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RESUMO

No presente estudo, foram analisados 0s mecanismos envolvidos na resposta imune de
camundongos geneticamente deficientes em Major Histocompatibility Complex de
classe | ou de classe Il (MHC I ou MHC 11", pés-infeccdo por Srongyloides
venezuelensis.  Camundongos C57BL/6 (WT), MHC 17 e MHC II"", foram
subcutaneamente infectados com 3000 larvas (L3) de S. venezuelensis e sacrificados nos
dias 1, 3, 5, 8, 13 e 21 pbs-infeccdo (p.i.). Foram colhidas amostras de sangue, pulméo e
intestino delgado. As amostras teciduais foram rotineiramente processadas e coradas
com hematoxilina e eosina para as analises patoldgicas. A presenca do antigeno do
parasito foi demonstrada por andlise de imunohistoquimica. Os camundongos MHC 117
apresentaram um nimero significativamente maior de fémeas recuperadas do intestino
delgado no dia 5 p.i. (p < 0,001) e eliminaram maior quantidade de ovos nas fezes.
Entretanto, ainfecco por S venezuelensis foi completamente eliminada apds 13 dias de
infeccdo, tanto nos WT como nos MHC |7, ja nos MHC 117" houve uma reducéo
significativa no nimero de ovos e fémeas no 21 p.i. O nimero de leucdcitos totais no
sangue foi significativo para os animais MHC I~ e MHC 117, principalmente no dia 3
p.i. (p < 0,05) em relagdo aos camundongos WT. A andlise da mucosa duodenal
confirmou a presenca de parasito em todos os animais. No pulméo, a presenca do
antigeno foi observada nos camundongos MHC 17~ no dia 1 p.i. eem MHC I, nos dias
1 e 5 p.i. No intestino delgado de animais WT, observou-se maior nimero de parasito
no 8 p.i. e auséncia do antigeno apds o 13 p.i. Em animais MHC 117, o nimero de
parasitos no duodeno foi reduzido no 8 p.i., quando comparado aos animais WT
infectados, no entanto, o antigeno do parasito foi detectado nas porcées inferiores do
intestino delgado, o que ndo aconteceu no WT. Estes achados contribuem para melhor
compreensdo da resposta imune em hospedeiros imunodeficientes e apresenta potencial
aplicacdo clinica uma vez que a metodologia utilizada no modelo experimental de
imunossupressédo permite a extensdo dos resultados para delineamentos da resposta

imune na infecgdo animal e humana.

Palavras-chave: Srongyloides venezuelensis, imunolocalizacdo, andlise
histopatolégica, camundongos C57BL/6, MHC |- ou MHC 11 7.
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ABSTRACT

In the present study, we investigated the mechanisms involved in the immune response
of Major Histocompatibility Complex class | or class Il knockout mice (MHC 17 or
MHC 117), after S venezuelensis infection. Wild-type C57BL/6 (WT), MHC Il 7 and
MHC | ” mice were individually inoculated with 3.000 larvae (L3) of Strongyloides
venezuelensis and sacrificed on days 1, 3, 5, 8, 13 and 21 post-infection (p.i.). Samples
of blood, lung and small intestine were collected. The specimen were routinely
processed and stained with hematoxylin-eosin for the pathological analysis. The
presence of the parasite antigen was demonstrated by immunoperoxidase analysis.
MHC 11"~ mice presented a significantly higher number of adult worms recovered from
the small intestine on day 5 p.i. (p < 0,001) and presented elevated numbers of eggs in
feces. The infection by S. venezuelensis was completely eliminated after 13 days of
infection in WT aswell asin MHC | ™. InMHC Il " eggs and adult worms were still
found on day 21 p.i., however with a significant reduction in their number. Leukocyte
counts were higher in the peripheral blood of MHC | ” and MHC Il ” mice, mainly on
day 3 p.i. (p< 0.05) when compared toWT. The analysis of the duodenal mucosa
confirmed the presence of the parasite in all mice. In the lung, the antigen presence was
observed in MHC I~ mice on day 1 p.i. and in MHC 11" mice, on days 1 and 5 p.i. In
the small intestine of WT mice, it was observed a higher number of parasites on day 8
p.i. and their absence after 13 p.i. In MHC Il " mice, the number of parasites in the
duodenum was reduced on day 8 p.i., when compared to infected WT mice, however,
the parasite antigen was detected in the inferior portions of the small intestine, what did
not happen in the WT. These findings contribute for a better understanding of an
immunodeficient host’s immune response and present potential clinical application,
since the methodology used in the experimental model allows a results extension

towards the delineations of immune response in both animal and human infection.

Keywords. Srongyloides venezuelensis, immunolocalization, pathological analysis,
C57BL/6, MHC I or MHC Il " mice.
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1 INTRODUCAO

O género Srongyloides pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, filo
Nemathelminthes, classe Nematoda, subclasse Rhabditia, ordem ou superfamilia
Rhabdiasoidea (REY, 2001). A familia Strongyloididae € composta por parasitas de
interesse médico e veterindrio. No género Strongyloides estdo incluidas 52 espécies,
sendo que somente duas foram descritas como infectantes para 0 homem: S. stercoralis
(Bavay, 1876) e S. fuelleborni (von Linstow, 1905) (LEVINE, 1979). A primeira espécie
tem distribuicdo mundial, especialmente nas regides tropicais, podendo também infectar
caes, gatos, macacos, aves, répteis e anfibios e a segunda, parasita natural de macacos do
Velho Mundo, provoca a estrongiloidiase humana na Africa e nas Filipinas (PIRES;
DREYER, 1993; GROVE, 1996; LAM et a., 2006).

Para 0 estudo da infeccdo humana bem como para a biologia de seu agente
causador, tém sido utilizado como modelo experimental o parasito da espécie
Strongyloides venezuelensis, cujos hospedeiros séo roedores (BAEK et al., 1998). Em
infecgbes experimentais, as larvas infectantes de S venezuelensis percorrem,
obrigatoriamente, um trajeto pulmonar antes de se estabelecerem na mucosa duodenal do
hospedeiro, similar & migracio de S stercoralis em humanos (NEGRAO-CORREA,

2003, FERREIRA et d., 2007).

1.1 Morfologia de S. stercoralis
S stercoralis € um helminto com seis formas evolutivas, adultos parasitérios e de

vida livre, morfologicamente distintos (MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2005).
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A fémea partenogenética parasita adulta mede 1,7 a 2,5 mm de comprimento e 35
a 45 mm de didmetro, tendo a porcdo anterior mais afilada e a posterior curta e romba. A
cuticula é fina, semi-transparente e estriada transversalmente em toda a extensdo do
corpo. A vulva encontra-se em posi¢do ventral, no terco médio do corpo, tendo dois
l&bios distintos e pouco proeminentes. O anus localiza-se transversalmente, proximo a
extremidade posterior. O aparelho digestivo € simples, com boca hexagonal provida de
I&bios inconspicuos cercados por seis papilas, a qual seguem-se uma pequena cavidade
bucal e um curto vestibulo. O esbfago alongado, filariforme, cilindrico, com pequena
dilatacdo anterior, mede de um terco a um quarto do comprimento do helminto.
Apresenta dois canais excretores longitudinais, localizados ao longo do parasito,
conectados um a0 outro e a uma Unica célula excretora, por um ducto transversal,
imediatamente atras do anel nervoso. O aparelho genital em posicdo anfidelfa ocupa
guase a totalidade dos dois tercos posteriores do parasito. O Utero com nimero reduzido
de ovos, 6 a9 em geral e em graus variaveis de maturacdo, estéo dispostos seriadamente,
ovidutos em continuagdo e na mesma orientacdo dos Uteros (MORAES, 1948; GROVE,
1996). Os ovos formados, no principio tém uma Unica célula (metdmera) a qual se divide
progressivamente até formar morula e depois embrido. As caracteristicas cromossomais
das fémeas partenogenéticas parasitas (triploides) estdo de acordo com sua aptidéo para a
partenogénese, ou seja, sdo capazes de reproduzir por si, nha auséncia de machos
(MORAES, 1948; HENDRIX et al., 1987).

A fémea de vida livre ou estercoral, menor que a fémea partenogenética, €
fusiforme e mede de 0,8 a 1,2 mm de comprimento e 50 nm de didmetro. Cuticula
hialina, transllicida, delgada e edriada transversalmente. Extremidade anterior

arredondada e a posterior afilada, terminando em ponta. Boca pequena, com labios

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

inconspicuos, seguida por curto vestibulo. Esdfago curto, medindo entre a sétima e a
oitava parte do comprimento total do corpo, dividido em trés porgdes, uma anterior,
cilindrica e alongada, uma intermedidria estreita e uma posterior globulosa (bulbo),
aproximando-se do tipo rabdiforme. Anus situado junto a uma papila, a pouca distancia
da extremidade posterior. Vulva situada préxima ao meio do corpo, com dois |abios
conspicuos, proeminentes. Uteros em posicdo anfidelfa, ocupando grande parte do corpo
do helminto, contendo cada um até 28 ovos em graus diversos de evolucdo dispostos
seriadamente. Oviduto em continuagdo com os Uteros, ligando-se aos ovérios dobrados
em orientacdo contréria aos respectivos uteros (MORAES, 1948; GROVE, 1996;
COSTA-CRUZ, 2005).

O macho de vida livre apresenta corpo cilindrico, estreitando-se para a
extremidade anterior, que € arredondada e a posterior afila-se abruptamente, recurvando-
se ventramente terminando em ponta romba. Cuticula semelhante a fémea. Labios
indistintos, esbfago com morfologia andloga a da fémea e equivalente a sexta ou sétima
parte do comprimento do corpo. Testiculos ocupando grande extensdo do corpo,
contendo espermatoglOnias, espermatdcitos e espermatozoides, abrindo em uma cloaca
rodeada por dois espiculos copulatérios, iguais ou sub-iguais canaliculados, curvos e
medindo aproximadamente 38 nm, intimamente relacionados com o gubernéaculo. Seis
pares de papilas pré-cloacais desenvolvidas e um par de papilas cloacais de dificil
observacdo (MORAES, 1948; GROVE 1996).

As larvas rabditéides sdo as formas encontradas nas fezes ou fluidos intestinais.
Tanto as da fémea parasita com as de vida livre sdo indistinguiveis, com a porg¢éo anterior
fina e arredondada; extremidade posterior afilando-se gradualmente terminando em ponta

com &pice rombo. Cuticula delgada e hialina, que apoia-se sobre uma camada granular,
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provavelmente de gordura. Boca pequena, com vestibulo curto com profundidade sempre
menor que o didmetro da larva, a0 contrario do que se observa nas larvas de
ancilostomatideos, em que o vestibulo é alongado e sua profundidade igual ao didmetro
do corpo. Esbfago com dois bulbos, o anterior cilindrico e alongado, o posterior
globuloso e entre os dois uma porcéo estreitada, seu comprimento varia com 0
desenvolvimento da larva. Intestino com a por¢do anterior mais estreita. Anus
relativamente afastado da extremidade posterior. Primordio genital desenvolvido e um
pouco atras do meio do corpo, formando um conjunto de células em nimero de 6 a 18.
Esse cardter € muito interessante para sua diferenciacéo das larvas rabditoides dos
ancilostomatideos, em que o esboco genital € apenas vestigial (MORAES, 1948;
GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2005).

Larvas de vida livre de segundo, terceiro e quarto estadio séo meramente versdes
progressivamente maiores das larvas rabdiformes de vida livre com crescimento geral,
reorganizacdo da cabeca e progressiva diferenciacdo sexual até a quarta muda
diferenciando-se em machos e fémeas de vida livre (GROVE, 1996).

A larvafilaridide (L3) € a forma infectante capaz de penetrar a pele e as mucosas,
sendo vista migrando pelos tecidos do hospedeiro. Dois tipos distintos de L3 séo
descritos um que é de vida livre e outro presente na auto-infeccdo, diferem
morfologicamente no tamanho e detalhes no esbfago, com o Ultimo sendo um pouco
maior e mais destacado (GROVE, 1996).

Os ovos séo depositados na mucosa intestinal nas glandulas de Liebekihn, sua
forma é eliptica, parede fina e transparente, deixando perceber no momento da postura o

embrido parcial ou inteiramente desenvolvido. Medindo de 50-58 nm de comprimento

por 30-34 nm de didmetro. Excepcionalmente, em individuos com o transito intestinal
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acelerado, pode-se observar nas fezes ovos do helminto ja embrionados (MORAES,

1948; GROVE, 1996).

1.2 Ciclo biolégico de S. stercoralis

S sercoralis € um helminto monoxeno que apresenta ciclo evolutivo complexo,
possuindo fase parasité&ria e fase de vida livre. Encontrado o hospedeiro, ocorre a
penetracdo ativa, pelas L3, através da pele ou mucosas alcangando a circulacdo linfatica
ou venosa e chegando aos pulmdes. Nos capilares pulmonares, mudam para L4,
atravessam o endotélio alveolar, sobem pela &rvore brénquica, chegam a faringe, sdo
deglutidas e alcangam o intestino delgado (MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2005,
THOMPSON et al., 2005).

A fémea parasita partenogenética localiza-se no duodeno em contato com as
gléndulas de Lieberkiihn, onde faz a postura de ovos larvados, que eclodem na mucosa e
liberam as larvas rabditéides, transportadas nas fezes até o meio externo, onde
dependendo das condic¢bes encontradas desenvolverdo o ciclo homogénico (direto) ou
heterogbnico (indireto) (MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2005). No ciclo direto, que €
0 mais simples, a larva rabditéide muito voraz alimenta-se da microflora nas fezes,
aumenta de tamanho e em 24 horas transforma-se em larva de segundo estadio e apls
dois dias atinge o estadio de larva filaridide infectante (L3i) que ndo ingere alimento.
Egtas larvas morrem em um a duas semanas, a menos que infectem ou reinfectem o
hospedeiro (MORAES, 1948; GROVE, 1996; LOPEZ et a., 2000).

No ciclo heterogbnico, mais complexo, as larvas rabditéides sofrem quatro

diferenciacbes no solo e apds 18 a 24 horas, produzem fémeas e machos de vida livre
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(MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2005). O encontro dos adultos maduros favorece o
acasalamento e na sequiéncia ocorre a postura de ovos larvados, dos quais eclodem L1
gue desenvolvem para L3 sem passar pelo estédio de L2 de vida livre (GROVE, 1996).

A definicBo do sexo das larvas rabditoides, ocorre durante a oogenése ou
embriogenése, sendo as cargas cromossomicas n, 2n e 3n correspondentes aos machos e
fémeas de vida livre e a larvas filaridides, respectivamente. Infeccdes iniciais produzem
grandes quantidades de larvas infectantes que facilitam a reinfecgdo continua do
hospedeiro e as infecgdes cronicas favorecem o ciclo indireto que garante uma fonte de
L3 por longos periodos de tempo, embora as taxas de producdo sejam baixas. Nas
infeccBes mais antigas o nimero de machos de vida livre aumenta devido aos efeitos da
imunidade do hospedeiro e a idade das fémeas partenogenéticas (MONCOL;
TRIANTOPHILLOU, 1978; SHIWAKU et al., 1988).

A infeccdo no homem ocorre pela penetragcdo ativa das larvas filaridides (L3) na
pele integra, ou ocasionalmente, através das mucosas, principamente da boca e do
esdfago, quando sdo deglutidas acidentalmente através de alimentos contaminados. Essas
larvas secretam metaloproteases, enzimas que auxiliam, tanto na penetracdo quanto na
migracdo através dos tecidos. (GROVE, 1996; CONCHA et al., 2005; COSTA-CRUZ,
2005; MARUY AMA et d., 2006).

Entre as infeccBes humanas causadas por nematddeos, S. stercoralis é o Unico que
possui a habilidade de auto-infeccdo tanto externa (onde as L1 na regido perianal de
individuos infectados transformam-se em L3 e ai penetram, completando o ciclo direto),
quanto interna (onde as L1 na luz intestinal de individuos infectados, transformam-se em

L3 que penetram a mucosa intestinal (ileo e cdlon)), o que faz a estrongiloidiase persistir
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por muitas décadas apés o individuo ter sido infectado mesmo na auséncia de novas
infecgbes (LIU; WELLER, 1993; RAMACHANDRAN et al., 1998).

A auto-infeccdo interna pode acelerar-se, provocando a elevacdo do nimero de
parasitos no intestino e nos pulmdes, conhecido como hiperinfeccdo. O termo
disseminacdo é usualmente restrito para infeccdes nas quais parasitos sao descobertos em
sitios ectopicos. Ha duas classificacbes que definem a severidade da infeccdo, sdo
categorizadas como estrongiloidiase ndo complicada e estrongiloidiase grave complicada
(SIDDIQUI; BERK, 2001 e 2003).

Devido a habilidade de autoinfeccdo do S. stercoralis, da possibilidade de
hiperinfeccdo principalmente em individuos imunodeprimidos (FERREIRA et al., 1999;
SCHAFFEL et al., 2001; FARDET et al., 2007; SAID et al., 2007) e da eliminacéo larval
minima e irregular na maioria dos pacientes infectados (RAMACHANDRAM et .,
1998; SIDDIQUI; BERK, 2001), tem-se a necessidade de uma melhor compreensdo dos

mecanismos bioldgicos deste parasito.

1.3 Epidemiologia da estrongiloidiase humana

A estrongiloidiase tem distribuicdo mundial heterogénea, em éreas de predilecéo
no Sudoeste da Asia, Brasil, Colémbia, Sul dos Apalaches, Leste Europeu, Oeste da
Africa, algumas ilhas do Caribe e regibes dos Estados Unidos (GENTA, 1989,
BOULWARE et a., 2007; FARDET et al., 2007). Trés regides mundiais foram definidas
de acordo com a prevaléncia da infeccdo: esporadica (< 1%), endémica (1-5%) e

hiperendémica (>5%) (STUERCHLER apud PIRES; DREYER, 1993; RODRIGUEZ et
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al., 2001). Todas as areas agrupadas como hiperendémicas estdo situadas nos tropicos,
onde as condicdes climéticas favorecem a disseminacéo deste parasito.

As larvas de S stercoralis estdo sujeitas a tropismos que de algum modo tém
importancia epidemiologica na helmintiase: (1) geotropismo negativo - movimento de
ascencdo das larvas pelas superficies e outros movimentos em sentido contrério a terra,
(2) histotropismo positivo - fator determinante na penetragdo das larvas infectantes
através da pele e esta associado a0 (3) termotropismo positivo, (4) tigmotropismo
positivo, (5) hidrotropismo positivo, (6) quimiotropismo ao O, — postivo, (7)
guimiotropismo ao CO, — negativo, (8) galvanotropismo indiferente e (9) fototropismo
indiferente (MORAES, 1948).

Na Europa, a infeccdo prevalece em pessoas que trabalham no campo, enquanto
gue nos tropicos acomete principalmente as criancas pela freqiente permanéncia em solos
contaminados (GROVE, 1996). No Brasil, essa parasitose tem grande importancia em
salde publica com taxas de infeccdo diferentes de acordo com as diversas regides e
métodos de escolha para o diagndstico parasitolégico. Sua ocorréncia em grupos
populacionais diversificados, analisados pelos métodos de Baermann-Moraes e de Lutz,
em Minas Gerais, nos anos de 1998 a 2002, teve positividade entre 2,4%, em criangas (DE

PAULA et a., 2000) e 33,3% ,em grupos de alcodlatras (OLIVEIRA et d., 2002).

1.4 Sintomatologia da estrongiloidiase humana

Muitos individuos infectados sdo assintomaticos, enquanto que outros podem

apresentar desconfortos intestinais. A presenca de ovos, larvas e parasitos adultos na

mucosa do intestino delgado resulta em reacdo inflamatoria, podendo ocorrer a sindrome
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de mé& absor¢do, diarréia crénica com perda protéica, dor abdominal, hemorragia com
desenvolvimento de quadros de hipoalbuminemia e anemias (GROVE, 1996;
SHERDING; JOHMSON, 1998; BOULWARE et al., 2007; FARDET et al., 2007).

Os sintomas pulmonares apresentam intensidade variavel, estando presentes em
todos os individuos infectados, caracterizando-se por tosse com ou sem expectoracao,
dispnéia, crises asmatiformes decorrentes das larvas filaridides e ocasionalmente de
fémeas, que ai podem atingir a maturidade liberando larvas rabditéides. A migracdo e a
muda das larvas filariéides podem provocar rompimento dos capilares dos alvéolos
causando hemorragias e infiltrado inflamatério, congtituido de linfocitos e eosinéfilos e
podem ser limitados ou em casos mais graves, provocar a Sindrome de Loffler, edema
pulmonar e insuficiéncia respiratoria (PIRES, DREYER, 1993; TING, 2000;

MUKERJEE et al., 2003; COSTA-CRUZ, 2005).

1.5 Diagnéstico

O diagnéstico da estrongiloidiase é confirmado pelo encontro das formas
parasitarias de S. stercoralis. Os parasitos sdo usualmente visualizados nas fezes,
podendo ser vistos no fluido duodenal e ocasionalmente, em outros tecidos ou fluidos de
pessoas infectadas (ONUIGBO; IBEACHUM, 1991; DOORN et al., 2007). No entanto,
na grande maioria dos individuos, S. stercoralis é encontrado em um nimero reduzido,
devido a baixa e irregular eliminacdo das larvas nas fezes. Desta forma as técnicas de
rotina para 0 exame coproparasitoldgico como Hoffmann, Pons e Janer (1934), Faust et
al., (1939) e Ritchie (1948) ndo sdo sensiveis para a deteccéo deste parasito. Os métodos

parasitolégicos de Baermann (1917), modificado por Moraes (1948) sdo indicados, pois
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se baseiam no hidro e termotropismo das larvas. Ainda assim, S0 necess&rias 7 amostras
de fezes colhidas em dias alternados (ANDRADE- NETO, ASSEF, 1996;
UPARANUKRAW et al., 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001).

Os métodos de cultura sdo utilizados com a finalidade de aumentar o nimero de
larvas e tornar possivel sua identificacdo, embora seja tecnicamente dificil pelo risco de
infeccdo durante a manipulagdo das larvas infectantes e pela demora na obtencéo dos
resultados (KOGA et a., 1991; KOBAYASHI et d., 1998).

Em pacientes com estrongiloidiase grave, o exame da secrecdo do lavado
brénquico ou bidpsia da pele pode ser 0 método diagndstico mais provavel, porém na
maioria das vezes o diagnostico é realizado post-mortem (LEUNG et al., 1997). Desta
forma, a mortalidade ainda continua alta, mesmo que o diagndstico seja realizado
precocemente (GORDON et al., 1994). Ha relatos de estrongiloidiase grave confirmada
por métodos ndo usuais de diagnostico, como bidpsia do sistema digestivo, exame do
fluido alveolar, andlise da secrecdo respiratéria por microscopia fluorescente, sangue
periférico e fluido cerebroespinhal (ONUIGBO; IBEACHUM, 1991; NEWTON et al.,
1992; TAKAYANAGUI et a., 1995; NOMURA; REKRUT, 1996; DOORN et al., 2007;
MACHADO et al., 2007).

O hemograma permite a visualizagdo das variagdes hematoldgicas que ocorrem
nas doencas parasitérias, como anemia e eosinofilia. Os eosinéfilos compreendem 2 a 4%
dos leucécitos em individuos ndo alérgicos, observa-se um aumento na taxa de
eosindfilos de até 82% na fase aguda da doenca, no entanto diminui na fase crénica 8 a
15%, desaparecendo nos casos de evolugdo grave ou fatal (TRAJMAN et al., 1997;
ONAH; NAWA, 2000; LOUFTY et a., 2002; EI-MALKY et al., 2003; BOULWARE et

al., 2007).
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Testes imunolégicos como o Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e Western blotting ou |mmunoblotting tém
sido Utels na avaliacdo da resposta imune do hospedeiro, nos casos de formas
assintométicas com a finalidade de esclarecimento do diagndstico clinico, e em inquéritos
soroepidemioldgicos por apresentarem elevada sensibilidade em relacdo aos métodos
parasitolégicos (FOGACA et al., 1990; LINDO et al., 1994; COSTA-CRUZ, 2005;
BOSCOLO et al., 2007; DOORN et al., 2007). Porém, a maior limitacdo encontrada na
padronizagdo dos testes mais especificos € a dificuldade de obter-se larvas filaridides de
S dercoralis. Devido a esta dificuldade tornou-se conveniente a padronizacéo e
utilizacdo de antigenos heterélogos provenientes de S ratti, S. cebus e S. venezuelensis
(CAMPOS et a., 1988; COSTA-CRUZ et d., 1997; MACHADO et a., 2001 e 2003).

Algumas espécies do género Strongyloides sp. (S ratti e S, venezuelensis) tém
apresentado uma alta correlagdo com S stercoralis, em relacdo a especificidade e
sensibilidade das reactes sorolégicas, permitindo que estas espécies sejam consideradas
como fonte heteréloga de antigeno no imunodiagnéstico da infeccdo humana (SATO et
al., 1995; COSTA-CRUZ et a., 1997; MACHADO et a., 2001 e 2003) ou ainda no

melhor entendimento darelacéo parasita-hospedeiro na estrongiloidiase.

1.6 Imunidade

Em individuos infectados, existem trés possibilidades de evolucéo para a doenca:

a erradicagdo da infecgdo, a cronicidade decorrente da auto-infecgéo e a possibilidade de

hiperinfecgdo ou disseminagdo. Estes fatores estdo na dependéncia do sistema imune do
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hospedeiro e da capacidade de evasdo do parasito (COSTA-CRUZ, 2005; FARDET et
al., 2007; SAID et al., 2007).

Independente da extensa complexidade dos organismos, na maioria dos casos as
respostas imunes dos hospedeiros contra os parasitos séo similares, sendo respostas T-
dependentes com perfil Th2, com a producdo de Interleucina-4 (1L-4), IL-5, IL-9, IL-10,
IL-13, resposta humoral mediada por IgE e resposta celular mediada por eosindéfilos e
mastacitos (GAUSE et al., 2003, NEGRAO-CORREA et al., 2006, FERREIRA et 4.,
2007). A producdo de IL-4 que é necess&ria para protecdo contra diversos helmintos
limita a gravidade da infecgdo interferindo naresposta imune diretamente na fisiologia do
intestino, aumentando o contetido de fluido no trato digestivo. Este aumento de fluido é
decorrente do aumento da permeabilidade intestinal e reducdo da absorcdo de liquidos
(GOLDHILL et al., 1997). Embora a resposta Th2 esteja associada com a protecéo do
hospedeiro na maioria dos modelos experimentais de infecgdo por helmintos em murinos,
0 exato mecanismo responsavel por este fendbmeno ainda ndo foi completamente
esclarecido (LAWRENCE et a., 1995; NEGRAO-CORREA, 2001).

A habilidade do hospedeiro em expelir nematddeos intestinais esta ligada a sua
capacidade de induzir uma resposta Th2 contra o parasito. No mecanismo T-
independente moléculas inflamatérias inespecificas, secretadas por macréfagos, incluindo
TNFa e IL-1, contribuem para a proliferacdo de células caliciformes e provocam
aumento na secrecdo de muco, que reveste 0s parasitos e levam a sua expulsdo
(MARUYAMA et al., 2000, NEGRAO-CORREA, 2001; COSTA-CRUZ, 2005). A
mucina gastrointestinal € um constituinte da barreira luminal que € a primeira linha de
defesa do hospedeiro contra patdgenos invasores. As glicoproteinas poliméricas do muco

S0 ricas em residuos dos aminoéacidos serina e treoning, isto fornece numerosos sitios de
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ligacdo para oligossacarideos presentes na superficie de parasitos. Se o invasor vence a
primeira linha de defesa ha a nivel de epitélio e lamina propria os Toll-like receptors
(TLRs) que fazem parte da resposta imune inata e reconhecem os parasitos via PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns). A estimulacdo desta via leva a producdo de
citocinas inflamatdrias e moléculas co-estimulatérias pelas células dendriticas e
macrofagos. Dependendo do TLR estimulado, havera polarizacdo de uma resposta
adaptativa de perfil Thl para o Th2, por exemplo, a sinalizacdo pelo TLR-2 induz a
produco de IL-4, IL-5 e IL-13 (NEGRAO-CORREA, 2001; MONCADA et al., 2003,
KEREPESI et a., 2007). A IL-12 e a |IL-18, citocinas produzidas primariamente pelos
macrofagos e outras células acessorias, induzem a producdo de INF-g que favorece a
proliferacéo e a ativacdo das células Thl, modulando ou inibindo a resposta imune
protetora dependente de Th2 (MACDONALD et a., 2002; ARIZONO et al., 2007).

A hipersensibilidade mediada pela IgE antigeno-especifica € a mais répida
resposta imune efetora contra os parasitos e iniciase quando 0s mastécitos ja
sensibilizados, liberam o0s mediadores préformados estocados em gréanulos
intracitoplasméticos que incluem a histamina, heparina, proteases e fatores quimiotaticos
para eosindfilos e neutrofilos (MEEUSEN, 1999; GALIOTO et al., 2006).

Os eosindfilos sdo fundamentais para a resposta protetora contra helmintos
(TRAJMAN et al., 1997; COSTA-CRUZ, 2005, ARIZONO et al., 2007; FERREIRA et
al., 2007). Eles sintetizam e estocam em gréanulos citoplasméticos as proteinas cationicas:
major basic protein (MBP), eosinophil cationic protein (ECP), eosinophil peroxidase
(EPO) e a neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN), estas proteinas sdo as responsaveis
pelos maiores danos teciduais atribuidos aos eosinéfilos. Apds a ativagdo celular sdo

secretados mediadores secundérios: leucotrienos, fator ativador de plaquetas, outros
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mediadores lipidicos, peptideos da inflamagdo aguda (IL-1, IL-8, MIP, TNFa) e citocinas
imunoreguladora (IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, TGFb). Estes mediadores provocam
vasodilatagdo, aumento da secregcdo de muco e contragdo da musculatura lisa
(MEEUSEN, 1999, MACHADO et a., 2005).

A maioria dos pacientes humanos desenvolvem anticorpos das classes IgG, IgM e
IgE especificos. A auto-infeccdo e a continua migragdo da larva filaridide pelos tecidos
resultam em uma incessante exposicdo sistémica aos antigenos parasitarios, acarretando o
aumento da resposta 1gG4 (anticorpo bloqueador) que modula as reacfes alérgicas
mediadas pela IgE através da competicdo ou inibicdo de sua ligacdo as células,
principalmente mastocitos (MACDONALD et al., 2002; COSTA-CRUZ, 2005). Niveis
elevados de IgE sdo demonstrados em pacientes imunocompetentes com estrongiloidiase,
mas, na doenca disseminada e 0s casos de imunossupressdo, os niveis de IgE total e
especifica podem estar dentro da normalidade (GENTA, 1986). Nas infecches virais em
gue ha a producdo de IFNy ocorre ainibicdo da IL-4 e da IgE com prejuizo no controle
do parasito (NEVA et al., 1998). O ciclo do parasito sugere também que ele pode
estimular a resposta local e sistémica mediada por anticorpos IgA. Pacientes humanos
sintométicos graves apresentam reducdo significativa da concentracéo de IgA e IgM,
entretanto ndo ha alteracdo nos niveis de 1gG (COSTA-CRUZ, 2005).

A IgM Strongyloides-especifica apresenta o pico de producéo uma semana pos-
infeccdo (p.i.) e mantém os niveis elevados por mais duas ou trés semanas, entdo
lentamente vai decrescendo, sendo que a determinacdo da IgM demonstra infeccéo
recente por S. stercoralis. Titulos de 1gG sdo notados duas semanas p.i., Com um pico em
torno da sexta semana que persiste por até 20 semanas p.i. (GROVE; NORTHERN,

1982; GENTA, 1984).
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Os antigenos de larvas L3 de S. stercoralis ativam as vias cléssica e alternativa do
complemento, permitindo a aderéncia de mondcitos do sangue periférico e de células
polimorfonucleares a superficie destas larvas, lisando-as. A estratégia de evasdo do
helminto sdo as proteases secretadas, que clivam as proteinas do complemento
(MESSIAS et a., 1994; COSTA-CRUZ, 2005).

Para esclarecer a complexa interacdo imunobiolégica entre S, stercoralis e seu
hospedeiro, tém-se utilizado modelos animais que reproduzem as caracteristicas da
estrongiloidiase humana. Rattus norvegicus € o hospedeiro natural de S. venezuelensis,
mas este parasito infecta facilmente camundongos, os quais tém sido usados
frequentemente como modelo de estudo para a parasitose em questdo (NEGRAO-
CORREA et al., 2004; SASAKI et a., 2005; MARRA; AMARANTE; AMARANTE,
2007).

Mudancas na composicao protéica do estagio de larva infectante e o de fémea
parasitaem S. venezuel ensis tém sido demonstrados por Tsuji et al. (1993 e 1997), porém
0S mecanismos hiolgicos e bioquimicos necessarios para uma adaptacdo rapida as novas
condicbes ambientais (do estadio de vida livre para 0 parasit&rio) permanecem
desconhecidos.

Em estudo redlizado por Maruyama et al. (2006), observou-se que larvas
presentes nos pulmades e as larvas na mucosa ndo apresentam a capacidade de penetracéo
na pele, como as larvas infectantes. Esses achados indicam que a larva de terceiro estédio
perde a habilidade de penetrar na pele a medida que migra pelo tecido conectivo, essa
perda da habilidade de migracdo acontece ap0s a passagem das larvas pelos pulmdes até a

chegada no intestino delgado.
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Estudos in vitro e in vivo, demonstraram que S. venezuelensis fixam-se a mucosa
intestinal secretando substancias adesivas pela boca, as quais sdo inibidas por
carboidratos sulfatados liberados pelos mastdcitos (MARUYMA et al., 2000). Em outro
estudo, foi demonstrado que h&d uma correlacéo entre a habilidade de invaso tecidual e a
expressdo de uma proteina estadio-especifica da larva do parasito durante a migracéo
tecidual (MARUY AMA et al., 2006).

A expulsdo do parasito depende do tipo de produtos que ira excretar/secretar
(proteases) (GALLI, 1990; HORRII; KHAN; NAWA, 1993), da espécie e linhagem do
roedor, a qual afetaria sua capacidade ou ndo de responder ao estimulo induzido pelo
helminto. Porém a tendéncia dessa resposta dependeria da producdo de IL-3, do fator
estimulador de cdlonias - SCF (ABE et al., 1998; KOBAY SHI et al., 1998; MARRA et
al., 2007), da expressdo fenotipica dos mastocitos de mucosa e do tipo de proteoglicanas
produzidas por essas células, além de citocinas como IL-4, IL-9 e IL-10 liberadas nas
mucosas pelas células T (KITAMURA et d., 1993; ISHIKAWA et a., 1995).

Citocinas IL-5 e IL-9 desempenham um papel importante na imunidade protetora
contra nematddeos gastrointestinais, fato demonstrado recentemente em camundongos
deficientes em IL-4 e IL-13 e também IL-5 ou IL-9 infectados pelo Nippostronggylus
brasiliensis (FALLON et al., 2002). Parece contraditério, mas a auto cura intestinal por
N. brasiliensis € mediada pela IL-13 na auséncia da IL-4, sugerindo que a resposta Th2
pode se desenvolver na auséncia de IL-4. Entretanto baixos niveis de IL-10 sdo
observados em infecgBes por Trichostrongylideos, mas em Trichuris muris estes niveis
protegem o hospedeiro provavelmente pela regulacdo darespostaimune Thl (GAUSE et

al., 2003).
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Em outro estudo, foi demonstrado que em camundongos Swiss infectados com S,
venezuelensis tratados e ndo tratados com MK886 (inibidor sintético do leucotrieno B4) e
camundongos controles, o leucotrieno LTB4 apresenta papel relevante na inducéo de IL-
5. Realizando a dosagem de anticorpos 1gGl, 1gG2a e IgE no soro desses diferentes
grupos, verificou-se que a concentracao de 1gG1 no soro de camundongos infectados foi
mais elevada do que aguela vista nos animais controles, somente no 14° dia pos-infecgéo.
Os niveis de IgG2a foram similares em todos os grupos estudados. Como ja era esperado,
concentractes de IgE parasito-especifico no soro dos camundongos infectados aumentou
significativamente somente entre os dias 7 e 14 pés-infeccéo (p.i.), com o pico no dia 14.
O tratamento com o inibidor MK886 reduziu a concentracéo de IgE em 65 e 45%,
respectivamente, nesses dois dias (MACHADO et al., 2005).

Alteracdes patoldgicas foram observadas em pulmdes de ratos infectados com S,
venezuelensis havendo indicios de predominancia de resposta imune Th2. No quinto dia
pos-infeccdo quando ocorre a migracdo de larvas dos pulm@es para o intestino, Silveira et
al., (2002) verificaram a presenca de processo inflamatorio, producdo de muco e aumento
dos niveis de IgE no fluido do lavado broncoalveolar.

Camundongos infectados por S ratti ou S venezuelensis na primeira infeccéo
induzem imunidade, na segunda infeccdo tornam-se resistentes ao parasitismo. Essa
resisténcia foi demonstrada pela diminuicdo da producéo de ovos pelas fémeas
partenogenéticas de ambas as espécies e foi devida a alta producdo de IL-5 e aumento de
eosinéfilos (KORENAGA et al., 1995). Resultados semelhantes foram demonstrados por
Baek et al. (2003), que observaram a ocorréncia da resposta protetora em ratos infectados
por S venezuelensis. Além disso, verificaram que apds a infeccdo inicial com 1000 L3 de

S venezuelens's, todos os ratos dos grupos experimentais desenvolveram algum grau de
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infeccdo com alta populacdo de larvas filaridides nos pulmdes no dia 3 p.i., e parasitos
adultos no intestino delgado no sétimo dia p.i. entre animais imunossuprimidos e nao
imunizados, no 42° dia p.i., os parasitos foram expelidos gradualmente. Os primeiros
ovos apareceram nas fezes no sexto dia p.i., sendo que o pico de eliminagéo foi no nono
diap.i., tendendo a zero no 38° dia p.i., nos animais controles.

Em camundongos experimentalmente infectados pelo S. stercoralis as células T
CD4+ desempenham papel essencial na eliminagdo da larva L3, enquanto que deplecdo
de T CD8+ ndo possui este efeito (ONAH; NAWA, 2000). A deplecdo de linfécitos T
CD4+ mas ndo de linfocitos T CD8+ em camundongos infectados por N. brasiliensis
induziu uma diminuicdo na eliminagéo dos vermes adultos bem como na resposta de IgE
(ABE et al., 1994).

O estudo da estrongiloidiase humana torna-se cada vez mais importante devido ao
aumento de individuos imunossuprimidos em decorréncia de fatores como: uso de
corticdides, aumento de transplante de 6Orgdo, disseminacdo do virus da AIDS,
desnutricdo, aumento do consumo de bebidas alcodlicas e pacientes com cancer
gastrointestinal (GOMPELS et al., 1991; FERREIRA et al., 1999; NOZAIS et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2002; KEISER; NUTMAN, 2004; SAFDAR et al., 2004, MACHADO
et a., 2007).

Na estrongiloidiase, alguns hospedeiros desenvolvem infecgdo assintomética e
cronica, enquanto outros apresentam sintomas leves com cura espontanea, e outros
ainda, a hiperinfeccdo com doenca disseminada. A variagdo destes sintomas pode estar
relacionada com a capacidade do sistema imunolégico de desenvolver ou ndo resposta

imune contra 0 parasito e curar a infeccdo, ou do grau de infeccdo que resultaria em
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menor ou maior sintomatologia (GROVE, 1996; SHERDING; JOHMSON, 1998;
FARDET et a., 2007, SAID et a., 2007).

Varios fatores imunolégicos podem estar envolvidos no recrutamento de
eosinéfilos e outras células para o sitio inflamatério, auxiliando na protecdo do
hospedeiro contra acdo dos helmintos e de outros agentes patoldgicos (FERREIRA et al.,
2007). No entanto, na estrongiloidiase estes mecanismos de acdo ainda ndo estéo
completamente esclarecidos uma vez que, em alguns casos, pode haver ativacdo da
resposta imune mediada por células ou humoral, enquanto que em outros, ocorre
supressao desta resposta, de tal forma gque estes mecanismos responsaveis pela expulsdo
do parasito podem estar pouco presentes ou mesmo ausentes (GAUSE et al., 2003,

NEGRAO-CORREA et al., 2006).

Os conhecimentos a respeito dos mecanismos que o parasito utiliza para evadir da
resposta imune do hospedeiro tanto na estrongiloidiase humana quanto em modelos
experimentais sd0 ainda insipientes. Pouco se sabe sobre a patologia, imunologia e
mudangcas funcionais que ocorrem em roedores infectados com S. venezuelensis e que séo
deficientes em MHC de classe Il (ndo apresenta T helper) ou de classe | (ndo apresenta
linfécito T com o marcador de superficie CD8). Desse modo, é de grande importancia
avaliar os fatores que podem influenciar nessa resposta contra o parasito durante a sua
implantagdo e/ou expulsdo do pulméo e da mucosa intestinal.

As moléculas MHC de classe | e as de classe || sé@o glicoproteinas de superficie
celular, estreitamente relacionadas quanto a sua funcéo e estrutura geral. Apresentam
trés porcdes, uma citosdlica voltada para o interior da célula, responsavel pela
transducdo de sinais intracelulares, uma transmembrana que mantém a molécula

acoplada a camada bilipidica, e a maior delas, a extracelular, responsavel pela
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apresentacdo de peptideos. Essas moléculas tém papel central nainducdo e regulacéo da
resposta imune contra infeccbes microbianas, apresentando os peptideos antigénicos
processados aos linfocitos T CD8" e CD4", respectivamente. A expressio constitutiva
das moléculas de histocompatibilidade de classe | € ampla, em contrapartida, as
moléculas de histocompatibilidade de classe |1 tém a sua expressdo constitutiva restrita
primariamente as células apresentadoras de antigeno, ou sgja, os linfécitos B, as células
dendriticas e os macréfagos (HAO et al., 1996; ROHN et al., 1996).

Os peptideos resultantes da degradacéo de antigenos protéicos oriundo do citosol
se ligam as moléculas de MHC de classe | por meio de seus residuos de ancoragem,
formando o complexo MHC/peptideo. Esse complexo é transportado até a superficie
celular e apresentado as células T citotoxicas CD8'. Por sua vez, as moléculas MHC de
classe 1l conduzem os peptideos provenientes do sistema vesicular para a superficie
celular, onde serdo reconhecidos pelas células T CD4* (ABBAS; LICHTMAN, 2003).

Estudos envolvendo a resposta imune contra a presenca S. venezuelensis em
modelos experimentais tém como finalidade elucidar o papel das células T antigeno
especificas (ONAH; NAWA, 2000). O entendimento dos mecanismos regulatérios que
controlam a infeccdo pode auxiliar na compreensdo da relacéo parasito hospedeiro.

Para esse entendimento, acredita-se que analises patoldgicas apuradas e métodos
imunohistoquimicos, certamente contribuirdo para uma melhor compreensdo dos
mecanismos imunoldgicos deste parasito e das manifestagdes da parasitose no modelo
experimental estudado, permitindo a extensdo dos achados para delineamentos da

respostaimune na infecgdo humana
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

U Determinar os mecanismos envolvidos na resposta imune dos camundongos
(linhagem C57BL/6) geneticamente deficientes em Major Histocompatibility

Complex de classe | (MHC 1) ou declasse Il (MHC 117).

2.2 Objetivos especificos

U Analisar, através de contagem global e diferencial do sangue periférico, a
presenca e a participacdo de leucdcitos totais, neutrofilos, eosindfilos e células

mononucleares nainfeccdo por S venezuelenss;

U Verificar, através da andlise histopatoldgica, a presenca de infiltrado
inflamatério e focos hemorrdgicos no pulmd e na mucosa intestinal de
camundongo C57BL/6 geneticamente deficientes em MHC 17 ou MHC 1™,

infectados por S. venezuelens's,

U Investigar, por reacdo de imunohistoquimica, a presenca de antigenos do
parasito S. venezuelensis no pulmédo e no intestino de camundongos C57BL/6
geneticamente deficientes em MHC 17 ou MHC 117), infectados por S

venezuelens's.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos adultos com aproximadamente 20g, da linhagem
C57BL/6 geneticamente deficientes em MHC de classe | (B6.129P2-BM ™"™) ou de
classe 11 (B6.129 S2-CD4 ™™ produzidos por Jackson Laboratories (Bar Harbor,
ME) e mantidos no biotério do Laboratério do Prof. Dr. Jodo Santana da Silva da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da USP — Ribeirdo Preto; e, camundongos
C57BL/6 (WT) obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), S& Paulo. Os animais foram
machos de 8 a 10 semanas de idade, mantidos em condi¢des livres de patdgenos
especificos. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os

principios éticos em pesquisa animal (CIOMS, 1985).

3.2 Obtencéo de Strongyloides venezuelensis

A linhagem de S venezuelensis (Brumpt,1934) utilizada foi isolada de roedor
silvestre Bolomys lasiurus (abril de 1986). Esta linhagem foi mantida em Rattus
norvegicus Wistar, experimentalmente infectados no Laboratério de Parasitologia do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), S&o Paulo,

Brasil.
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Larvas filariides de S venezuelensis obtidas das fezes de ratos Wistar
infectados foram mantidas em culturas de carvao mineral, por 3 dias a 28 °C, segundo

Loos (IN: NEVES &t al., 2005), e foram recuperadas pelo método de Rugai et al.(1954).

3.3 Infecgdo dos camundongos C57BL /6

Ap6s quantificagdo das L3, o total de 36 camundongos WT, 36 camundongos
MHC | " e 36 camundongos MHC I1 " foram inoculados com 3000 larvas (L3) por via
subcutanea (s.c). Para controle, foram utilizados 6 camundongos néo infectados de cada

grupo experimental. Todo o experimento foi realizado em duplicata.

3.4 Contagem de ovos por grama de fezes

Nos dias 5, 8, 13 e 21 pésinfeccdo (p.i.), os animais foram colocados
individualmente para defecarem sobre papel toalha limpo e Umido. A estimativa do
nimero de ovosg de fezes foi realizada segundo o método de Cornell-MacMaster
(GORDON; WHITLOCK, 1939).

3.5 Contagem das fémeas partenogenéticas no intestino de camundongos

Para a contagem das fémeas partenogenéticas, os camundongos foram

sacrificados nos dias 5, 8, 13 e 21 p.i., em seguida, o intestino delgado foi removido,

colocado em placa de Petri contendo solugdo salina, seccionado longitudinalmente e
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incubado a 37 ° C por duas horas. Apés esse periodo, procedeu-se & contagem segundo

Sato; Toma (1990).

3.6 Coleta de sangue de camundongos C57BL/6 para contagem global e

diferencial deleucdcitos

Os camundongos foram anestesiados e a coleta de sangue foi realizada nos dias
1, 3,5 8, 13 e 21 p.i., por meio de puncdo venosa retro-orbital para a realizagcéo dos
esfregagos sanguineos. Para a contagem total de células, realizada em cémara de
Neubauer, 20 m de sangue foram diluidos em 380 nl de solucdo de Turk. A contagem
diferencial das células foi realizada em esfregaco sanguineo corado por Pandtico,
segundo instrucdes do fabricante (Renylab), sendo contadas 100 células em diferentes

campos, com aumento de 100x.

3.7 Coleta do pulmdo e de segmentos do intestino nos camundongos

C57BL/6

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical apds serem
anestesiados e, entdo, o pulméo nosdias 1, 3, e 5 p.i., e segmentos do intestino nos dias
5, 8 e 13 p.i., dos camundongos foram coletados. Para a andlise das lesbes patologicas
induzidas pelo S. venezuelensis nestes 6rgaos, estes foram lavados em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS). O intestino foi seccionado em 4 partes. duodeno, jejuno
proximal, jejuno distal e ileo. Esses fragmentos foram entdo enrolados individualmente

em um “rolo suico”, conforme Silva et a. (2002). As amostras teciduais obtidas foram
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fixadas em formol (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) tamponado a 10% e
posteriormente incluidos em parafina. Foram efetuados cortes de 4 um de distancia
entre eles, em micrétomo (American Optical modelo Spencer 820, NY, EUA), sendo os
cortes destinados para andlise de imunohistoquimica fixados em I&minas contendo
substancias aderente de Poli L-Lisina (SIGMA Chemical CO, St. Louis, MO, EUA) e os
cortes para coloragd com Hematoxilina-Eosina (Vetec) foram fixados em |aminas

contendo albumina bovina.

3.8 Coloracéo por Hematoxilina-Eosina

Os cortes teciduais obtidos conforme descrito no item 3.7 foram colocados em
trés banhos de xilol (Quimex, Sdo Paulo, Brasil) durante 5 minutos cada, reidratados em
acoois (Vetec) de concentragdes decrescentes (100, 95, 85 e 70%) durante trés minutos
em cada condicdo. Em seguida, as |aminas contendo os cortes foram imersas por 20
minutos em &gua corrente e posteriormente coradas com hematoxilina de Harris (V etec)
por 90 segundos e entdo, foram novamente lavadas em agua corrente por 10 minutos. A
seguir, as laminas foram imersas em eosina (Cetus, Santo Amaro, SP, Brasil), por 90
segundos e lavadas rapidamente em &gua corrente. Para montar as laminas, estas foram
desidratadas em &lcoois (Vetec) de concentracfes crescentes (70, 85, 95 e 100%) em
banhos rapidos, em seguida permaneceram em xilol (Quimex), em seguida, as laminas
foram montadas utilizando-se laminula e Entellan (Merck, Germany). Foram analisadas

em microscopio optico de luz (OLY MPUS, Japao), em aumento original de 10X e 40X.
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3.9 Producéo de soro imune em coelhos

3.9.1 Obtencao de extrato alcalino de S. venezuelensis

A extragdo antigénica foi realizada segundo Machado et al. (2003), foram
utilizadas 100.000 larvas filaridides de S. venezuelens's, posteriormente foi adicionado
NaOH 0,15 M (Merck) com inibidores de proteases, essa solucdo permaneceu em
repouso por 18 h a4 °C sob agitacso lenta. Subseqiientemente, foi adicionado 0,5 ml de
HCl 0,3 M (Merck) aé atingir pH 7,0 e asolucédo foi centrifugada a 1000 g por 30 min a
4.°C. O contetido protéico do sobrenadante foi dosado utilizando-se 0 método de Lowry

et al. (1951).

3.9.2 Imunizacao dos coelhos

Para a producdo do anticorpo policlonal, foram utilizados dois coelhos machos
da espécie Oryctolagus curriculis, pesando aproximadamente 2,5 Kg. O soro imune foi
obtido conforme protocolo descrito por Coligan et al. (1991). Antes da inoculagdo os
animais passaram por um periodo de adaptacdo no Laboratério de Experimentacéo
Anima (LEA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sendo submetidos a
exames de fezes pelo método de Baermann (1917) — Moraes (1948) e de Hoffmann,
Pons e Janer (1934) para descartar a possibilidade de uma infeccéo prévia. Apos este
periodo, foi colhida uma amostra de soro normal de cada coelho, com o intuito de serem
utilizados como soro padréo negativo. Posteriormente, os animais receberam 500 pug/mL

de extrato alcalino de S venezuelensis (obtido conforme descrito no item 3.9.1)
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emulsificado com adjuvante completo de Freund na primeira imunizagdo (12 dose). A
cada duas semanas apds a primeira imunizacao, foi realizado um reforco, com a mesma
dose, volume e via, utilizando adjuvante sem o Myccobacterium, adjuvante incompleto
de Freund. As amostras de sangue dos coelhos foram colhidas por punc¢&o auricular,
antes da inoculagdo e com intervalo de duas semanas no Ultimo més das inoculagdes
para avaliacdo dos anticorpos presentes. Apds trés meses de acompanhamento, a0
atingir um titulo considerdvel da anticorpo, os animais foram submetidos a puncéo
cardiaca com sangria total e as amostras de soro de cada um foram armazenadas a - 20°

C até o momento de uso.

3.9.3 Obtencao de gamaglobulinaimune

Foi obtida gamaglobulina dos coelhos imunizados por precipitacdo salina. Para
tanto, a 5 mL do antisoro, adicionou-se gota a gota 5 mL de solugcdo de sulfato de
amdnio 3,12 M pH 6,5 em banho de gelo. Apds 18 horas a 4°C a solucdo foi
centrifugada a 3000 x g por 30 minutos a 4° C e o sedimento lavado trés vezes em
solucéo de sulfato de ambnio 1,56 M pH 6,5.

O sedimento foi dissolvido na metade do volume original e dialisado por 24
horas a4° C contra solucdo salina com frequientes trocas de banho, apds centrifugacéo a
3000 x g do material, o sobrenadante foi armazenado & -20° C. O contelido protéco do

sobrenadante foi dosado através do método de Lowry (LOWRY et al., 1951).
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3.10 Reacdo de imunohistoquimica para observacdo de antigenos de S.

venezuelensis no pulméo e no intestino de camundongos C57BL /6

Pararealizacdo dareacdo de imunohistoquimica, os 6rgaos foram embebidos em
parafina e processados conforme o protocolo de Silva et a. (2002). Os cortes teciduais
foram colocados em xilol (Quimex) por duas vezes de 10 minutos e reidratados em
alcoois decrescentes (100, 90, 80 e 70%) por 3 minutos em cada condi¢&o. Em seguida,
procedeu-se a uma passagem em agua destilada. Para o blogueio da peroxidase
enddgena, as laminas foram incubadas por 30 minutos em solucdo de perdxido de
hidrogénio (H.O,, CAAL, Sdo Paulo, Brasil) a 3% diluida em PBS. Em seguida, as
l[aminas foram imersas em solucéo salina tamponada com fosfato 0,01M, pH 7,2 (PBS)
durante cinco minutos e, entdo, imersas em tampao citrato, onde o resgate dos sitios
antigénicos foi efetuado em forno microondas (SHARP, Manaus, Brasil) (SHI et al.,
1991) na poténcia de 80 watts por 7 minutos. Entdo, realizou-se duas lavagens com PBS
por 3 minutos cada e uma lavagem de 2 minutos em PBS Tween 0,3%. Para 0 bloqueio
dos sitios inespecificos de ligacdo, as laminas foram incubadas com soro abumina
bovina (BSA, SIGMA Chemical CO, St. Louis, MO, EUA) a 1% durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Apos este periodo, as laminas foram incubadas com anticorpo
primério (anticorpo policlonal produzido em coelhos contra S. venezuelesis) de um
coelho, na diluicéo 1:500 overnight a 4° C. Como controle da reac&o, foi utilizado soro
de coelho ndo imune na mesma diluicdo do antisoro primério. Apés este periodo de
incubagdo, as laminas foram imersas em PBS, duas vezes por 3 minutos e uma vez em
PBS Tween por 2 minutos. Em seguida, foram incubadas com o anticorpo secundario

[(g-globulina de cabra anti-lIgG de coelho biotinilada) SIGMA Chemical CO, St. Louis,
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MO, EUA] nadiluicdo de 1:1000 durante 30 minutos a 37° C. Apés esse procedimento,
seguiram-se 2 lavagens em PBS por 3 minutos.

A reacdo foi amplificada com o complexo ABC (Biostain Super ABC Kits Basic
Detector, Biomeda Corp, Foster), sendo A na diluicdo 1:25 e B na diluicdo 1:50,
durante 30 minutos a 37° C. A reacdo foi revelada com a solugdo crombgena composta
de 100 mg de DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride, SIGMA) diluida em 200
mL de PBS e 160 L. de perdxido de hidrogénio 30 v/v adicionado no momento do uso,
permanecendo nessa solugéo por 5 minutos. Seguiu-se uma lavagem em PBS por 3
minutos. A contra-coloracéo foi realizada em hematoxilina de Harris (Vetec) durante 30
segundos a temperatura ambiente. A seguir, as laminas permaneceram imersas em agua
corrente durante 10 minutos. Apos finalizar areacéo, as laminas foram desidratadas em
alcoois de concentragdes crescentes (70, 80, 90 e 100%) durante trés minutos em cada
condi¢do, e por 15 minutos em xilol (Quimex) e montadas utilizando-se laminula e

Entellan (Merck).

3.11 Anélise Estatistica

Para andlise estatitstica foram utilizados os programas computadorizados
especificos (GraphPad Prism versdo 3.0 e 4.0 — GraphPad Software, Inc.). Os dados
foram analisados por ANOV A e os processos de inflamag&o intestinal e pulmonar entre
0S grupos experimentais, foram avaliados pelo Teste de Tukey ou Teste de Mann-
witney, quando apropriado. Foram consideradas diferencas estatisticamente significante

guando p< 0,05.
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3.12 Normas de Biosseguranca

Todo o procedimento de colheita, manuseio dos meateriais bioldgicos e

reagentes, bem como a utilizac&o dos equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranca descritas por Chaves-Borges, Mineo (1997).
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4. RESULTADOS

4.1 Contagem de ovos/g de fezes

A Fig. 1A demonstra o nimero de ovos/g de fezes recuperados de camundongos
WT, MHC | " e MHC Il 7 infectados com S venezuelensis. No dia 5 p.i., ndo foi
observada diferenca estatistica significante no nimero de ovos recuperados nas fezes de
todos os animais. O pico de eliminacdo ocorreu no dia 8 p.i., com diferenca estatistica
significativa entre camundongos WT e MHC I 7~ (p < 0,001) e entre MHC | e MHC
Il ™ (p < 0,05). Foi observada uma reducéo significativa na eliminagdo de ovos a partir
do dia 13 p.i., nos camundongos WT e MHC | 7~ (p < 0,05), quando comparados aos
MHC 11", A infeccéo foi completamente eliminada apés o dia 21 p.i. nos camundongos

WT eMHC | *(p < 0,01).

4.2 Recuperacao das fémeas no intestino delgado

Os camundongos MHC 11 ™~ apresentaram niimero significativamente maior de
fémeas recuperadas da mucosa intestinal. Nos dias 5 e 8 p.i., observou-se significancia
estatistica sendo p < 0,001 entre WT e MHC Il . No dia 13 p.i., observou-se que a
infeccdo por S. venezuelensis nos camundongos WT e MHC |7 foi reduzida
significativamente quando comparada aos camundongos MHC 1l  (p < 0,01). No
entanto, no dia 21 p.i., ainfeccdo foi completamente eliminada nos camundongos WT e
MHC |7, sendo ainda observadas fémeas em quantidades significantes em

camundongos MHC Il 7 (Fig. 1B).
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Figura 1 — Numero total de ovos/g de fezes eliminados nas fezes (A) e nUmero de fémeas adultas

recuperadas (B) de camundongos selvagem (WT), MHC | " e MHC 117" infectados com S
venezuelensis. As barras indicam a média e o erro padrdo (n = 6), + (WT x MHC Il ), # (MHC |

Tx MHCII ), * p<0,05,** p< 0,01 e*** p<0,001

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

4.3 Contagem deleucdécitos no sangue periférico

O numero de leucdcitos totais no sangue periférico foi significativo para os
animais MHC 17~ e MHC 11", principalmente no dia 3 p.i. (p < 0,05). No dia 1 p.i.,
houve diferenca estatistica apenas entre os camundongos WT e MHC 11 ™~ (p < 0,05).
No dia5 p.i., embora tenha ocorrido ligeira queda na contagem global de leucécitos em
todos os animais, notou-se que ao comparar os camundongos WT com os camundongos
MHC I~ e MHC 117" os valores foram significativos (p < 0,01). No dia 8 p.i., ocorreu
queda acentuada na contagem global de leucécitos em camundongos MHC 11 7, porém,
foram observadas diferencas estatisticas entre MHC | ™ e MHC Il 7", e entre WT e
MHC | (p < 0,01). No dia 13 p.i., foi observado aumento significativo no niimero de
leuccitos totais no sangue periférico dos camundongos MHC |7~ quando comparado
a0s camundongos WT e MHC 11”. No dia 21 p.i., ndo foi observado diferenca
significativa em nenhum dos animais (Fig. 2A).

Os eosindfilos circulantes aumentaram significativamente em camundongos WT
infectados no dia 13 p.i. quando comparados aos camundongos geneticamente
deficientes (p < 0,01). Valores significativos foram encontrados no dia 1 p.i. entre WT e
MHC 11"~ (p < 0,05), no dia 5 p.i. entre os camundongos geneticamente deficientes (p <
0,01) eno dia 21 p.i. entre todos os camundongos (p < 0,01) (Fig.2B).

Os neutréfilos elevaram-se continuamente em camundongos MHC |1 7 nos dias
3421 p.i. Diferencas significantes puderam ser observadas entre MHC Il 7~ e os outros
camundongos nos dias 3, 8, 13 ( p < 0,05) e 21 p.i. (p < 0,01) (Fig. 2C).

Quanto a contagem das células mononucleares, alteracBes notaveis foram

observadas no dia 8 p.i. entre WT e MHC Il " eentre MHC | " e MHC Il " e no dia21
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p.i. onde enocntrou-se p < 0,01 para os camundongos geneticamente deficientes

(Fig.2D).

——WT

—*MHC I
“8=MHuc '

Leucécitos totais / mL
Eosindfilos (%)

Dias po6s infecgéo

60

Neutrofilos (%)

Células Mononucleares(%)

Dias po6s infecgédo Dias p6s infeccéo

Figura 2 — NUmero de leucécitostotais (A) e nUmero de eosindfilos gB), neutréfilos (C) e
células mononucleares (D) no sangue de camundongos WT, MHC | e MHC Il -, foram
avaliados em diferentes dias pos-infeccdosubcuténea com S. venezuelensis. As barrasindicam a
média e o erro padrdo (N =6), & (WT x MHC 1 ™), + (WT x MHC Il "), #(MHC | " x MHC II ©
M, * p<0,05 ** p<0,01e*** p<0,001.
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4.4 Analise Histopatolégica

O pulmdo de camundongos C57BL/6 WT infectados por S venezuelensis
apresentou poucos infiltrados inflamat6rios nos septos alveolares, principalmente no dia 3
p.i. Observou-se ainda, nos dias 3 e 5 p.i., nimero elevado de eosindfilos, além de
infiltrados inflamatérios de células mononucleares (Fig. 3A). Camundongos MHC | -
apresentaram moderado infiltrado inflamatorio nos dias 1 e 3 p.i., e fraco infiltrado
inflamatério no dia 5 p.i. (Fig. 3C e Tabela 1), porém poucos eosinofilos foram
encontrados no pulmao desses animais, nos pontos observados. Camundongos MHC 11 7
apresentaram moderado infiltrado inflamatério desde o dia 1 p.i. que persistiu e agravou
nos dias 3 e 5 p.i., congtituindo uma pneumonia intersticial (Fig. 3B e Tabela 1). Os
leucécitos polimorfonucleares também foram observados no pulmd de alguns

camundongos MHC 11 7.
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Figura 3 — Fotomicrografia do pulméo de camundongos C57BL/6 WT infectados com
3000 L3 de S venezuelensis (A), MHC Il ” (B) e MHC | 7~ (C) no dia 5 p.i. O pulmao
de camundongos infectados apresentou infiltrados inflamatérios nos septos alveolares
(cabeca de seta), que foram mais intensos em camundongos MHC 11 7. Coloragdo H&E;
aumento de 10X.
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Tabela 1 — Andlise histopatolégica do tecido pulmonar de camundongos WT, MHC I, e

MHC 11" infectados por Srongyloides venezuelensis®

Linhagem do camundongo Score inflamatério®

C57BL/6 Dial Dia3 Dia5
WT + + +
MHC 1™ ++ ++ +
MHC 117" ++ ++ —

#0s camundongos foram infectados subcutaneamente com 3000 larvas de S. venezuelensis.
Foram examinados trés animais em cada ponto.

P Para cada duas seccdes histopatoldgicas ndo contiguas (40 mm de distancia entre elas)
foram examinadas pela coloracdo H& E, quarenta campos microscopicos.

+, fraco; ++, moderado; e +++, grave.
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A andlise histopatolégica do intestino delgado demonstrou parasitos na lamina
propria do intestino de camundongos infectados. Em camundongos WT, no dia 5 p.i.,
foram observadas a leve presenca de infiltrado inflamatério e fémeas na mucosa duodenal
(Fig. 4A), sendo também observados em MHC Il ” (Fig. 4B) e MHC | 7 (Fig. 4C). A
situacdo foi mais grave no dia 8 p.i. com infiltrado inflamatério na mucosa, submucosa e
l&mina propria, constituido principalmente por eosinéfilos (Fig. 5A,B) em camundongos
WT. N&o foi observado a presenca de infiltrado inflamatério no intestino de camundongos
MHC Il 7 (Fig. 5C) eem MHC | 7 (Fig. 5D). No dia 13 p.i., foi observada leve presenca
de infiltrado inflamat6rio no duodeno de camundongos WT (Fig. 6A), nos camundongos
MHC | " ou MHC 11 7 essa alteracBes foram raras (Fig. 6B,C), porém com a presenca de

fémeas na mucosa.

Figura 4 — Fotomicrografia do duodeno de camundongos WT (A), MHC 11" (B) e
MHC 1" (C) infectados por S venezuelensis no dia 5 p.i. Foi observado um leve
infiltrado inflamatério e fémeas na mucosa (ponta de seta). Coloracdo H&E; Aumento
original X 10.
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Figura 5 — Fotomicrografia do duodeno de camundongos WT infectados por S. venezuelensis
no dia 8 p.i. apresentou importantes infiltrados inflamatérios (setas) (A,B) que foram
constituidos principalmente por eosindfilos (insercdo em A). Os camundongos MHC 117 (C) e
MHC 1" (D) apresentaram leves alteracdes inflamatérias. S8 mostradas fémeas na mucosa
duodenal (ponta de seta). Coloragdo H&E; Aumento original X 10; Aumento original da
insercéo X 40.
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Figura 6 — Fotomicrografia do duodeno de camundongos WT (A), MHC 11" (B) e MHC 1™
(C) infectados por S. venezuelensis no dia 13 p.i. Foi observado leve infiltrado inflamatério na
mucosa de WT infectados. Na mucosa de camundongos geneticamente deficientes, foram
raras vezes observados. S80 mostradas fémeas na mucosa (ponta de seta). Coloracéo H&E;
Aumento original X 10.
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4.5 Achadosimunohistoquimicos

No pulmao, a presenca do antigeno foi observada nos camundongos MHC 17
somente no dia 1 p.i. (Fig. 7) e em camundongos MHC 117", nos dias 1 e 5 p.i. A
distribuicdo da imunolocalizagdo no intestino delgado foi mais intensa em camundongos
MHC 117 (Fig.8).

No intestino delgado de camundongos WT, observou-se um maior nimero de
antigeno no dia 8 p.i. e sua reducéo apds o dia 13 p.i. Em camundongos MHC | ”, embora
ndo apresentando diferenca estatistica, a presenca do antigeno foi detectada em porgdes
inferiores do intestino delgado. No dia 5 p.i., esses animais apresentaram maior nimero de
antigeno no jejuno proximal quando comparado aos demais camundongos. Dados
semelhantes foram encontrados em relacdo a distribuicdo do antigeno no jejuno distal
desses camundongos, no dia 13 p.i.

Em camundongos MHC 117, o niimero de parasitos no duodeno reduziu no dia 8
p.i., quando comparado aos animais WT infectados, porém, nesses camundongos, O
parasito foi detectado nas porgdes do jejuno proximal, jejuno distal e ileo com distribuicéo

linear no decorrer dos dias pos-infeccdo (Fig. 9).
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Figura 7 — Fotomicrografia da imunohistoquimica do pulmdo de camundongo
MHC | 7 infectado por S venezuelensis no dia 1 p.i.. Aumento original (A) X 40;
(B) X 10.

Figura 8 — Fotomicrografia da imunohistoquimica do intestino delgado de

camundongo MHC 117"

X 40.

infectado por S. venezuelensis, no dia 8 p.i. Aumento original
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Figura 9: Distribuicdo daimunolocalizac8o do antigeno de S. venezuelensis nas diferentes
porcdes do intestino de camundongos WT, MHC 17", MHC 11”; duodeno, jejuno proximal,

jejuno distal e ileo, nosdias 5, 8 e 13 p.i.
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5. DISCUSSAO

A relacdo entre Srongyloides sp e hospedeiro é caracterizada por uma resposta
imune celular mediada por eosindfilos, mastdcitos, juntamente com um aumento
significativo da sintese de algumas citocinas do padréo TH2 e anticorpos (GENTA, 1986;
SCHAFFEL et al., 2001; HERBERT et al., 2000). No entanto, o papel das moléculas de
histocompatibilidade na susceptibilidade a0 S venezuelensis ainda ndo esta totalmente
esclarecido. Por outro lado, existem vérias evidéncias de que o nimero de células
apresentadoras de antigenos e a densidade de expressdo das moléculas de
histocompatibilidade nessas células podem influenciar o resultado da resposta imune
(COTRAN et d., 1996; SEARCY, 1998).

Neste estudo, foram utilizados camundongos geneticamente deficientes em MHC
de classe | ou Il para analisar a imunolocalizacdo e alteragdes patoldgicas no pulmao e
intestino, durante a infeccdo por S venezuelensis. Os achados revelaram que os
camundongos MHC 117~ s30 mais susceptiveis & infeccdo por S. venezuelensis do que os
camundongos WT ou mesmo MHC 17, sugerindo a importancia da apresentacdo
antigénica no contexto das moléculas de MHC de classe || na eliminac&o deste helminto.

Camundongos MHC 117" infectados eliminaram elevado niimero de ovos/g de fezes
e foram recuperadas mais fémeas do intestino principalmente, nos dias 8 p.i. e 5 p.i.
respectivamente. Esse pico de eliminacéo de ovos e fémeas é semelhante ao perfil descrito
por outros pesquisadores, como Onah et al. (2000), Machado et al., (2005) e Negréo-
Corréa et al., (2006), mesmo utilizando outras linhagens de camundongos nocautes e
diferentes cargas parasitérias. No estudo de Onah et al. (2000), demonstraram que

parasitos adultos foram recuperados do intestino de camundongos infectados por S
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venezuelensis nos dias 8 €13 p.i. em numero significativamente maior em camundongos
FcRy”™ quando comparados aos camundongos FcRy™*. Machado et al., (2005) observaram
gue a carga parasitaria e a quantidade de ovos/g de fezes foram mais elevadas em
camundongos 5-lipoxygenase ** do que em WT, observagdes que puderam ser confirmadas
pelo estudo histopatoldgico do duodeno dos camundongos. O estudo de Negrao-Corréa et
al., (2006) demonstrou que camundongos deficientes em IL-4Ra- ou STAT6, havia atraso
na eliminacdo do parasito e apresentavam maior nimero de adultos no intestino delgado
até o dia 14 p.i. Semelhantemente ao presente estudo, esses dados sugerem que havendo
um desequilibrio da resposta imune, ocorre maior susceptibilidade a infeccdo, podendo
levar a0 agravamento ou a cronicidade da doenca. No contexto da apresentacdo das
moléculas expressas pelo MHC 11, supde-se que €elas sdo necessérias e/ou suficientes para
a eliminacdo do S venezuelensis das diferentes porcbes do intestino delgado dos
camundongos.

A contagem de leucdcitos totais e de eosindfilos no sangue periférico dos
camundongos revelou que os animais MHC |7~ apresentaram maiores niveis de leucécitos
totais na cinética do dia 1 p.i. ao dia 13 p.i., reduzindo apenas no dia 21 p.i. Os eosindfilos
circulantes, células descritas como o principal elemento envolvido na eliminagdo de
helmintos, aumentaram significativamente no dia 13 p.i. apenas em WT, confirmando o
atraso na eliminagdo dos parasitos no dia 21 p.i. em camundongos deficientes em
moléculas do MHC. Os resultados obtidos est&o de acordo com estudos prévios, os quais
demonstraram que os eosinéfilos contribuem para a eliminacdo de S. venezuelensis
(SILVEIRA €t al., 2002; EL-MALKY et al., 2003) e de S stercoralis, em camundongos

(HERBERT e al., 2000).
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No pulmd de camundongos WT, foram encontrados poucos infiltrados
inflamatérios nos septos aveolares e nimero elevado de eosindfilos e células
mononucleares, no decorrer de todos os dias p.i. Em contrapartida, foi observada entre os
camundongos geneticamente deficientes em MHC, a partir do dia 3 p.i., que as
inflamagdes dos septos alveolares evoluiram para pneumonia intersticial mais grave em
camundongos MHC 117", Outro estudo descreveu a importancia da eosinofilia na
eliminagdo da infecgdo por S venezuelensis no ciclo pulmonar de ratos infectados, o que
também seria favorecida pela brocodilatacéo que estaria auxiliando no fechamento da rota
migratoria nos pulmdes (FERREIRA et al., 2007).

No duodeno dos camundongos estudados, aqueles que apresentaram infiltrados
inflamatérios constituidos principalmente por eosinéfilos, principalmente camundongos
WT, foi observada a eliminagcdo mais precoce dos helmintos. Nos outros camundongos,
MHC I e MHC II"", leves alteragdes inflamatérias foram visualizadas, corroborando
com a idéia do atraso na eliminacdo do parasito. Dados da literatura tém mostrado que
infeccBes por helminto estdo associadas com eosinofilia sanguinea e tecidual, sugerindo
gue aresposta celular mediada por eosinéfilos em camundongos WT representa importante
papel na resposta imune da interacdo parasito-hospedeiro (CARA et al., 2000; EL-
MALKY et a., 2003; NEGRAO-CORREA et al., 2000).

Na cinética do periodo observado, a quantidade de neutréfilos e de células
mononucleares circulantes foi mais expressiva em camundongos MHC 117" e em MHC |,
respectivamente. Recentemente, Machado et a. (2005), demonstraram que a infeccéo por
S venezuelensis aumentou 0 nimero de leucdcitos totais e de células mononucleares no

sangue, no lavado da cavidade peritoneal e no lavado broncoalveolar. Esses dados estéo de
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acordo com estudos preliminares utilizando outros parasitos (KORENAGA et al., 1991;
ROTMAN et al., 1996; MARUY AMA et al., 2000).

Muitos autores redlizaram estudo experimentais utilizando-se da técnica de
imunohistoquimica, amplamente empregada em diversos 6rgaos (DIRSCHERL et al.,
1995; EL WOOD; HAMBLIN; BATT, 1997; RABANAL; FERRER; ELSE, 1995;
WUNSCHMANN; KREMMER; BAUMGARTNER, 2000). No presente estudo, a
imunolocalizagdo do antigeno de S. venezuelensis no pulméo e intestino foi demonstrada
em cardter inovador, por utilizar camundongos MHC 117 ou MHC 17 que de certa forma
auxilia na compreensdo da imunopatogénese da estrongiloidiase humana e animal, além de
revelar arotamigratoria do parasito em modelo experimental de imunossupressao.

Assim, este estudo reafirma a importancia da expressdo das moléculas de

histocompatibilidade de classe Il nainfeccdo por S venezuelensis.
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6. CONCLUSOES

U A infeccdo por S venezuelensis em camundongos MHC I”"ou MHC 1™ foi mais
grave do que em camundongos WT, uma vez que estes camundongos eliminaram,
por mais tempo, maior nimero de ovos e apresentaram maior quantidade de fémeas

recuperadas da mucosa duodenal;

U A diminuicdo da expressdo de moléculas de MHC de classe Il prejudicaria a
apresentacdo de antigeno para células CD4, sugerindo um mecanismo de

sobrevivéncia, persisténcia e evasdo do parasito do sistemaimune;

U Possivelmente, a resposta celular mediada por eosinéfilos em camundongos WT

representa importante papel na respostaimune dainteracdo parasito-hospedeiro;
U A imunolocalizacdo do antigeno de S venezuelensis contribui para melhor

compreensdo da resposta imune em hospedeiros imunodeficientes, além de permitir

gue seus achados auxiliem na interpretacéo daimunopatogénese humana e animal.
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