservada entre diferentes organismos (Pancholi, 2001), já foi descrita ser 

secretada em alguns organismos (Veiga-Malta et al., 2004; Sundstrom & Aliaga, 

1994; Quiñones et al., 2007). A enolase inibiu a resposta imune de camundongos 

contra antígenos dependentes de células T e estimulou a produção da citocina 

antiinflamatória IL-10. Além disso, não estimulou a produção de INF-γ, fundamental 
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na condução da resposta Th1(Veiga-Malta et al., 2004). A enolase parece estar 

envolvida também em mecanismos de invasão de parasitos, pois a sua ligação com 

plasminogênio (proteinase com importante papel nos processos de fibrinólise e 

degradação de matrizes extracelulares) acentua a atividade desta proteinase (Dzik, 

2006). 

As serinoproteases de B. jararaca (Saguchi et al., 2005) e de H. sapiens 

(Dihanich & Spiess, 1994) pertencem à família de tripsinas. O Ag5 de E. granulosus 

é secretado e representa um dos maiores componentes do líquido hidático, 

sugerindo a sua importância na biologia do parasito (Lorenzo et al., 2003) 

principalmente no desenvolvimento do metacestódeo. A porção amino terminal do 

Ag5 apresenta seqüência homóloga a serinoproteases da família de tripsinas (Willis 

et al., 1997). Este antígeno apresenta duas subunidades ligadas por uma única ponte 

dissulfeto, que é uma arquitetura altamente conservada em outras serinoproteases 

desta família (Lorenzo et al., 2003), tais como as proteases de coagulação 

sanguínea, como a de jararaca, que está envolvida na atividade hidrolítica de 

fibrinogênio humano (Saguchi et al., 2005). É possível que essas serinoproteases, 

envolvidas também na degradação da matriz extracelular e na invasão de parasitos 

(Dzik, 2006), diversifiquem mais rapidamente em relação às outras proteínas, 

considerando a taxa convencional de evolução, e parecem adquirir novas funções, 

capacitando uma melhor adaptação ao meio (Saguchi et al., 2005). Nossos 

resultados sugerem então, a presença de outras serinoproteases nos produtos de 

secreção de protoescólices, além do Ag5. O Ag5 está presente em diferentes 

isoformas (Zhang & McManus, 1996), o que sugere que assim como o AgB, o Ag5 

pode ser codificado por uma família multigênica, a qual pode ser variavelmente 

expressa e pode ter algum papel em mecanismos de evasão.          

Tort et al. (1999) sugeriram que proteases secretadas pelo metacestódeo 

podem ter um papel fundamental no crescimento dos cistos no hospedeiro. 

A tiorredoxina peroxidase atua como um antioxidante que remove ROS, 

especialmente O2
- e H2O2 (Docampo, 1995), derivadas do metabolismo celular. É 

amplamente distribuída entre os helmintos, onde apresenta um papel fundamental na 

proteção desses organismos dos efeitos deletérios de ROS produzidas pelos 
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leucócitos ativados dos hospedeiros (Li et al.,2004). Esses parasitos têm se 

adaptado ao estresse oxidativo por sintetizar altos níveis de enzimas oxidantes, 

muitas vezes, na interface parasito-hospedeiro. Já foi demonstrado que 

protoescólices de E. granulosus podem metabolizar peróxido de hidrogênio in vitro 

(Salinas et al., 1998), e que expressam altos níveis de tiorredoxina peroxidase, o que 

provavelmente define um importante papel para essa enzima na biologia do parasito 

(Li et al., 2004). Sendo assim, seria muito provável que a tiorredoxina secretada 

estaria envolvida na eliminação de ROS produzidas pelo sistema imune do 

hospedeiro, uma vez que as atividades de catalase e glutationa transferase parecem 

estar ausentes em protoescólices presentes na forma larval do parasito (Salinas et 

al., 1998). Em outros parasitos, como Fasciola gigantica, os produtos de secreção 

contêm peroxidoxina, uma enzima que metaboliza peróxido de hidrogênio na 

ausência da atividade clássica da superóxido dismutase (El-Ghaysh et al., 1999). 

E finalmente, a proteína 14-3-3 pertence uma família de moléculas 

eucarióticas, representadas por diversas isoformas, as quais têm sido encontradas 

em muitos organismos, incluindo parasitos (Siles-Lucas et al., 1998). A proteína já foi 

relatada ser secretada pelas glândulas rostelares de vermes adultos de E. 

granulosus (Siles-Lucas et al., 2000), e também por outros parasitos como 

Toxoplamasma gondii (Assossou et al., 2004), o que fortemente indica seu papel na 

interface parasito-hospedeiro. A expressão em altos níveis de 14-3-3 parece estar 

associada ao crescimento sem restrições do metacestódeo de E. multilocularis 

(Nunes et al., 2004). Estudos in vitro com a proteína 14-3-3 de E. multilocularis 

mostraram uma redução na produção de óxido nítrico bem como no mRNA de óxido 

nítrico sintetase pelos macrófagos ativados do hospedeiro (Andrade et al., 2004). 

Isso mostra que a proteína 14-3-3 pode ajudar o parasito a evadir da resposta imune 

mediada por óxido nítrico pelas células do hospedeiro. 

A presença de proteínas nos produtos de secreção e/ou excreção de 

protescólices não descritas anteriormente como secretadas, tais como P-29, miofilina 

e malato desidrogenase, pode ser o resultado da liberação por morte e degeneração 

de protoescólices, embora o percentual de viabilidade dos vermes permanecesse 

relativamente alto (em torno de 85%) mesmo no último intervalo de cultivo. Por outro 
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lado, estudos de reatividade cruzada por western blotting e ELISA de inibição 

mostraram que os produtos de secreção de protoescólices compartilham mais 

componentes antigênicos com extratos somáticos dos vermes do que com líquido 

hidático (Carmena et al., 2005b). Provavelmente estão sendo utilizadas vias 

alternativas de secreção. Proteínas citosólicas foram identificadas na secreção de 

cercárias de S. mansoni, possivelmente pela ação de glândulas holócrinas, nas quais 

o conteúdo celular é forçado a sair através de ductos por contração muscular 

(Curwent et al., 2006). Além disso, o repertório identificado de produtos secretados 

pode não ser o mesmo que ocorre na situação natural, pois a secreção pode 

depender de fatores do hospedeiro e da pressão do meio (Carmena et al., 2004).  

Os resultados apresentados neste trabalho estendem o conhecimento sobre 

os efeitos de E. granulosus sobre a resposta imune de hospedeiros intermediários 

humanos. Os protoescólices são componentes do parasito que, apesar de ativarem 

as células da resposta imune inata, são capazes de secretar proteínas que estão 

envolvidas em mecanismos de evasão da resposta imune do hospedeiro, 

prolongando a sua sobrevivência e permitindo o desenvolvimento de cistos 

secundários. Como os efeitos de ativação observados pelos protoescólices foram 

rápidos, proteínas de superfície parecem estar envolvidas nesses processos. Desta 

forma, as proteínas secretadas e acumuladas no líquido hidático poderiam inibir a 

resposta imune desenvolvida contra os antígenos de superfície dos protoescólices, 

em casos de acidental ruptura dos cistos hidáticos. O AgB apresentou uma atividade 

inibitória, e as outras proteínas identificadas neste  trabalho podem também estar 

envolvidas nesses mecanismos.  
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                                            PERSPECTIVAS 
 

 Os ensaios de ativação dos neutrófilos de seres humanos clinicamente 

saudáveis com protoescólices e de inibição destas células com o AgB podem ser 

testados in vivo, utilizando modelos experimentais com camundongos; 

 Análises de espectrometria de massas de proteínas de superfície de 

protoescólices podem ser feitas para verificar quais proteínas possíveis poderiam 

estar envolvidas nos mecanismos de ativação da resposta imune inata do 

hospedeiro; 

 Novas culturas de protoescólices podem ser feitas, com a retirada de 

sobrenadantes de cultivo em tempos constantes, para uma possível análise 

quantitativa dos produtos de secreção e/ou excreção de protoescólices; 

 As proteínas identificadas por espectrometria de massas podem ser 

analisadas quanto ao seu papel em mecanismos de evasão de E. granulosus da 

resposta imune do hospedeiro. 
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Abstract The factors affecting the innate susceptibility to
Echinococcus granulosus infections are largely unknown.
We assessed the interaction of healthy human neutrophils
with protoscoleces (PSC) and antigen B (AgB) of E.
granulosus by analysis of CD11b upregulation and H2O2

production by flow cytometry. PSC induced neutrophil
activation, but their viability was not affected. In contrast,
no effects were observed with AgB in both assays.
Neutrophil-enriched fractions were also incubated with
PSC or AgB, and interleukin 8 (IL-8) production was
measured by ELISA. Significant increment in IL-8 produc-
tion was detected only in supernatants from neutrophil-
enriched fractions cultured with PSC. The possible effect of
a prior incubation with AgB on the phorbol myristate
acetate-induced activation was also evaluated. No changes
were observed in CD11b expression, but the H2O2

production was significantly reduced in platelet-activating
factor (PAF)-primed neutrophils. These results suggest a
possible AgB-mediated mechanism of evasion of the host
immune response, which would operate upon events of
spillage of the fertile hydatid cyst content.

Introduction

Cystic hydatid disease (CHD) is a zoonosis caused by the
metacestode stage of Echinococcus granulosus (Cestoda,
Taeniidae) (Thompson 1995). E. granulosus metacestodes
develop in the liver and lungs of intermediate hosts
(domestic ungulates and primates) as large fluid-filled
hydatid cysts, causing unspecific symptoms that depend on
the size and localization of the lesions. The innermost layer
(germinal layer) of the hydatid cyst wall is responsible for
the generation of protoscoleces (PSC), the E. granulosus
pre-adult form, which can develop into secondary cysts in
intermediate hosts. Leakage of cyst content (including viable
PSC and hydatid fluid) may occur upon traumatisms or
during surgery, provoking recurrence of disease in peritoneal
cavity or other organs (Smego and Sebanego 2005).

The cyst wall and the PSC secrete several molecules into
the hydatid cyst fluid, among which the antigen B (AgB) is
quantitatively and immunologically the most relevant
(Ferreira et al. 2004; Mamuti et al. 2006). AgB is a 160-
kDa thermostable heteropolymeric protein, which is com-
posed by several distinct but related 8 kDa subunits,
encoded by a multigenic family (González-Sapienza et al.
1996; Chemale et al. 2001). This antigen binds strongly to
lipids and other hydrophobic compounds, suggesting its
possible involvement in processes of lipid uptake or
detoxification (Chemale et al. 2005). Possible variations
in subunit composition among different cysts or during
development of individual cysts could also represent a
mechanism of evasion from the host immune response (Haag
et al. 2004), as well its ability to modulate the host immune
system, inhibiting neutrophil chemotaxis (Shepherd et al.
1991) and eliciting a nonprotective Th2 cell response
(Riganò et al. 2001).
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Neutrophils are cells that interact with invading parasites
and may play a role in host defenses during parasite
establishment, but the association between helminth infec-
tion and neutrophil function has been little appreciated
(Falcone et al. 2001). In human hydatid disease, neutrophil
infiltration occurs in cysts (Zhang et al. 2003), and during
experimental secondary in mice infection, local inflamma-
tion reaction to PSC involves neutrophils and other cells
(Riley et al. 1986). In addition, in vitro experiments have
shown that neutrophils in association with antibodies can
bring about the killing of E. granulosus oncospheres
(Rogan et al. 1992).

There are intracellular signaling events that occur during
adherence to nonphagocytable parasites or in the presence
of appropriate soluble molecules to induce neutrophil
activation. Both receptors that interact with pathogen-
associated molecular patterns or opsonized material can be
involved in this process. After opsonin/ligand binding to
cell surface receptors, early events occur, such as transloca-
tion of the heterodimeric β2 integrin CD11b/CD18 (Mac-1)
from secretory vesicles to the neutrophil plasma membrane,
and NADPH oxidase assemblage, which results in the
generation of superoxide, followed by its dismutation to
hydrogen peroxide (Rosales and Brown 1993). Several
soluble mediators, such as IL-8, IL-1, TNF-α, and IL-10,
can also be produced by neutrophils that are involved in
effector and regulatory functions (Cassatella et al. 1995;
Van Gisbergen et al. 2005).

In this work, we have investigated the in vitro effect of
E. granulosus PSC and AgB on the activation neutrophils
from healthy individuals, assessing CD11b upregulation,
respiratory burst, and IL-8 production. We have also
evaluated the ability of AgB to interfere with the in vitro
phorbol myristate acetate (PMA)-induced activation of
neutrophils to shed some light on the possible parasite
evasion mechanisms that involve the modulation of the
host’s neutrophil activation.

Materials and methods

Protoscoleces and antigen B

PSC were obtained by aseptic puncture of fertile bovine
hydatid cysts and maintained at 4°C in sterile phosphate-
buffered saline (PBS) with 1 μg/ml gentamicin. PSC
viability was determined by eosin exclusion (Robinson
and Arme 1985), and only those batches with over 95%
viability were used. Opsonized PSC were obtained by
incubating them for 30 min at 37°C with a human gamma
globulin fraction (5 mg/ml) obtained from pooled decom-
plemented sera from hydatid patients containing high
specific IgG1 titles. Adsorbed immunoglobulins were

detected by indirect immunofluorescence using anti-human
IgG labeled with fluorescein isothiocyanate. Inert particles
of 100 μm in diameter (Sephadex-LH20) (Amersham,
Uppsala, Sweden) were used as negative controls in
assays with PSC. Bovine IgG (50 μg/ml) was incorporat-
ed in some assays to block FcγR-mediated activation. The
IgG in solution was previously deagregated by centrifu-
gation. Native AgB, kindly provided by Dr. G. González
(Universidad de la República, Montevideo, Uruguay), was
purified as previously described (González-Sapienza et al.
1996).

Blood samples

Venous peripheral blood from adult healthy volunteers
was collected in tubes containing heparin (20 U/ml of
blood). Informed consent for blood sampling was previ-
ously obtained from all blood donors. All tubes were
stored at room temperature for no more than 2 h before
use.

CD11b upregulation assay

The assays were performed, as described by Robinson et al.
(1997), with modifications. Whole blood was utilized, and
the erythrocytes were lysed with standard NH4Cl solution.
Cells were washed, counted, and diluted for a concentration
of 5.0×106 cells/ml in suspension buffer, PBS without Ca++

and Mg++, 1% of bovine serum albumin (BSA-ICN
Biomedicals, CA, USA), 0.18% of glucose (Merck, USA),
and 0.1% of sodium azide (Mallinckrodt, Phillipsburg, NJ,
USA). Polimixin-B (Sigma) (1 μg/ml) was incorporated in
the suspension buffer for assays with PSC. For direct
assays, the cell suspension (100 μl/tube) was incubated
with 800 PSC (PSC to cell rate of 1:625), AgB (10 or 1 μg/
ml, final concentration), and PMA (10 ng/ml, final
concentration), as positive control, for 30 min at 37°C.
PSC and inert particles were separated out from the cell
suspension using a serigraphy mesh (20 μm). For indirect
assays, preincubation steps with AgB (10 or 1 μg/ml,
final concentration) at 37°C for 30 min were carried out
before the incubation with PMA, performed as described
above. In direct and indirect assays, cells were washed
twice in suspension buffer and recovered by centrifuga-
tion at 400×g for 5 min at 4°C. Some 5 μl of an undiluted
anti-human CD11b (mouse IgG1) labeled with phycoery-
thrin (PE) and the corresponding isotipic control, an
unspecific mouse IgG1-PE (both monoclonal antibodies)
(Pharmingen, Hamburg, Germany), were used. Cells were
incubated with the antibodies for 30 min in the dark and
ice bath. After washing as described above, cells were
resuspended in 500 μl of suspension buffer for analysis by
flow cytometry.
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Detection of neutrophil respiratory burst (H2O2 production)

The assays were performed, as described by Robinson et al.
(1997), with modifications. Whole blood was treated as
described above. The cells (100 μl/tube) in suspension
buffer (as described above, but with 0.1 mM of sodium
azide) were incubated for 15 min at 37°C with 2′,7′-
dichlorofluorescein diacetate (Sigma, St. Louis, MO, USA)
(20 μM, final concentration) for probe incorporation. For
priming, cells were incubated with platelet-activating factor
(PAF; Sigma) (10−7 M) or recombinant human interferon-γ
(IFN-γ) (Pharmingen) (1 ng/ml) for 1 h at 37°C. In direct
assays, primed cells were incubated with AgB (at final
concentration of 10 or 1 μg/ml) for 30 min or 2 h at 37°C.
In indirect assays, primed cells were incubated with AgB
for 30 min before the incubation with PMA (50 ng/ml, final
concentration) for 30 min. Direct assays with PSC were
performed as described above but with an incubation step
of 2 h at 37°C after priming. PSC and inert particles were
then separated out from the cell suspension using a
serigraphy mesh (20 μm). Cells were resuspended in
500 μl of suspension buffer for analysis by flow cytometry.

Flow cytometry analysis

Cell samples were analyzed with a FACS Calibur flow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) using
Cellquest™ software (BD, version 3.3). Production of H2O2

was determined by measuring fluorescence emission at
530 nm band-pass filter (FL1 channel), for dichlorofluo-
rescein, and at 585 nm band-pass filter (FL2 channel), for PE
emission. A gate was drawn around the neutrophil popula-
tion in the side vs forward scatter plot, and at least 5,000
gated events were collected for analysis. Relative fluores-
cence increase was calculated as follows: ΔMFI %ð Þ ¼
fðMFI of sampleÞ�ðMFI of buffer controlÞ=MFI of buffer
controlg � 100, where MFI=mean fluorescence intensity
(Takasaki et al. 1998). A cut-off of 30% ΔMFI for direct
assays was arbitrarily selected according previous works
(Brushi et al. 1995, 2000).

Quantitation of IL-8 in culture supernatants

The assays were performed, as described by Dreweck et al.
(1999), with minor modifications. Briefly, neutrophil-
enriched fractions were isolated by density gradient
centrifugation on lymphocyte separation solution (Histo-
paque 1077, Sigma), followed by lysis of contaminating
erythrocytes. The remaining cells were then pelleted,
washed twice with sterile suspension buffer, and resus-
pended to 2×106 viable cells per milliliter in culture
medium RPMI 1640 supplemented with 1 μg/ml gentami-
cin, 10% fetal calf serum, and 2 mM L-glutamine (all

reagents from Sigma). Viability tests were performed with
trypan blue (Coligan et al. 1993), and only samples with
>96% viability were used in the experiments. Enrichment
of neutrophils was assessed by flow cytometry analysis of
side vs forward scatter distribution. Neutrophil-enriched
fractions (500 μl of suspension/well) were cultured with
10 μg/ml LPS (positive control), 1,600 PSC (PSC to cell
rates of 1:625), or 20 μg/ml AgB in 24-well microplates
(NUNC, Denmark). After incubation at 37°C in a 5% CO2

atmosphere for 20 h, supernatants were collected and
cryopreserved at −70°C in sterile conditions until use. IL-
8 was assayed using an ELISA kit (OptEIA™ Human IL-
8 Set, Pharmingen) as recommended by the manufacturer.
The IL-8 concentration was calculated according to
standard curves constructed with known amounts of
recombinant human IL-8 (Pharmingen), and results were
expressed in picogram per milliliter.

Statistical analysis

Data are presented as means±standard deviation (SD) of
three or four independent experiments, and statistical
analysis was performed in Excel software (Microsoft, Red-
mond, WA, USA). Comparison of values obtained with
different treatments was carried out using the Student’s t test
for paired samples (Zhang et al. 1995). Values of p≤0.05
were considered significant.

Results

Effects of PSC and AgB on neutrophil CD11b expression

The possible effects of PSC and AgB on CD11b expression
in neutrophils of healthy individuals were analyzed by flow
cytometry. The results of three independent experiments are
shown in Table 1. PSC opsonized with specific human

Table 1 Effect of PSC and AgB on neutrophil CD11b expression

ΔMFI p

PSC 194±137 0.026a

Opsonized PSC 151±28 0.001a

PSC+bovine IgG 135±90 0.173
Negative control 14±13 –
AgB (10 μg/ml) 18±14 –
AgB (1 μg/ml) 17±26 –
PMA (10 ng/ml) 983±1,291 –

Data are means of ΔMFI±SD of three independent experiments.
PSC and inert particles (negative control) were tested at PSC/inert
particles to cell rates of 1:625. Student’s two-tailed t test was used for
analysis of the assays with PSC.
a Indicates a significant increase (upregulation) of CD11b expression
in relation to negative control for p≤0.05
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antibodies obtained from hydatid patients were used to
evaluate a possible involvement of antibodies in neutrophil
activation. PSC caused a significant upregulation of CD11b
expression both in the presence and in the absence of
specific antibodies (ΔMFI 151±28, p=0.001 and 194±
137, p=0.026, respectively) in relation to the negative
control (ΔMFI 14±13). No changes in the morphology or
viability of the PSC were observed in any of the tested
conditions. The treatments with opsonized PSC and soluble
bovine IgG did not show significant differences on CD11b
expression in relation to that of PSC alone (p=0.081 and
0.379, respectively). Therefore, the observed PSC-induced
CD11b upregulation apparently does not depend on
antibody interaction.

On the other hand, incubation with AgB (10 and 1 μg/
ml) did not cause any significant alteration (values of
ΔMFI below 30%) in CD11b expression (ΔMFI 18±14
and 17±26, respectively). Considering the absence of a
direct effect of AgB on neutrophil CD11b expression, we
have also addressed the possibility of an indirect effect.
Cells were first incubated with AgB (10 or 1 μg/ml) and
then stimulated with PMA (10 ng/ml). The results of three
independent experiments showed that the PMA-stimulated
CD11b upregulation (ΔMFI 477±114) was unaffected by
a pretreatment with AgB in both tested concentrations
(ΔMFI 526±99, p=0.067, for 10 μg/ml; and ΔMFI 370±
95, p=0.21, for 1 μg/ml) in comparison to that of
neutrophils not exposed with AgB.

Effects of PSC and AgB on neutrophil respiratory burst
(H2O2 production)

To assess the possible effects of PSC and AgB in the
production of H2O2 by human neutrophils of healthy
individuals, cells primed with IFN-γ (1 ng/ml) were
incubated with PSC or AgB. The results of three indepen-
dent experiments are shown in Table 2. After 2 h of
incubation, PSC significantly increased the neutrophil
respiratory burst (ΔMFI=174±32, p=0.026) in compari-
son to the negative control. The addition of human-specific
antibodies induced an increase (ΔMFI=666±653) of H2O2

production in relation to those of the negative control and
PSC alone, although it was not statistically significant (p=
0.2 and 0.06, respectively). The treatment with bovine IgG
did not affect the level of H2O2 production in comparison
to that of PSC alone (p=0.198). No changes in PSC
morphology and viability were observed.

In contrast to PSC, AgB did not significantly stimulate
the H2O2 production in the assays with IFN-γ-primed cells
(Table 2). Because priming agents may have specific
regulatory effects on neutrophil activation processes
(Condliffe et al. 1996), we repeated the experiments using
PAF (10−7 M) instead of IFN-γ for priming. In experiments

using PAF, the same stimulatory effect of PSC on the
respiratory burst was observed (data not shown). With
AgB, on the other hand, the values of ΔMFI were 29±16
(AgB 10 μg/ml), 26±12 (AgB 1 μg/ml), and 1207±1720
(PMA 50 ng/ml) in four independent assays with PAF-
primed cells. Thus, no significant increase in H2O2

production was observed. We also tested the effects of the
AgB using either PAF or IFN-γ for priming but with a
shorter incubation time (30 min instead of 2 h). In the
assays with PAF, the values of ΔMFI were −9±12 (AgB
10 or 1 μg/ml) and 560±85 (PMA 50 ng/ml). Similar
results were observed with IFN-γ (data not shown).
Overall, the results of the H2O2 production assays showed
that neutrophils were activated by PSC in the absence of
specific antibodies, an effect not observed with AgB. The
increase in H2O2 production in response to opsonized PSC,
although not significantly higher than that to PSC alone,
does not allow us to rule out a possible contribution of
antibodies to the observed PSC effect.

A direct effect of AgB on the activation of respiratory
burst in neutrophils of healthy individuals was not
evidenced in any of the above tested conditions, but
indirect effects could not be ruled out. Therefore, possible
indirect effects of the AgB on neutrophil H2O2 production
were investigated in experiments in which the intracellular
H2O2 production in PMA-stimulated neutrophils (previous-
ly primed with PAF or IFN-γ) with or without previous
incubation with AgB (10 or 1 μg/ml) was measured. The
results of four independent experiments are shown in
Fig. 1. In PAF-primed assays, the H2O2 production after
preincubation with AgB in a final concentration of 1 μg/ml
was significantly reduced in relation to that of cells treated
with PMA alone (p=0.038). In these assays, the ΔMFI
values obtained with cells that stimulated with PMA
without preincubation with AgB were 570±55 and 470±
121 after the treatment with this antigen. However, a

Table 2 Effect of PSC and AgB on H2O2 production by IFN-γ-
primed neutrophils

ΔMFI p

PSC 174±32 0.026a

Opsonized PSC 666±653 0.2
PSC+bovine IgG 210±80 0.1
Negative control 53±2 –
AgB (10 μg/ml) 33±13 –
AgB (1 μg/ml) 9±37 –
PMA (50 ng/ml) 1,548±1,839 –

Data are means of ΔMFI±SD of three independent experiments.
PSC and inert particles (negative control) were tested at PSC/inert
particles to cell rates of 1:625. Student’s two-tailed t test was used
for analysis of the assays with PSC.
a Indicates a significant increase in the neutrophil respiratory burst
in relation to negative control for p≤0.05

938 Parasitol Res (2007) 100:935–942



preincubation with AgB in a ten times higher concentration
(10 μg/ml) resulted in no significant (p=0.218) decrease in
H2O2 production. When IFN-γ was used for priming, the
PMA-stimulated H2O2 production was unaffected by any of
the AgB pretreatments (either 10 or 1 μg/ml).

We also assessed neutrophil activation after simulta-
neous incubation of AgB with IFN-γ or PAF to evaluate
possible interferences in the priming process caused by
interactions between AgB and the priming agents. In these
assays (four independent experiments for each tested
condition), no alterations were observed in relation to the
results obtained with priming without the exposure of the
cells to the antigen, suggesting no direct interference of
AgB with the priming agents. The H2O2 production by
neutrophils treated with AgB (10 or 1 μg/ml) during the
priming showed no significant alteration in relation to that of
cells treated with PMA alone for any of the tested conditions.
Values of ΔMFI=2,119±2,669 (AgB 10 μg/ml+PMA, p=
0.243), 2,782±3,000 (AgB 1 μg/ml+PMA, p=0.094), and
2,072±2,720 (PMA 50 ng/ml) were obtained with PAF.
Overall, our results showed that AgB can decrease
significantly the H2O2 production by PMA-stimulated

neutrophils in a dose-dependent form and that this effect
is not due to interaction with priming agents.

Production of IL-8 in culture supernatants

The results of ELISA for IL-8 quantitation in supernatants
of neutrophil-enriched fraction cultures are summarized in
Table 3. A significant increase in IL-8 production was
observed when cells were incubated with PSC in compar-
ison to that of the negative control (p=0.028). Similar
amounts of IL-8 were detected in the supernatants of the
negative control and of the cells incubated with AgB at
20 μg/ml (p=0.952). Our results allow us to conclude that,
at least in vitro, PSC, but not AgB, can significantly
stimulate neutrophil IL-8 production.

Discussion

Little is known about the innate mechanisms that affect the
susceptibility to primary or secondary infection with E.
granulosus (Zhang et al. 2003). Such mechanisms are
likely to involve neutrophil modulation by parasite compo-
nents because neutrophils are effector cells that interact
with helminths during the infection process (Pugine et al.
2005) and are also involved in the regulation of the immune
response (Van Gisbergen et al. 2005).

In this work, we assessed the effects of E. granulosus
PSC and AgB on the host innate response by studying in
vitro some early events of neutrophils activation to analyze
its possible involvement in the mechanisms of host defense
and/or parasite evasion.

In vivo, PSC are normally sequestered from the host
immune response inside the hydatid cyst structure (Riganò
et al. 2001). However, these vegetative forms are some-
times released by the accidental cyst rupture, which may
result in PSC development as secondary cysts (Thompson

Table 3 Effects of PSC and AgB on the in vitro production of IL-8 by
neutrophils

IL-8 (pg/ml) p

PSC 15,701±32 0.028a

AgB (20 μg/ml) 4,574±2,721 0.952
LPS (10 μg/ml) 16,819±11,761 0.05a

Negative control 4,697±3,081 –

Data are expressed as means±SD of three independent experiments.
PSC were tested at PSC to cell rates of 1:625. Student’s two-tailed
t test was used for statistical analysis of the observed differences.
a Indicates a significant increase in the production of IL-8
by neutrophils in relation to negative control (culture medium alone)
for p≤0.05

Fig. 1 Effect of AgB on PMA-
stimulated neutrophil H2O2 pro-
duction. Each bar indicates a
percent ΔMFI (mean±SD of
four independent experiments).
Student’s one-tailed t test was
used for statistical analysis of
the observed differences. Aster-
isk indicates a significant (p=
0.038) decrease in the neutro-
phil respiratory burst in relation
to that in the positive control
(PMA alone) for p≤0.05
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1995; Dervenis et al. 2005). In CHD, during and after the
establishment of the parasite, the balance between host
neutrophil defenses and immunomodulatory components
putatively expressed and/or secreted by the parasite might
direct the infection outcome. Therefore, we studied the
effects of viable PSC on neutrophils to investigate the role
of these cells in the response against the development of
secondary infection. Our results indicate that neutrophils
are activated by PSC and that antibodies are not apparently
necessary to this activation. Although no changes in PSC
morphology or tegument integrity were observed upon
exposure to the activated cells under our experimental
conditions, it is possible that neutrophil–PSC interaction
may determine the metabolic changes in the parasite, which
may affect its subsequent development and viability. The
physiological relevance of the PSC–neutrophil interaction
on the parasite viability remains unclear, but the interaction
itself merits further investigation as neutrophils participate
in the cross talk with other effector and regulatory cells that
may govern the disease outcome. Recently, an interaction
between schistosome components and Toll-like receptors
has been reported (Jenkins et al. 2005), so that we can
speculate that a pattern recognition receptor on neutrophil
surface could be also involved in the interaction with PSC
and in the observed activation process.

In humans, specific immune response against somatic
and/or secreted components of PSC has been reported
during chronic disease (Sterla et al. 1999; Cardozo et al.
2002; Virginio et al. 2003; Lorenzo et al. 2005). AgB
represents a major antigenic component secreted by
germinal membrane and PSC (Sanchez et al. 1991), which
is present in large quantities in the hydatid fluid of fertile
cysts (Mamuti et al. 2006), but the current knowledge on its
biological roles is limited. However, there are some
evidences pointing to the involvement of this antigen in
mechanisms that would be crucial for parasite survival. For
instance, it has been proposed that interactions of AgB
8 kDa subunits with the host immune system would be able
to modulate both the innate and the adaptative responses
(Shepherd et al. 1991; Riganò et al. 2001). The interaction
of AgB with host neutrophils has been previously investi-
gated (Shepherd et al. 1991), but the mechanisms involved
have been not so far assessed. As far as we are aware, this
work evaluates for the first time the effects of native AgB
on neutrophil CD11b upregulation, H2O2 production, and
IL-8 production.

In contrast to PSC, the AgB did not produce any
detectable direct effects upon neutrophil activation in the
experimental conditions used. Therefore, we also analyzed
the ability of the AgB to interfere with the activation of
PMA-stimulated neutrophils as in vitro model to evaluate
its potential immunomodulatory properties. A preincuba-
tion of neutrophils with AgB did not alter the CD11b

upregulation induced by PMA. However, the production of
H2O2 was significantly reduced by the presence of 1 μg/ml
of AgB when PAF was used as a priming agent.
Surprisingly, the same effect was not observed when
another priming agent (IFN-γ) was used instead of PAF.
This suggests that the inhibitory effect is not attributable
to a direct interaction between PMA and native AgB,
which is also in accordance with the observation that the
inhibitory effect is not achieved with a higher concentra-
tion of AgB. The phenomenon of priming represents an
intriguing aspect of neutrophil activation, which suggests
that activation is a two-step process; however, the
molecular basis is not completely understood (Brown et
al. 2004). In vivo, different priming agents would
selectively potentiate different effector mechanisms during
neutrophil activation by a subsequent stimulus (Rosenberg
and Gallin 2003). In this complex scenario, a qualitative
difference between primed neutrophils might condition the
interference of AgB with the intracellular pathway of
oxidative mechanism involved. In addition, it is known
that activation of innate cells results from the integration
of positive and negative signals through the interaction
with multiple receptors/ligands (Vivier and Malissen
2005). The dose-dependent response observed with AgB
could be in accordance with such complex pattern of
interaction in the cell. The elucidation of the mechanism
of action of this antigen on host immune cells will require
further investigation.

In agreement with the possible negative immunomodu-
latory role suggested to AgB, we have not detected
secretion of IL-8 by a neutrophil-enriched fraction upon
exposure to this antigen. Changes in cytokine profiles are
among the most crucial events that can influence the
outcome of host–E. granulosus interactions (Vuitton
2003). IL-8 is a cytokine produced early by neutrophils
and other innate cells, which presents chemotaxis activity
powerful for different cellular populations involved in
cytotoxic events, determining a central role to the neutro-
phils in the regulation of the infiltration of leukocytes
during the inflammatory response. This interleukin may
also be indirectly involved in the modulation of the
adaptative response (Van Gisbergen et al. 2005).

The presented data extend the available knowledge about
E. granulosus effects on immune defenses of human
intermediate hosts. Assuming that our in vitro results
represent, at least in part, what actually happens with
neutrophils upon accidental release of cyst content, AgB
could be viewed as part of an evasion mechanism important
for parasite (PSC) survival in case of cyst rupture. AgB
could interfere with the effector phase of the immune
response, allowing released PSC to develop into secondary
cysts. This interference, mediated by inhibition of immu-
noregulator and effector cells, such as neutrophils, would
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be possible due to the fact that the stimulatory effect of PSC
would be overcome by the nonstimulatory or inhibitory
effect of AgB present in large amounts in the hydatid cyst
fluid. Further investigation will be necessary to identify
how such mechanisms would operate in vivo.
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