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RESUMO

Fasciola hepatica ¢ um helminto que parasita figado e vias biliares de bovinos, ovinos e
caprinos, entre outros, com marcantes prejuizos para a pecuaria das regides sul e sudeste do
Brasil devido a sua patogenia. As lesdes hepaticas estdo intimamente relacionadas a migragao
das formas imaturas do parasito e a conseqiiente resposta inflamatoria produzida pelo
hospedeiro nos locais de migracdo. Sabe-se que a quimiocina CCL3, produzida e secretada
por macrofagos ativados, € crucial na atragdo de diversos tipos celulares para um foco
inflamat6rio, bem como pelo recrutamento de mais macréfagos para 0 mesmo em inimeras
doengas. Para avaliar a importancia de CCL3 na infeccdo por F. hepatica, camundongos
C57Bl/6] divididos em dois grupos foram infectados por via oral com dez metacercarias de F.
hepatica sendo um grupo formado por camundongos capazes de produzir CCL3 selvagens e o
outro grupo formado por camundongos geneticamente deficientes para a produgdo desta
quimiocina. Os animais vieram a Obito principalmente entre o 23° e o 25° DAI, sendo
necropsiados, e a busca pelo parasito realizada em todos os 6rgdos. A taxa de mortalidade no
grupo de camundongos nao deficientes para CCL3 foi maior do que a dos animais deficientes.
Os camundongos capazes de produzir CCL3 apresentaram bago aumentado de tamanho
quando comparados aos animais deficientes. Em ambos os grupos experimentais, 0s animais
necropsiados na maioria das vezes, apresentavam hemorragia na cavidade abdominal. Ensaios
imunoenzimaticos demonstraram que, os camundongos ndo deficientes para CCL3 produzem
maior nivel de IL-4, IL-10 e IL-13 que os animais deficientes. A atividade celular de
neutrofilos e eosindfilos também foi menor no figado dos camundongos deficientes quando
comparada aos animais normais. O figado dos animais CCL3"", a necropsia, apresentava
diversas alteracdes, sendo mais freqiiente o encontro de areas necro-hemorragicas. Nos
animais geneticamente modificados, as areas lesionadas no figado eram menos extensas e

apresentavam lesdes focais, subcapsulares e de consisténcia firme ao corte. Este trabalho



demonstrou que CCL3 tem participacdo no processo de formagdo de lesio em camundongos
infectados por F. hepatica, j4 que animais deficientes em CCL3 apresentam menor
mortalidade e menores lesdes hepaticas em conseqliéncia de um perfil de resposta

imunoldgica diferente daquele dos camundongos nao deficientes.

Palavras-chave: Fasciola hepatica, CCL3, resposta imunoldgica, camundongos C57Bl/6J.



ABSTRACT

Fasciola hepatica is a trematode parasite that inhabits the liver and gallbladder ducts of hosts,
including bovine, ovine and human. The hepatic injuries are associated with direct lesion as
well as the intensity of the inflammatory reaction induced by the parasite during the migration
of the immature forms and establishment of adult worms. Macrophage inflammatory protein
(CCL3), produced and secreted mainly by activated macrophages, has a crucial role in the
recruitment of pro-inflammatory cells to the lesion site. Therefore, in the present work we
evaluated the immune response induced by F. hepatica infection (10 metacercariae/mice) in
C57BL/6J mice genetically deficient in CCL3 production (CCL3KO) versus the wild type
mice (WT). A significantly higher number of immature worms were recovered from WT mice
compared to CCL3KO mice. Consequently, the liver lesion induced by F. hepatica was less
extensive in CCL3KO infected mice. In addition, antigen-stimulated spleen cells recovered
from 20 day-infected CCL3KO mice produced significantly lower level of IL-4, IL-13 and
IL-10 cytokines and the liver of these mice showed significantly lower eosinophil peroxidase
and mieloperoxidase activity than the WT-infected mice. The diminished inflammatory
response of CCL3KO infected-mice was followed by significantly lower F. hepatica-induced
mortality rate between 20 and 23 days of infection, however, the mortality increases in
CCL3KO infected-mice after 25 days of infection. The results indicated that CCL3 production

is crucial to cellular activation and migration to infection site during F. hepatica in mice.

Keywords: Fasciola hepatica, CCL3, immune response, mice C57B1/6J.
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Delineamento experimental

Necropsia de camundongos C57BIl/6] infectados por
Fasciola hepatica. A ¢ B — Camundongo CCL3™ com a
cavidade abdominal repleta de sangue. C e D -
Camundongo CCL3"* com cavidade abdominal
hemorragica. Ambos os camundongos vieram a 6bito aos

22 DAL

Necropsia de camundongo C57Bl/6] infectado por
Fasciola hepatica. O bago dos camundongos CCL3™" (A)
apresenta uma discreta hipertrofia, enquanto que os
camundongos CCL3™* (B) apresentam aumento

significativo no volume do 6rgao.

Necropsia de camundongos C57Bl/6] infectados por
Fasciola hepatica eutanasiados 20 DAI. A e B - Figado de
camundongo CCL3™". Lesdes focais, subcapsulares e de
consisténcia firme ao corte. C e D - Figado de camundongo
CCL3"". Lesdes de natureza necro-hemorragica nos lobos

hepéticos.

Necropsia de camundongo C57Bl/6] infectado por
Fasciola hepatica. Vesicula biliar aumentada de tamanho

repleta de liquido enegrecido em seu interior.
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Necropsia de camundongos C57BIl/6] infectados por
Fasciola hepatica. A — Parasito encontrado vivo entre o
estobmago e o bago do camundongo. B — Parasito entre o
bago e o estomago em maior detalhe. C — Dois parasitos
encontrados no interior do parénquima hepatico D —

Parasito fixado a superficie externa do figado.

Corte histologico de figado de camundongo CCL3™"
infectado por Fasciola hepatica corado por HE (Aumento
de 10X). Lesdes focais, ocupando uma pequena parte do
local atingido.

S as

Corte histologico de figado de camundongo CCL3
infectado por F. hepatica corado por HE (Aumento de
10X). Nota-se lesdes extensas provocadas pela migracao

do parasito.

Infiltrado de polimorfonucleares na regido lesionada do
figado de camundongos C57Bl/6] infectados por F.
hepatica. A — Camundongo CCL3”. B — Camundongo

CCL3"". Area de necrose coagulativa (Aumento de 20X).

Curva de sobrevivéncia dos camundongos C57Bl/6J
infectados com 10 metacercarias de Fasciola hepatica.
Numero médio de Fasciola hepatica recuperadas em
camundongos C57Bl/6J geneticamente deficientes para

producdo de CCL3 (CCL3”) e em camundongos ndo
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Producdo de citocinas em células de bago oriundas de
camundongos C57Bl1/6] infectados por Fasciola hepatica
aos 20 DAI e estimuladas in vitro com antigeno do

parasito. A — Produgdo de IL-4. B — Produgao de IL-13.

Producdo de IL-10 em células de bagco oriundas de
camundongos C57Bl/6J infectados por Fasciola hepatica
aos 20 DAI e estimuladas in vitro com antigeno do

parasito.

Producdo de IFN-y em células de bago oriundas de
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aos 20 DAI e estimuladas in vitro com antigeno do
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1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) ¢ um trematodeo causador de uma parasitose denominada
fasciolose e que acomete o figado e as vias biliares principalmente de bovinos, ovinos,
caprinos e eqilinos (QUEIROZ et al., 2002). A fasciolose ¢ uma enfermidade de grande
importancia veterinaria por causar elevadas perdas econdmicas. Além dos prejuizos a
pecudria, a fasciolose constitui uma zoonose sendo que o homem pode tornar-se hospedeiro

acidental deste trematédeo (MULLER et al., 1998).

O prejuizo econdmico atribuido a fasciolose ¢ decorrente da condenagdo, em abatedouros, de
figados dos animais infectados, infec¢des bacterianas secundérias, a queda na producdo e
qualidade do leite, carne e 13, perda de peso, abortos, queda na fertilidade, atraso no
crescimento e altas taxas de mortalidade dos animais (REID et al., 1972; OAKLEY et al.
1979; DAEMON & SERRA FREIRE, 1992; QUEIROZ et al., 2002). Na década de 50, Battle
et al. (1951) atribuiram a fasciolose uma perda anual proximo a 100 mil dolares, somente no
Estado da Florida, nos Estados Unidos da América. Babalola & Schillhorn van Veen (1976)
apos levantamento realizado em matadouros de Buachi, Nigéria, afirmaram que a perda anual
devido a condenacdo de figados foi estimada em aproximadamente 206 mil ddlares.
Ogurinade & Ogunrinade (1980) observaram na Nigéria em uma populagdo bovina de 10
milhdes de cabegas, a incidéncia média anual da doenga de 2,5%; indice de mortalidade de
1% e indice de condenagdo hepatica de 7%, o que determinou uma estimativa de perda anual
de 53 mil dolares. Estima-se que as perdas relativas a fasciolose alcancem a cifra de U$ 3,2

bilhdes anuais em todo o mundo (YOKANANTH et al., 2005).
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A condenacdo do figado dos animais acometidos pela infeccdo ocorre devido as lesdes
encontradas neste 6rgdo. A infiltracdo celular nos focos inflamatérios acontece em resposta a
quimiocinas e citocinas secretadas pelas células presentes nos locais da injaria (MAURER &
STEBUT, 2004). A resposta inflamatoria pode influenciar a formagdo das lesdes nesses
locais, resultando em um efeito prejudicial ao hospedeiro como acontece no caso da infec¢ao

por Schistosoma mansoni (SOUZA et al., 2005).

1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Distribui¢do e Epidemiologia

No Mundo

A relacdo entre F. hepatica e os ruminantes data de longos anos sendo descrito o encontro de
ovos do parasito em coproélitos e intestinos mumificados de humanos, bovinos e cavalos que
datavam de 3500 AC a 200 DC na Alemanha (Dittmar & Teegen, 2003). Posteriormente,
também foi relatado o encontro de ovos de F. hepatica em coproélitos humanos em outros
paises da Europa, dentre os quais: Franca, Holanda, Dinamarca, Alemanha, Austria, Polonia,
Suica. Nos paises do Novo Mundo, ainda ndo existem relatos do encontro de ovos de F.

hepatica em coprolitos (MAS-COMA et al., 2005).

A prevaléncia da fasciolose ¢ bastante variada na Europa e ¢ relatada a infecgdo em rebanhos
bovinos na Espanha (29,5%), Franca (12,6%), Reino Unido (10%) e Italia (5%)
(GONZALEZ-LANZA et al., 1989; POGLAYEN et al., 1995; TAYLOR, 1989; citados por

TORGERSON & CLAXTON, 1999; MAGE et al., 2002). Na regido nordeste da Espanha,
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Paz-Silva et al. (2003) observaram o parasitismo em 30,4% dos ovinos examinado através de

exames coproparasitologico.

No norte da Africa, em Marrocos, a prevaléncia de F. hepatica foi estimada em 10,4% em
bovinos ¢ 17,1% a 23,8% em cabras (TORGERSON & CLAXTON, 1999). Yilma & Mesfin

(2000) relataram que 51,2% do gado bovino na Etidpia estava contaminado por F. hepatica.

Os paises da América do Norte que registraram maior indice de fasciolose entre os anos de
1986 e 1994 foram os Estados Unidos e o Canadd. Nos Estados Unidos, a prevaléncia da
fasciolose bovina variou entre 5,9% (Colorado) e 68% (Flérida). No Canada foi encontrada
uma prevaléncia superior a 68% de fasciolose no gado leiteiro (TORGERSON & CLAXTON,

1999).

Na América do Sul, o Chile merece posicdo de destaque, uma vez que no ano de 1985, foi
observada uma prevaléncia da infec¢do superior a 94% no rebanho bovino (TORGERSON &

CLAXTON, 1999).

Na regido andina, Villavicencio & Vasconcellos (2005) relataram prevaléncia da fasciolose

hepatica entre 20 e 60% dos bovinos nas propriedades rurais.

No Brasil

A fasciolose no Brasil tem sido diagnosticada geralmente nas regides Sul e Sudeste,
acometendo freqlientemente bovinos, caprinos, ovinos e eqiiinos, embora existam relatos de

infec¢do em roedores e outros mamiferos (SINCLAIR, 1972; SERRA-FREIRE, 1995).

O Estado do Rio Grande do Sul apresenta alto indice de prevaléncia da fasciolose em

ruminantes. Em um levantamento da infec¢do feito em matadouros do Estado entre 1918 e
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1925, Pecégo (1925) relatou indices de prevaléncia anual da fasciolose de 1,9% a 21%.
Atualmente, Marques & Scroferneker (2003), descreveram uma prevaléncia de 10,34% da
infeccdo em exames realizados no figado e ductos biliares de bovinos provenientes de

matadouros de 11 municipios do Estado.

Os primeiros relatos no Estado do Parana tratam de dois bovinos contaminados por F.
hepatica (GIOVANNONI & KUBIAK, 1947) e em inquéritos coproparasitologicos realizados
nos municipios de Tunas do Parand e Bocailiva do Sul, no mesmo Estado, Queiroz et al.

(2002) registrou uma prevaléncia de 8% de fasciolose bovina.

Ribeiro (1949) relatou uma prevaléncia da fasciolose de 2,93% e 3,4% nos anos de 1946 ¢
1947, respectivamente, estudando casos de rejeicao de figados de bovinos em abatedouros no

Brasil central.

Na regido Sudeste, a fasciolose bovina foi descrita nos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo e
Rio de Janeiro. Desta regido provém o primeiro relato de fasciolose no Brasil, que data de
1921 e foi feito por Lutz (1921), que encontrou exemplares de Lymnaea ochrostigma
infectados por F. hepatica na cidade de Trés Rios, Rio de Janeiro. Em relatos mais atuais, foi
descrita para bovinos nos Estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, uma prevaléncia 6,7% e

13% respectivamente.

Em Minas Gerais, Carvalho (1940) observou um bovino infectado por F. hepatica no
municipio de Vigosa. Atualmente, para a cidade de Itajuba, a prevaléncia encontrada foi de
10,67% (NUNES, 2000). Um levantamento realizado por Lima et al.(2004) demonstrou a
prevaléncia da fasciolose hepatica nas seguintes cidades: Belo Horizonte (1,2%), Itabira
(0,2%), Divindpolis (0,93%), Pocos de Caldas (0,26%) e Varginha (0,4%). Ainda no mesmo
trabalho, os autores coletaram moluscos da espécie L. columella nos municipios de Belo

Horizonte e Itajubd, encontrando nestes uma taxa de infeccao de até 5%.
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Fasciolose humana

Atualmente acredita-se que o nimero de pessoas infectadas pelo parasito ou que ja foram
acomeidas pela doenga seja de 2,5 milhdes de individuos em 51 paises, em todos os
continentes, e que mais de 180 milhdes estejam sob risco de contrair a doenga (MAS-COMAS
et al., 2005). As regides do globo onde a fasciolose humana ¢ mais freqiientemente relatada
sdo os paises Andinos (Bolivia, Peru, Chile e Equador), regido do Caribe (Cuba), norte da
Africa (Egito), Europa Ocidental (Portugal, Franga e Espanha) e Ird e paises vizinhos
(AKSOQY et al., 2005; MAS-COMAS et al., 2005; GULSEN et al., 2006). No Brasil ja foram
relatados 57 casos de fasciolose humana, sendo a maioria no Estado do Parand, seguido pelos
Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Bahia, Rio Grande

do Sul e Santa Catarina.

A Secretaria de Vigilancia em Satide do Ministério da Saude, em 2005, registrou quatro casos
de fasciolose humana no municipio de Canutama (AM). Em um inquérito epidemiologico
realizado no municipio entre Novembro de 2004 e¢ Maio de 2005, foram registrados 22

individuos acometidos pela doenca (Ministério da Saude, 2005).

1.3. MORFOLOGIA E BIOLOGIA

Fasciola hepatica ¢ um parasito digenético que pertence a classe Trematoda, familia
Fasciolidae (Railliet, 1895) e sub-familia Fasciolinae (Stiles et Hassall, 1898). O parasito
adulto possui o corpo achatado dorso-ventralmente e extremidade anterior em formato de
cone, terminando com uma ventosa oral. Além da ventosa oral, o parasito possui uma segunda
ventosa na superficie ventral do corpo. As ventosas auxiliam na adesdo do parasito aos 6rgaos

e tecidos do hospedeiro. O poro genital localiza-se entre as duas ventosas e ¢ uma abertura
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comum ao sistema genital masculino e feminino, sendo os parasitos hermafroditas
(BENNETT, 1975b). A superficie do corpo ¢ coberta por espinhos que ajudam a fixar o
parasito nos ductos biliares. Grupos de papilas sensoriais encontram-se na superficie corpérea
do mesmo, sendo mais numerosas na regido anterior do corpo, em torno e ao lado das
ventosas. Essas papilas podem ter fungdes mecanorreceptoras e/ou quimiorreceptoras
(BENNETT, 1975a). O sistema nervoso central deste parasito compreende um par de
ganglios, um a esquerda e outro a direita da faringe, logo abaixo da ventosa oral. Estes
ganglios sdo conectados por comissuras transversais que percorrem toda a superficie dorsal da
faringe. Dos ganglios partem trés corddes nervosos, um ventral, um lateral ¢ um dorsal. O
sistema nervoso periférico compreende corpos celulares e fibras localizadas abaixo do
tegumento. O sistema digestorio possui faringe, esd6fago e ceco, que termina em fundo cego.
O sistema excretor € constituido por células-flama que sdo conectadas por tubulos que langam
seus produtos de excrecdo para fora do corpo através de um poro situado na porg¢do terminal

do corpo (FAIRWEATHER et al., 1999).

O ciclo do parasito foi inicialmente descrito na Alemanha (LEUCKART, 1882 citado por
COELHO, 2001) e Inglaterra (THOMAS, 1882 citado por COELHO, 2001) onde o molusco

Lymnaea truncatula foi apontado como hospedeiro invertebrado.

Os ovos do parasito sdo eliminados juntamente com as fezes dos hospedeiros vertebrados
infectados e precisam estar em contato com a agua para que o desenvolvimento do parasito no
interior dos ovos tenha continuidade. No meio externo, ainda dentro do ovo, dependendo das
condigdes ambientais, ocorre o desenvolvimento de uma larva, que é chamada miracidio. O
miracidio, que ¢ ciliado, apos eclodir do ovo nada ativamente em busca de moluscos do
género Lymnaea, que sdo seus hospedeiros intermedidrios. O periodo entre a eliminagdo do
ovo pelo parasito e a eclosdo do miracidio varia entre 12 e 14 dias. Depois de penetrar no

molusco, o miracidio transforma-se em esporocisto. As células germinativas dos esporocistos
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dao origem as rédias que, ainda dentro do molusco, originam um grande numero de cercarias.
As cercarias deixam o molusco cerca de 45 dias ap6s a penetracdo do miracidio em seus
tecidos, nadam até encontrarem a vegetagdo (ou mesmo na superficie da 4gua) e transformam-
se em formas encistadas denominadas metacercarias (BEHM & SANGSTER, 1999). Os
hospedeiros vertebrados se infectam ao ingerirem vegetais e/ou dgua contaminada com as
metacercarias. Ao passarem pelo estdmago e entrarem em contato com o suco gastrico, as
metacercarias desencistam-se, atravessam a parede do intestino delgado, alcangam o peritonio
e penetram no figado do hospedeiro. O intervalo de tempo entre a contaminagdo do
hospedeiro e a chegada do parasito ao figado, em ruminantes, ¢ de cerca de 72 horas
(SINCLAIR, 1967). O momento em que os parasitos penetram a parede intestinal ndo esta
associado a qualquer sintomatologia clinica, ja que apenas uma pequena quantidade de células
¢ danificada nesse processo. Os parasitos alcancam o figado 90 horas apds a ingestdo das
formas infectantes pelo hospedeiro. Em ruminantes, os parasitos penetram no parénquima
hepético e permanecem migrando pelo mesmo por até 8 semanas, alimentando-se de sangue e
células hepaticas. Durante o processo de migracdo do parasito, o parénquima hepatico ¢
danificado e no caminho percorrido pelos parasitos sdo encontrados restos celulares,
eritrocitos, linfocitos, neutrdfilos, eosinodfilos e macroéfagos e nestes locais os danos as células
hepéticas sdo evidentes. Ao atingirem os ductos biliares, por volta da 9* ou 10* semana de
infec¢do, os parasitos completam seu desenvolvimento e ddo inicio a postura de ovos. O
intervalo de tempo entre a eliminacdo de ovos nas fezes dos hospedeiros vertebrados e o
desenvolvimento do parasito até a fase adulta em ruminantes ¢ de aproximadamente 60 a 90

dias (BEHM & SANGSTER, 1999; COELHO, 2001).

Em camundongos o parasito desenvolve-se mais rapido quando comparado aos ruminantes, e

as alteragdes patologicas mostram-se exacerbadas com relagdo aos seus hospedeiros naturais.
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Os parasitos imaturos sd3o encontrados na cavidade abdominal 24h apods a ingestdo das

metacercarias e nos ductos biliares 24 dias apos a infec¢ao (DAWES, 1963b,c¢).

1.4. PATOLOGIA E SINTOMATOLOGIA CLINICA

A migragdo de F. hepatica pelo corpo do hospedeiro vertebrado tem inicio quando a
metacercdria desencista-se € penetra a mucosa intestinal, alcangando assim, a cavidade
abdominal de seu hospedeiro. Nao foram encontrados relatos na literatura a respeito dos
danos causados pelo parasito durante a penetragdo na mucosa intestinal e durante a migragao
pela cavidade abdominal de ruminantes. Nao existem também relatos sobre uma resposta
imunolégica capaz de matar os parasitos antes dos mesmos chegarem ao figado destes

animais (PIEDRAFITA et al., 2001).

Os parasitos imaturos apds migrarem pela cavidade abdominal penetram no parénquima
hepatico e dio inicio a um processo de migragdo dentro do mesmo. A agdo preénsil das
ventosas do parasito imaturo no parénquima hepatico e a destruicao de hepatdcitos decorrente
da alimentagdo do mesmo sdo responsaveis por grandes danos a este 6rgao. Os casos de morte
do hospedeiro nesta fase, chamada de fase aguda ou fase hepdtica da infec¢do, sdo
conseqiiéncia destas acdes do parasito no figado (BEHM & SANGSTER, 1999). Segundo
Acha (1977), a fase aguda da fasciolose corresponde a um quadro de hepatite traumatica,
devido a migragdo das larvas do trematddeo pelo parénquima hepatico. Essa movimentagao
provoca extensa destrui¢do de tecidos. Em casos de infec¢do macica pode ocorrer ruptura da
capsula hepatica acompanhada de hemorragia para a cavidade peritoneal, o que pode

ocasionar morte em poucos dias, sem sintomatologia aparente (BEHM & SANGSTER, 1999).

Além dos danos mecanicos induzidos pela migracdo das formas jovens de F. hepatica,
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existem aqueles que sdo provocados pela resposta inflamatéria do hospedeiro a presenca do
parasito e seus metabodlitos (DAWES, 1963c). Ao longo dos caminhos percorridos pelo
parasito podem ser encontrados restos celulares, eritrocitos, linfocitos, neutrdfilos, eosinédfilos
e macrofagos. Nas lesdes mais antigas encontram-se macrofagos e fibroblastos formando
granulagdes fibroticas, tornando o tecido endurecido. Entre a 1* e 3* semana apds a infecgao,
os danos no figado permanecem limitados ao “caminho” percorrido pelo parasito. Ocorre
hemorragia subcapsular, degeneracdo de células hepaticas e presenca de infiltrados
eosinofilicos nos locais percorridos pelo parasito. Eosindfilos e macroéfagos sdo encontrados
nos tecidos adjacentes. Nesta fase pouca sintomatologia clinica ¢ relatada. Com o decorrer da
infeccdo pode-se observar aumento na diversidade de células que compdem o infiltrado
inflamatorio presente nas lesdes e areas de fibrose comegam a ser formadas nestes locais. O
figado apresenta areas de congestdo e hemorragia subcapsular. Essas dreas de fibrose
evoluirdo para anéis fibrdticos concéntricos, formados por tecido fibroso e linfécitos (BEHM
& SANGSTER, 1999). Uma biopsia do figado pode indicar necrose, destruicdo do
parénquima, infiltracdo de polimorfonucleares com abundéancia de eosinofilos, granulomas

com ou sem ovos, ¢ fibrose (AKSOY et al., 2005).

Reid et al. (1972) afirmaram que o estagio biliar da Fasciola (adulta e imatura com mais de
oito semanas de idade) afeta muito mais a produtividade dos animais, devido ao
hematofagismo intenso, comparada a causada por Fasciola com menos de 8 semanas. De
acordo com os autores, os sinais clinicos mais freqiientes de fasciolose, observados em
bovinos com menos de dois anos de idade sdo: perda de peso, anemia, letargia e palidez das

mucosSsas.

Ainda durante a fase migratoria no figado dos ruminantes, o parasito imaturo pode carrear

consigo varios outros patdégenos. Dentre eles, Clostridium novyi é encontrado com mais
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freqiiéncia e pode provocar hepatite necroética conhecida como “black disease” (SINCLAIR,
1967). A hepatite necrética ¢ uma enfermidade de carater agudo e a denominagao de “black
disease” foi dada devido a presenca de sangue venoso cianodtico no tecido subcutdneo e,
aparentemente, na pele. No figado sdo observadas areas necrdticas de coloragdo cinza-
amareladas, circundadas por areas hemorragicas, decorrentes da a¢do das toxinas produzidas

pelo agente (NASCIMENTO et al., 2004).

Na fase cronica da infeccdo o parasito localiza-se nos ductos e na vesicula biliar do
hospedeiro e inicia ali sua postura de ovos. A descamacdo e ulceragdo provocadas pelos
espinhos e ventosas nos ductos hepaticos levam a infiltracdo de varias células, inclusive
fibroblastos, que sdo diretamente responsaveis pelos processos de fibrose ocorridos no figado
(DAWES, 1963a). Nesta fase, os ductos biliares comecam a dilatar-se, levando a uma
hiperplasia dos mesmos. Entre 16 e 20 semanas apds a infec¢do, observa-se deposicdo de
calcio nas paredes dos ductos biliares. Essas altera¢des culminam em hemorragia e necrose da
mucosa dos ductos (ROSS et al., 1967; SINCLAIR, 1967; DOW et al., 1968; BORAY, 1969).
No inicio desta fase ¢ relatado o encontro de um pequeno infiltrado inflamatério local. A
hiperplasia dos ductos biliares acentua-se com o decorrer da infec¢do e atinge niveis extremos

levando a necrose desses ductos e a um quadro de hemorragia (BEHM & SANGSTER, 1999).

A fasciolose cronica ¢ caracterizada por perda de peso, ascite, desenvolvimento gradual de
edema submandibular, anemia, hipoproteinemia, hipoalbuminemia, elevada atividade
enzimatica no figado, eosinofilia e em cargas parasitarias muito altas, a infec¢do pode levar o

animal a morte (BEHM & SANGSTER, 1999).

Em camundongos ap6s a ingestdo das metacercarias, as mesmas desencistam-se e as formas
jovens podem ser encontradas aderidas a parede do intestino. Este achado ¢ incomum, uma

vez que nos procedimentos de necropsia o parasito pode desprender-se da parede intestinal e

32



ser encontrado na solugdo usada para lavagem do 6rgdo. Areas de hemorragia decorrentes da
penetragdo do parasito na parede do intestino podem ser visualizadas e uma extensa
destrui¢do de fibras musculares no 6rgao indica uma possivel migra¢do do parasito ao longo
do intestino. Morte subita devido a extensa hemorragia hepatica ¢ um achado comum antes de
24 dias de infec¢do, j4 que o parasito pode entrar e sair do figado varias vezes na fase
migratoria da infeccdo, e durante seu deslocamento, provocar o rompimento de vasos
sanguineos. A hiperplasia do epitélio dos ductos biliares acontece apds quatro semanas de
infeccdo, quando os adultos de F. hepatica ja estdo estabelecidos nos ductos biliares. Os
parasitos adultos provocam ulceracdo na parede dos ductos, porém sem provocar hemorragia

(DAWES, 1963a, b).

Em humanos, a fase aguda da infeccdo por F. hepatica, também conhecida como fase
hepética ou invasiva, ¢ caracterizada pela penetragdo do parasito no parénquima hepatico e
pela migracdo do mesmo através do figado em busca dos canais biliares. Os sintomas
classicos nesta fase sdo: febre, urticaria, dor intermitente na parte superior direita do
abdomen, hepatomegalia, hipergamaglobulinemia e eosinofilia. Outras altera¢des que podem
ser observadas sdo: hepatite, hemorragia subcapsular e necrose hepatica. No segundo estagio
da doenca, ou fase cronica, os sintomas mais comuns sdo: dor intermitente no quadrante
abdominal superior, podendo apresentar ou ndo colangite ou colestase (PILE et al., 2000;

IGREJA et al., 2004; AKSOY et al., 2005).

1.5. IMUNOLOGIA

As alteracdes mais comuns observadas durante a infec¢do por helmintos sdo eosinofilia,
aumento nos niveis séricos de IgE e IgG1 (no caso de camundongos), e mastocitose (URBAN

et al., 1992; FINKELMAN et al., 1997). Estas alteracdes sdo caracteristicas da resposta imune
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controlada por linfocitos T auxiliares do tipo 2 (linfocitos Th2), que expressam o determinante
antigénico CD4 (CD4") na superficie celular e secretam, principalmente, as citocinas
denominadas interleucina-4 (IL-4), IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 em resposta a estimulagao
antigénica. No entanto, os possiveis mecanismos regulados por estas citocinas que sao
responsaveis pela prote¢do contra helmintos ou, em alguns casos, pelo aumento da lesdo e
conseqiientemente da patologia associada a infeccdo, ainda ndo foram claramente

estabelecidos (MOSSMAN & COFFMAN, 1989).

A infec¢do por F. hepatica, assim como por outros helmintos, ¢ acompanhada por uma
elevacdo dos niveis de IgE, eosinofilia e todas as demais alteragdes induzidas pela
subpopulagdo de linfocitos Th2 (MULCAHY et al., 1999). A infeccdo induz uma eosinofilia
marcante no sangue periférico e nas células da medula 6ssea de camundongos, ratos e
ovelhas. Em ovelhas, estudos histologicos nos focos inflamatérios presentes no figado de
animais infectados evidenciaram infiltrados de eosinéfilos e células CD4" na fase inicial da
infeccdo; na fase cronica surgem também focos inflamatorios formados por infiltrados de

células CD8" e células ySTCR' (O’NEILL et al., 2000).

Segundo Sinclair (1968), a resposta imune do hospedeiro ¢ importante para a protegdo do
mesmo contra os danos causados por F. hepatica, uma vez que ovelhas infectadas e tratadas
com corticoides apresentaram maiores lesdes no figado, além de um desenvolvimento mais

rapido dos parasitos. Esses animais desenvolveram a doenca de forma mais rapida e grave.

Em camundongos atimicos infectados por F. hepatica, observa-se a morte dos mesmos
invariavelmente durante a fase de migragdo do parasito pelo figado, encontrando-se extensos
danos no 6rgdo e auséncia de infiltrado celular nos locais das lesdes (BEHM & SANSTER,

1999).
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Segundo O'Neill et al. (2000), camundongos infectados por F. hepatica produzem
predominantemente citocinas relacionadas a um perfil de resposta do tipo Th2. Nestes
estudos, camundongos C57Bl/6J infectados com 15 metacercérias apresentaram polarizagao
para resposta tipo Th2. Esse tipo de resposta na fasciolose murina parece ser altamente
dependente de IL-4, uma vez que camundongos deficientes para a producdo desta citocina
apresentam uma polarizagdo para o perfil de resposta Thl. Na infec¢do por F. hepatica em
algumas linhagens de camundongos observa-se também a produ¢ao de anticorpos do tipo IgE
e IgGl1 independente da carga parasitaria do animal (BRADY et al., 1999; O’NEILL et al.,
2000). Brady et al. (1999) demonstraram que em camundongos co-infectados por F. hepatica
e pela bactéria Bordetella pertussis, a resposta Th2 induzida por F. hepatica é capaz de
suprimir a potente resposta Thl induzida pela bactéria. Foi observado, ainda, um aumento na
producdo de IL-4 em camundongos infectados por F. hepatica e B. pertussis, além de uma

queda nos niveis de [FN-y nos mesmos camundongos.

1.6. PROTEINA INFLAMATORIA DE MACROFAGOS 1 a — (MIP-1a / CCL3)

Durante um processo inflamatério provocado por uma injiria ou pela presenca de algum
patdgeno, os leucocitos migram para esses locais em resposta a fatores quimiotaticos, como

por exemplo, citocinas ou quimiocinas (MENTEN et al., 2002).

Quimiocinas sdo proteinas com agdo quimiotatica para outras células envolvidas na resposta
imune contra patdgenos. As quimiocinas sdo caracterizadas pela conservagdo de quatro
residuos de cisteina, e de acordo com a posi¢do das mesmas podem ser divididas em quatro
sub-familias: sub-familia CC (onde duas cisteinas estdo diretamente ligadas), sub-familia

CXC (duas cisteinas separadas por um residuo de aminoécido), C (apenas uma cisteina) e sub-
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familia CX3C (duas cisteinas separadas por trés residuos de aminoacidos) (MENTEN et al.,

2002; MAURER & STEBUT, 2004).

As quimiocinas da familia “Macrophage Inflammatory Protein”-1 (MIP-1) foram descobertas
em 1988, quando foram purificadas a partir do sobrenadante de produtos de macrofagos
murinos estimulados com endotoxinas e, devido as suas propriedades inflamatdrias tanto in
vivo como in vitro, essas quimiocinas foram denominadas como proteinas inflamatdrias de
macrofagos. Mais tarde, essas proteinas foram desmembradas em duas proteinas distintas:

MIP1-a e MIP1-B (MENTEN et al., 2002).

MIP1-a e MIPI-B, tanto humanas quanto murinas, foram isoladas e nomeadas
independentemente por diversos grupos de estudo. Uma nova nomenclatura para as
quimiocinas e seus receptores foi proposta a fim de padronizar a classificagdo das mesmas. As
quimiocinas foram entdo divididas em dois tipos: quimiocinas inflamatorias e quimiocinas
homeostaticas. As primeiras sendo especializadas em recrutar células inflamatdrias para um
dado local apds estimulo por citocinas ou contato com agentes patogénicos. O segundo grupo
seria responsavel pelo posicionamento de células do sistema imune adaptativo no que diz
respeito a apresentacdo de antigenos e hematopoiese. A quimiocina MIP1-a ¢ atualmente
chamada de CCL3 de acordo com esta nova nomenclatura que serd adotada neste trabalho

(CYSTER, 1999; ZLOTNIK & YOSHIE, 2000, MOSER & LOETSCHER, 2001).

A quimiocina CCL3 ¢ produzida e secretada por macrofagos ativados para atrair outras
células pré-inflamatorias e € também crucial no processo de recrutamento de mais macrofagos
para os sitios inflamatorios. As proteinas da sub-familia CC, na qual se inclui CCL3,
produzem efeito bioldgico ao se ligarem a receptores de quimiocinas na superficie das células
e ativarem uma cascata de eventos intracelulares, que rapidamente desencadeiam nas células

diversas fungdes, como quimiotaxia, degranulagao, fagocitose e sintese de alguns mediadores.
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As quimiocinas do grupo CCL3 tém papel importante na resposta do hospedeiro em
inflamacdes agudas e cronicas nos sitios de lesdo ou infeccdo, por recrutarem células
inflamatoérias para estes locais. Essas quimiocinas tém grande importancia na patogénese de
diversas doencas inflamatodrias, tais como, artrite, esclerose multipla e na formacdo de

granulomas (MAURER & STEBUT, 2004).

Segundo Falcdo et al. (2002), experimentos com modelos murinos sugerem que as
quimiocinas, dentre elas CCL3, possuem um papel importante na defini¢do do tipo de
infiltrado celular e consequentemente, no tipo de resposta imune durante o processo de
formacdo de granulomas que ocorre em camundongos infectados e/ou imunizados com

antigenos de ovos de Schistosoma mansoni.

1.7. CCL3 E ESQUISTOSSOMOSE

SOUZA et al. (2005) desenvolveram um trabalho com camundongos C57Bl/6] geneticamente
normais (CCL3"") e camundongos geneticamente deficientes para a producio de CCL3
(CCL3™) ¢ infectados com S. mansoni. Neste trabalho foi demonstrado que, apds 14 semanas
de infeccdo, havia diferengas estatisticamente significativas nos parametros recuperacio de
vermes adultos e mortalidade de camundongos entre os grupos experimentais. O grupo de
animais geneticamente deficientes para a producdo de CCL3 apresentou uma taxa menor de
recuperagdo de parasitos e uma queda na taxa de mortalidade do grupo. Foram propostas duas
hipdteses para explicar esses resultados: que CCL3 pode interferir na resposta imune contra o
parasito, tornando-a mais eficiente e forma capaz de causar a eliminagdo de um certo nimero
de parasitos adultos e que a auséncia de CCL3 pode agir direta ou indiretamente sobre a
sobrevivéncia de vermes adultos. A diferenga entre a carga parasitaria apareceu apos nove

semanas de infeccdo e foi responsdvel por uma tendéncia de camundongos capazes de
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produzir CCL3 apresentarem taxas de mortalidade maiores que os animais deficientes para
esta quimiocina. Outros estudos sugerem exacerba¢do da resposta contra antigenos de ovos de
S. mansoni associada a altas concentragdes de CCL3, ou inibi¢do, quando esta ¢ bloqueada
por anticorpos anti-CCL3 (LUKACS et al., 1996, OLIVEIRA et al., 1999, FALCAO et al.,
2002). Os autores sugerem nao haver diferenca entre a fecundidade das fémeas do parasito em
ambos os grupos, porém as do grupo de camundongos deficientes para a producdo de CCL3
apresentaram uma taxa de eliminacdo de ovos menor que as do grupo de camundongos

geneticamente normais (SOUZA et al. 2005).

Os prejuizos atribuidos a fasciolose estdo relacionados em grande parte & condenagdo, em
abatedouros, do figado dos animais infectados. As lesdes encontradas nesse Orgdo sio
conseqiiéncias do processo inflamatorio desencadeado pela migragdo das formas imaturas e
adultas do parasito no parénquima hepatico e nos ductos biliares, bem como a presenca de
seus metabolitos. Durante esse processo ocorre a migracdo de células inflamatorias para o
local da injaria, migracdo essa que pode ser fortemente influenciada pela presenga de CCL3
neste local. Elucidar os mecanismos envolvidos na infeccdo por F. hepatica pode contribuir
para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas, que resultem em modulacdo da patologia

e consequentemente redugdo dos prejuizos econdmicos decorrentes da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da quimiocina CCL3 na infec¢do por Fasciola hepatica em camundongos

C57Bl/6].

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Avaliar a sobrevivéncia dos camundongos C57Bl/6J geneticamente deficientes
para a producdo de CCL3 (CCL3”) em comparagio com os camundongos
C57Bl/6) ndo modificados geneticamente (CCL3"") apos a infecgdo por F.

hepatica;
++

Comparar a taxa de recuperagdo de parasitos em camundongos CCL3"" e CCL3

infectados por F. hepatica;

Avaliar macro e microscopicamente as lesdes hepaticas induzidas pela infec¢ao

por F. hepatica em camundongos CCL3"" e CCL3™";

Avaliar a composi¢do do infiltrado celular hepatico induzido pela infec¢do por F.

4+,

hepatica em camundongos CCL3"" e CCL3""";

Quantificar a producdo de citocinas, IL-4, IL-10, IL-13, TNF-a e IFN-y induzidas

pela infecgio por F. hepatica em camundongos CCL3” e CCL3"";

Estimar a producio de IgE total em camundongos CCL3" e CCL3"" infectados

por F. hepatica.
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3. METODOLOGIA

3.1.OBTENCAO DE METACERCARIAS

O ciclo do parasito foi mantido no Laboratério de Helmintologia Veterinaria do ICB/UFMG.
Para tanto, foram coletadas as fezes de um bovino naturalmente infectado por Fasciola
hepatica, em uma fazenda na regido de Itajubd, Minas Gerais. Através da técnica de quatro
tamizes segundo UENO et al. (1975) com modificagdes, os ovos de F. hepatica foram
recuperados e acondicionados em placas de Petri com agua desclorada. A agua foi trocada
diariamente a fim de manter a viabilidade dos ovos. Ap6s um periodo de 12-14 dias de
incuba¢do em estufa a 37°C, a eclosdo dos ovos foi estimulada por um foco de luz (lampada
de 60 watts, mantendo uma distancia de 50cm entre a placa com os ovos e a lampada) durante
seis horas, para a emergéncia dos miracidios. A luz de um microscopio estereoscopico, os
miracidios foram recuperados com auxilio de pipeta Pasteur, contados e utilizados para
infeccdo de caramujos da espécie L. columella criados e mantidos no moluscario do
Laboratorio de Helmintologia. A infecg¢do foi feita em placas para cultura de células de 24
pocos, sendo que em cada pogo foi adicionado 3ml de dgua desclorada, um molusco e trés
miracidios de F. hepatica. A placa foi tampada e os moluscos foram mantidos na mesma
durante 12h. Ao final deste tempo, todos os caramujos foram mantidos em cubas plasticas
com agua desclorada e alimentados com alface ad libitum. Ap6s um periodo de 60 dias, os
caramujos foram macerados em placa de Petri para obtencdo de cercérias. Essas, foram
mantidas na mesma placa por 12h com dgua e a temperatura ambiente, tornaram-se
metacercarias ¢ foram armazenadas em placa de Petri sem dgua e a temperatura ambiente por
no maximo 30 dias, pois apds esse periodo a maioria delas perdia sua capacidade infectiva
(MULLER et al. 1999).
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3.2. OBTENGAO DE ANTIGENO BRUTO DE F. hepatica

Os antigenos totais de F. hepatica foram obtidos como descrito por Barcante (2004). Para
tanto, vermes adultos de F. hepatica recuperados do figado de bovinos naturalmente
infectados foram suspensos em 2ml de tampao fosfato (PBS) e sonicados em ultra-som, em
cinco ciclos, na poténcia de 20W, com intervalos de um minuto de descanso. A solucdo
contendo o material antigénico foi centrifugada (700g a 4°C por 10 min). O sobrenadante foi
recolhido e foi adicionado 10ul de coquetel de inibidores de proteases para cada mililitro de
sobrenadante (Protease Inhibitor Cocktail®, Sigma Aldrich, EUA). A concentragdo total de
proteinas nas amostras de antigeno foi estimada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951)
com modificagdes, usando como padrdo, concentragdes conhecidas de BSA. O antigeno foi
aliquotado em amostras de 200l e estocado a —20°C para utilizagdo na estimulagdo de células

do baco e testes de ELISA.

3.3. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57Bl/6J geneticamente deficientes na produgado
de CCL3 (CCL3™). Estes animais foram originalmente produzidos por Cook et al. (1995) e
para a realizacio deste trabalho uma colénia de camundongos CCL3™ foi estabelecida no
Biotério do Laboratério de Esquistossomose do Departamento de Parasitologia — ICB —
UFMG. Foram utilizados 51 camundongos de ambos os sexos, livres de quaisquer infecgdes
por helmintos. Mais 52 camundongos C57Bl/6J ndo deficientes em CCL3 (CCL3"") de
mesmo sexo ¢ idade, obtidos do CEBIO — UFMG foram utilizados como controle. Todos os
animais utilizados nos experimentos foram tratados com Praziquantel (Cestox®, Merck,
BRASIL), em dose tnica de 75mg/kg/camundongo via oral, e Ivermectina (IVOMEC®,

Merial Satide Animal LTDA, BRASIL) diluida em &4gua e colocada no bebedouro na
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propor¢ao de 0,4ml da droga para 500ml de dgua durante sete dias (Klement et al., 1996).
Exame de fezes, pelo método de sedimentacdo espontanea e “swab” anal, foram realizados
para confirmagdo da auséncia de infec¢do por helmintos nos animais experimentais. Os

camundongos foram infectados 10 dias ap6s o fim do tratamento com Ivomec”.

Este trabalho foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais sob protocolo n° 176/06.

3.4. INFECCAO DOS ANIMAIS

Com base nos trabalhos de Brady et al, (1999) e O’Neill et al. (2000), os animais
experimentais, exceto os do grupo controle, foram infectados com dez metacercarias de F.
hepatica. As metacercarias foram suspensas em 100l de agua destilada e administradas por
via oral, com auxilio de seringa com agulha de ponta romba (gavage) animal. Essas

metacercarias tinham 30 dias de idade.

3.5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho experimental foi dividido em duas etapas: inicialmente foi realizado um estudo
comparativo da cinética da infecgdo por F. hepatica em camundongos C57Bl/6J CCL3"" e
CCL3™". Posteriormente, uma avaliagio das alteracdes imunopatologicas observadas nestes
animais foi realizada apds 20 dias apos a infec¢ao (DAI) pelo parasito considerada como fase
de migragdo de formas imaturas pelo figado do hospedeiro, anterior ao inicio da mortalidade

induzida pela infec¢do parasitaria. Todos os procedimentos
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Com objetivo de acompanhar a cinética da infeccdo por F. hepatica em camundongos
C57Bl/6] foram infectados 59 camundongos, sendo 29 (21 f€émeas e 8 machos) CCL3" ¢ 30
(20 fémeas e 10 machos) CCL3"". Os parametros avaliados foram: mortalidade dos animais
durante o periodo da infec¢do, alteracdes macroscopicas e recuperacao de parasitos durante a
necropsia, localizacdo dos parasitos no hospedeiro, além da presenca de ovos nas fezes dos

animais.

Para avaliacdo dos aspectos imunoldgicos e patologicos da fase aguda da infeccdo se fez
necessaria a infec¢do de novos animais, uma vez que os camundongos anteriormente
infectados tiveram o figado totalmente dissecado durante a necropsia. Para a recuperagdo de
parasitos aos 20 dias de infecgdo, foram infectados 12 machos de C57Bl/6]J (seis CCL3"" e
seis CCL37). A utilizagio de animais de mesmo sexo foi proposital para que possiveis
diferencas relacionadas ao sexo ndo influenciassem erroneamente os resultados. A infiltragdo
celular e as alteragdes histopatologicas hepaticas, bem como alteragdes da resposta
imunolédgica dos camundongos infectados por F. hepatica foram comparativamente avaliadas

S as

em 14 camundongos CCL3” e 14 camundongos CCL3"", sendo nove infectados por F.
hepatica e cinco ndo infectados. Por fim, para avaliagdo histopatologica foram feitos cortes

histolégicos do lobo caudal do figado de dois animais infectados de cada grupo experimental.
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ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS (20 DAT)

CINETICA DA INFECCAO
=
| 3occs” | 20ccs” |
Alteracdes Recuperacio Exame de
Macroscopicas de Parasitos Fezes

Mortalidade

FIGURA 1 — Delineamento Experimental

=
Recuperacdo de Resposta Histopatologia
Parasitos Imunolégica hepética
6 machos CCL3"" e 14 CCL3 e 2CCL3" e
6 machos CCL3™" 14 CCL3™ 2 CCL3”

3.6. CINETICA DA INFECCAO POR FASCIOLA HEPATICA EM CAMUNDONGOS C57BL/6J

3.6.1. Mortalidade

Durante o periodo da infec¢do foi registrada a data do 6bito de cada camundongo infectado e

estes pontos foram inseridos em um grafico de curva de sobrevivéncia. Os camundongos que

apresentaram sintomatologia grave como conseqiiéncia da infec¢do, foram eutanasiados e esta

data foi considerada como o dia da morte do animal.

3.6.2. Necropsia para avaliagdo das alteragoes macroscopicas e recuperag¢do de

parasitos

Todos os animais infectados que vieram a 6bito ou que tiveram que ser eutanasiados foram

submetidos a necropsia para avaliacdo das alteragdes macroscopicas provocadas pelo parasito

bem como recuperagdo dos mesmos.

A necropsia teve inicio com a abertura da cavidade abdominal e lavagem da mesma com

solucdo salina 0,9%. O liquido proveniente da lavagem foi examinado com o auxilio de
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microscopio estereoscopico nos aumentos de 6X e 12X. Apos a lavagem da cavidade
abdominal dos animais, todos os 6rgaos foram retirados e a busca pelo parasito foi realizada
nos mesmos, com atengdo especial ao figado e vesicula biliar, ja que esses sdo os 6rgdos onde
os parasitos imaturos e adultos, respectivamente, permanecem alojados. As alteragdes

macroscopicas e a localizagao de parasitos nos 6rgaos foram fotografadas.

O figado foi dissecado com auxilio de estiletes e a luz de microscopio estereoscopico (12X).
A capsula foi removida e o parénquima hepatico foi totalmente dissecado, de forma que os
parasitos presentes no mesmo fossem recuperados. Os ductos hepéticos foram também
inspecionados em busca do parasito que, quando encontrados, foram transferidos para placa

de Petri com solugdo salina 0,9% a fim de que fossem fixados e corados posteriormente.

A parede da vesicula biliar dos camundongos foi rompida com auxilio de pingas e estiletes

com o objetivo de encontrar parasitos imaturos e/ou adultos de F. hepatica.

Todos os demais 6rgdos dos camundongos foram dissecados, pois parasitos imaturos ou

adultos de F. hepatica em migragao erratica poderiam ser ai encontrados.

3.6.3. Identificagcdo dos Parasitos

Os parasitos encontrados durante a necropsia permaneceram em solu¢do salina 0,9% a uma
temperatura de 4°C durante 4 horas e em seguida foram comprimidos entre duas placas de
vidro mergulhadas em formol 10% por 24h. Apos fixacdo, os parasitos foram desidratados em
concentragdes crescentes de alcool etilico, iniciando com alcool 50%, em seguida 4lcool 70%,
80%, 90% e finalizando com 4lcool absoluto, sendo que em cada diluicdo de alcool
permaneceram por 50 minutos. Apos a desidratacdo, os parasitos foram transferidos para
placas de Petri e foram mantidos em corante Aceto-alimen de Carmim por 24h. Apos este

periodo, foram submetidos novamente ao processo de desidratacdo descrito acima e mantidos
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em creosoto de Faia (Creosoto de Faia®, VETEC Quimica Fina LTDA, BRASIL) por um
periodo de 24h. Por fim, os parasitos foram montados em ladminas com Balsamo do Canadé

(Balsamo do Canada®, LabSynth Produtos para Laboratérios LTDA, BRASIL).

3.6.4. Exames de Fezes

As fezes dos animais foram coletadas diretamente da serragem colocada nas gaiolas dos
animais duas vezes por semana com intervalos de trés dias entre as coletas. Os exames de
fezes tiveram inicio ao 18° DAI e foram realizados a partir de um “pool” de fezes de cada
gaiola onde se encontravam separadamente machos e fémeas de cada grupo. As amostras
foram submetidas ao exame dos quatro tamizes segundo UENO et al. (1975) com

modificagdes a fim de detectar a presenca de ovos de F. hepatica.

3.7. RESPOSTA IMUNOLOGICA INDUZIDA PELA FASE AGUDA DA INFECCAO POR FASCIOLA

HEPATICA EM CAMUNDONGOS

A infiltragdo celular, as alteragdes histopatologicas e a resposta imunologica dos
camundongos infectados por F. hepatica foram avaliadas através de testes enzimaticos e
imunolégicos realizados a partir do soro, bago e figado de camundongos eutanasiados aos 20
DALI. Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 150mg/kg/animal (Ketamina
Agener”, Agener Unido, BRASIL) associado ao cloridrato de xilazina 10mg/kg/animal
(Calmium®, Agener Unido, BRASIL) sendo o sangue dos animais coletado do plexo braquial
com pipetas Pasteur, sem uso de anticoagulantes. Em seguida os animais foram eutanasiados
por meio de deslocamento cervical e o figado e o baco foram assepticamente removidos e

utilizados em ensaios enzimaticos e teste de estimulagdo in vitro, respectivamente.
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3.7.1.Contagem Total e Diferencial de Leucocitos

O sangue coletado foi utilizado da seguinte maneira: uma gota do sangue de cada animal foi
imediatamente transferida para uma ldmina de microscopia e foi feito esfregaco sanguineo por
extensdo. Uma aliquota de 20ul deste mesmo sangue foi usada para contagem total de
leucéceitos e o restante foi acondicionado em tubo para microcentrifuga de 1,5ml para
coagulagdo e colocado em geladeira (4°C) para obtencdo de soro. Apds a formagdo e
retengdo, o codgulo foi removido com auxilio de uma pinga e o material restante foi
centrifugado a 700g durante 10 min. e o sobrenadante (soro) foi estocado a -4°C. O soro foi

utilizado para quantificacdo de IgE total.

As aliquotas de 20ul de sangue total foram diluidas em 400ul de solucdo de Turk para
contagem total de leucécitos. O sangue diluido foi colocado em cdmara de Neubauer e com
auxilio de microscopio 6tico (40X) foi determinado o numero de leucocitos/mm’ de sangue de
cada camundongo. Para contagem diferencial de leucocitos, foram feitos esfregacos a partir
do sangue coletado. Esses esfregacos foram corados pelo método de GIEMSA e a contagem
foi realizada com auxilio de microscopio otico no aumento de 100X. Para cada lamina
examinada foram contados 300 leucocitos que foram diferenciados através de critérios
morfologicos em quatro tipos celulares: eosindfilos, neutrédfilos, linfocitos e monodcitos. A
quantidade de cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada em relagao
ao numero total de células. Os valores obtidos foram expressos em niimero de células por

3
mm’ de sangue.
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3.7.2. Avalia¢do da Resposta Humoral

Os niveis de IgE total no soro dos camundongos de diferentes grupos experimentais foi
estimado pela técnica de ELISA, utilizando um kit comercialmente disponivel e metodologia
recomendada pelo fabricante (Mouse IgE ELISA Quantitation Kit, Bethyl Laboratories Inc.,
EUA). Placas de 96 pocos (MaxiSorp”, NUNC, EUA) foram sensibilizadas com 100ul/pogo
de anticorpo de captura diluido em “coating buffer” durante 1h em temperatura ambiente. Em
seguida, as placas foram lavadas trés vezes com solugdo de lavagem (Tris 50mM, NaCl
0,14M, Tween 20 0,05%, pH 8.0) o e o bloqueio foi realizado colocando-se 200ul de solugao
de bloqueio (Tris 50mM, NaCl 0,14M, Albumina de soro bovino (BSA) 1%, pH 8.0) por 30
min também em temperatura ambiente. Apos esse tempo, as placas foram novamente lavadas
trés vezes com solugdo de lavagem e foi adicionado 100l de cada amostra diluida em tampao
Tris-NaCl (Tris 50mM, NaCl 0,14M, pH 8.0) por pogo na dilui¢do de 1:100. Ap6s 60 min em
temperatura ambiente, as placas foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem e foi
acrescentado 100ul anticorpo anti-IgE com peroxidase (HRP) em cada poco da placa. Apods
uma hora, as placas foram lavadas cinco vezes com solug¢do de lavagem e foi aplicado 100ul
do cromogeno ortofenilenodiamina (OPD) e substrato 100ul H,O, em cada pogo. Apds 30
min em temperatura ambiente, a rea¢do foi interrompida pela adi¢do de 100ul de H,SO,4 2M
em cada poco. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de

450nm.
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3.7.3. Quantificagdo de citocinas

Cultura e Estimulacdo de Células

Os camundongos eutanasiados foram rapidamente mergulhados em alcool 70% e, em capela
de fluxo laminar, o bago foi extraido através de uma pequena abertura na parede abdominal e
macerado com auxilio de um tamis e um pistilo. O macerado de células resultante foi diluido
em meio RPMI de forma que sua concentragio final fosse de 1x 107 células/ml. Em uma placa
de 96 pocos, foram adicionados 100ul da suspensdo de células em cada pogo e essas células
foram cultivadas em meio RPMI contendo 5% de soro fetal bovino (BSF - Fetal Bovine
Serum”, Sigma Aldrich, EUA), 2mM de glutamina (L-glutamina®, Sigma Aldrich, EUA),
100U.1./ml de penicilina K (Penicilina®, Sigma Aldrich, EUA) e 40pg/ml de gentamicina
(Gentamicine®, Sigma Aldrich, EUA), na presenca de antigeno total de F. hepatica, na
concentragdo de 50pg/ml. Uma outra aliquota da mesma suspensdo de células do bago foi
cultivada em placa de 96 pogos com o meio anteriormente descrito, porém na auséncia de
antigeno. O sobrenadante foi recolhido ap6s 48h e armazenado para a quantificacdo das

citocinas IL-4, IL-10, IL-13, IFN-y e TNF-a (SOUZA et al., 2005).

Ensaio para quantificagdo de citocinas

A produgdo de citocinas no sobrenadante de cultura celular obtido do baco foi quantificada
pela técnica de ELISA sanduiche, utilizando-se kits para detec¢do de IL-4 (Mouse IL-4
DuoSet®, R&D Systems, EUA), IL-10 (Mouse 1L-10 DuoSet®, R&D Systems, EUA), IL-13
(Mouse IL-13 DuoSet”, R&D Systems, EUA), IFN-y (Mouse IFN-y DuoSet”, R&D Systems,
EUA) e TNF-a (Mouse TNF-o/TNFSF1A DuoSet”, R&D Systems, EUA), conforme

instru¢do do fabricante. Para cada citocina, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com
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100pl do anticorpo de captura diluido em PBS (NaCl 137mM, KC1 2,7mM, Na,HPO4 8,1mM,
KH,PO4 1,5mM, pH 7.4) Entre cada etapa as placas foram lavadas com PBS Tween (PBS +
Tween 20 0,1%) trés vezes e em seguida foi adicionado a cada pogo 200ul de solugdo de
bloqueio, consistindo de PBS contendo 1% de BSA (p/v). Uma aliquota do sobrenadante de
cultura de células do bago de cada animal experimental foi diluida em 1001 de PBS (diluigao
1:4) contendo 0,1 % BSA e adicionada as placas. Na primeira coluna de placa foram
adicionadas amostras contendo concentragdes conhecidas da citocina recombinante para a
constru¢do de uma curva padrdo. As placas foram novamente incubadas durante 12h em
geladeira (4°C) e apds esse periodo lavadas, sendo adicionados em seguida a cada pogo 100pl
do anticorpo de deteccdo streptavidina conjugado a biotina. Apos duas horas a 4°C, as placas
foram lavadas trés vezes, sendo adicionado a cada pogo 100ul de estreptavidina conjugada
com peroxidase (Streptavidin - HRP®, Invitrogen Co, EUA) e as mesmas foram incubadas a
temperatura ambiente durante 30min. As placas foram novamente lavadas, acrescentou-se
1001 por pogo de cromdgeno OPD e substrato 100l H,O;, e apds um periodo de incubagao
de 30min. em temperatura ambiente e ao abrigo da luz a reacdo foi interrompida adicionando-
se 50ul de solugdo de parada (H,SO4 1M). A leitura foi realizada em comprimento de onda de
492nm. O calculo da concentracdo de cada citocina foi estabelecido por interpolacdo da

absorbancia de cada amostra na curva padrao.

3.7.4. Infiltragdao Celular no Figado dos Camundongos infectados

Atividade de peroxidase de eosindfilo (EPO) e Mieloperoxidase (MPO)

A infiltra¢do e/ou ativagdo de eosindfilos e neutroéfilos no figado dos camundongos infectados

foi estimada por meio de ensaios enzimdticos que mediram a atividade das enzimas
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peroxidase de eosindfilos e mieloperoxidase de neutrofilos que indicam indiretamente a
atividade e a infiltracdo local desses dois tipos de célula. Animais ndo infectados do grupo
CCL3™" ¢ nido infectados do grupo CCL3™" foram utilizados como controle negativo deste

experimento.

O figado de cada um dos animais foi pesado e para cada grama de tecido foi acrescentado
10ml de tampao de extragdo de citocinas (100ml de PBS, 2,34 g de NaCl, 50ul de Tween 20,
500 mg de BSA, 1,7mg de Phenyl Methyl. Sulfonil Fluoride, 4,48mg de cloreto de
benzetonio, 37,2mg EDTA, 20KI de Aprotinina). Esse material foi processado em
homogeinizador de tecidos (Ultra Turrax DI18", IKA Werke GmbH & Co., Alemanha) e o

homogenato resultante foi armazenado em tubos de 15ml e utilizado nos ensaios enzimaticos.

A atividade da peroxidase de eosindfilos no figado dos animais infectados foi medida pela
técnica de ELISA sanduiche. Para tanto, 1ml do homogenato de figado (correspondente a
100mg de tecido) foi acrescido de 1,9ml de PBS. Esse material foi centrifugado (7000g a 4°C
por 10min) e o sobrenadante foi descartado. As hemacias presentes no sedimento celular
foram lisadas pela adicdo seqiiencial de 1,5ml de solugdo salina 0,2% seguida de 1,5ml de
solugdo salina 1,6% contendo 5% glicose. A amostra foi submetida a uma nova centrifugagao
(7000g a 4°C por 10min), o sobrenadante novamente descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 1,9ml de PBS contendo 5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio —
HTAB (Methylammonium bromide®, Sigma Aldrich, EUA). As amostras foram separadas em
aliquotas de 1ml em tubos para microcentrifuga, congeladas e descongeladas trés vezes em
nitrogénio liquido, centrifugadas novamente (7000g por 10 min.) e o sobrenadante usado para
o ensaio enzimatico. Em uma placa de 96 pocos, adicionou-se 75ul de cada amostra por pogo
e em dois pogos, 75ul de PBS que correspondeu ao branco da reagdo; em seguida cada pogo

recebeu 75ul do cromégeno e 100ul de substrato (1,5mM de OPD diluido em tampao Tris-
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HCI 0,075mM, acrescido de H,O, 6,6mM). Apds um periodo de 30 min. a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a reag¢@o foi interrompida acrescentando-se 50ul de H,SO4 IM e
a intensidade de cor foi estimada através da leitura em espectrofotdmetro no comprimento de

onda de 492 nm (SOUZA et al., 2005).

Para realizagdo do ensaio de MPO foi separada uma aliquota de 1ml do homogenato do figado
de cada uma das amostras e a cada uma delas foi acrescentado 1,9ml de “Buffer” 1 (NaCl
0,1M, Na3PO4 0,02M, Na,EDTA 0,015M, pH 4,7) a 4°C, que foi em seguida homogeneizado
utilizando-se vortex. Essa amostra foi submetida a centrifugacdo a -4°C por 10 minutos a
7000g. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 1,5ml de NaCl 0,2% a 4°C ao
precipitado remanescente e em seguida 1,5ml NaCl 1,6% + glicose 5% a 4°C. A amostra foi
novamente homogeneizada em vortex, em seguida submetida a um novo processo de
centrifugacao por 10 minutos a 7000g a -4°C. Apos desprezar o sobrenadante foi acrescentado
1,9ml de “Buffer” 2 (Na;PO4s 0,05M, HTAB 0,5% p/v, pH 6,4), as amostras foram
homogeneizadas e duas aliquotas de 1,5ml foram transferidas para tubos de microcentrifuga.
Essas amostras foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido e em
seguida centrifugadas a -4°C por 15 minutos a 7000g. Foi adicionado 25ul das amostras
diluidas em “Buffer” 2 na concentrag¢do de 1:3 a uma placa de 96 pocos, em duplicata e 25 pl
de “Buffer” 2 (branco da reagdo). Adicionou-se 25 upl do cromobgeno 3,3°, 5,5°-
tetrametilbenzidina - TMB (3,3, 5,5 -Tetrametilbenzidina®™, Sigma Aldrich, EUA) e em
seguida a placa foi incubada a 37°C por 5 minutos. Por fim, foi acrescentado 100ul de H,O,
(0,002%) e a placa foi novamente incubada a 37°C por mais 5 minutos. A reagdo foi
interrompida com a adicdo de 100ul de H>SO4 (IM). A leitura da placa foi realizada em

espectrofotometro no comprimento de onda de 450 nm.
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3.7.5. Histopatogia hepdtica

Foram infectados com dez metacercarias de F. hepatica, dois camundongos CCL3" e dois
camundongos CCL3"" para avaliacdo histopatolégica, sendo estes animais eutanasiados ao
20° DAI. Outros cinco camundongos CCL3™ e cinco CCL3"™" ndo infectados foram usados
como controle. Os cortes histologicos foram realizados a partir do lobo caudal do figado
desses animais. O lobo escolhido foi fixado em solu¢do formalina tamponada 10% (v/v) por
24h. Apos este periodo a pega foi transferida para uma nova solugdo de formalina tamponada
10% (v/v), permanecendo nesta até o emblocamento em parafina. Os blocos de parafina foram
cortados na espessura de 4pm, corados em hematoxilina-eosina (HE) e examinados ao
microscopio Otico com auxilio do patologista Prof® Dr. Geovanni Dantas Cassali do

departamento de Patologia do ICB-UFMG.

3.8. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo do programa Prisma 4°, sendo que para a analise
de dois grupos de dados foi utilizado o teste T Student e para comparagdo de quatro grupos de
dados foi feita andlise de variancia (One Way ANOVA). Valores p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. CINETICA DA INFECCAO

4.1.1. Mortalidade

Na auséncia de infec¢do, todos os camundongos C57B1/6J geneticamente deficientes para
produgdo da quimiocina CCL3 (CCL3™") bem como seus respectivos controles ndo deficientes
(CCL3"") sobreviveram durante todo o periodo de avaliacdo experimental. A infecgdo com
10 metacercarias de F. hepatica resultou em elevada mortalidade de camundongos, tanto em

o (GRAF. 1). Entretanto, a cinética da sobrevivéncia

camundongos CCL3" como em CCL3
foi significativamente diferente entre os camundongos infectados dos dois grupos
experimentais, sendo que os camundongos CCL3” infectados apresentaram alta taxa de
sobrevivéncia no periodo entre o 21° e 25° DAI (100%-85,7%) comparado aos camundongos
CCL3"" infectados (72,7%-36,3%). A partir do 25° DAI, houve redugdo na taxa de
mortalidade dos animais CCL3"", enquanto que nos animais CCL3™" a taxa de mortalidade foi
bastante elevada entre 25 e 29 DAI. Por volta do 29° DAI, as taxas de sobrevivéncia dos dois
grupos tornam-se muito proximas (42,8% para os camundongos CCL3™" e 27,2% para os

camundongos CCL3"") permanecendo assim até o fim da do periodo de observagio (40

DAI), quando todos os animais evoluem para o 6bito.
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GRAFICO 1 — Curva de sobrevivéncia dos camundongos C57BI/6J infectados com 10
metacercéarias de Fasciola hepatica. N=59 camundongos (29 CCL3" e 30
CCL3").
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4.1.2. Alteragoées Macroscopicas

Na necropsia observou-se presenca de sangue na cavidade abdominal em 17,4 % dos
camundongos infectados (FIG. 2), sendo que este tipo de alteracdo foi concomitante ao
encontro de pelo menos um parasito nesta cavidade. A presenca de sangue na cavidade
abdominal foi observada nos animais infectados tanto no grupo CCL3™ (FIG 2A e B) como

no CCL3"" (FIG 2C e D).

Na grande maioria dos camundongos infectados foi observado aumento no tamanho do baco,
sugestivo de hipertrofia. O grupo de animais deficientes em CCL3 apresentou aumento
discreto no volume do baco (FIG. 3A) quando comparados aos animais ndo infectados
enquanto que esse mesmo 6Orgdo no grupo de animais ndo deficientes em CCL3 mostrou
aumento significativo (FIG. 3B) tanto em relagdo aos animais ndo infectados como em

relacdo aos animais deficientes para CCL3.

Todos os animais que vieram a 6bito em decorréncia da infeccdo pelo parasito apresentaram
alteracdes hepaticas, sendo possivel diferenciar macroscopicamente os dois grupos
experimentais pelo tipo de lesdo encontrada. No grupo de animais CCL3™", o figado mostrava-
se levemente aumentado de tamanho, com lesdes hepaticas focais, subcapsulares, de
coloracdo esbranquigcada, com tamanho variando entre 1 e Smm de extensdo e cerca de 1 e
3mm de largura, de consisténcia firme ao corte e que se aprofundavam pelo parénquima

hepético (FIG. 4 A e B).

. . +/+ . . . .
O aumento no volume do figado dos animais CCL3 """ foi mais acentuado que nos animais
CCL3™"; além disso, esses animais apresentavam, em sua maioria, o lobo hepatico caudal com
extensas areas lesionadas, possivelmente necro-hemorragicas, que por vezes atingiam quase a

totalidade do lobo. Além do lobo caudal, alguns camundongos apresentaram grande parte do

56



figado comprometido pelo mesmo tipo de lesdo descrita anteriormente (FIG. 4 C e D).

Além das lesdes hepaticas, ¢ importante salientar a observagdo de alteragdes na vesicula
biliar. Os animais CCL3" ¢ CCL3"" infectados por F. hepatica apresentaram alteragdes na
vesicula biliar tais como, aumento no volume do 6rgio e espessamento da parede do mesmo,
todavia essas alteragdes ndo foram diferentes entre os dois grupos. Também foi observado
tanto nos animais CCL3”" quanto nos animais CCL3""" escurecimento do liquido no interior

da vesicula biliar (FIG. 5).
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FIGURA 2 — Necropsia de camundongos C57Bl/6J infectados por Fasciola hepatica. A e B —
Camundongo CCL3” com a cavidade abdominal repleta de sangue. C ¢ D —

Camundongo CCL3"" com cavidade abdominal hemorrigica. Ambos os
camundongos vieram a 6bito aos 22 DAL
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FIGURA 3 —Necropsia de camundongo C57Bl/6J infectado
por Fasciola hepatica. O bago dos camundongos
CCL3™" (A) apresenta uma discreta hipertrofia,
enquanto que os camundongos CCL3"" (B)
apresentam aumento significativo no volume do
orgao.
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FIGURA 4 — Necropsia de camundongos C57BI/6] infectados por Fasciola hepatica eutanasiados 20 DAL
A e B - Figado de camundongo CCL3™". Lesdes focais, subcapsulares e de consisténcia firme
ao corte (seta). C ¢ D - Figado de camundongo CCL3"". Lesdes de natureza necro-

hemorrégica nos lobos hepaticos.
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FIGURA 5 — Necropsia de camundongo
C57Bl/6]  infectado  por
Fasciola hepatica. Vesicula
biliar aumentada de tamanho
repleta de liquido enegrecido
em seu interior.
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4.1.3. Local de Recuperagdo de Parasitos durante a necropsia

Os parasitos foram encontrados em diferentes locais, sendo a maioria deles (81%) encontrada
na cavidade abdominal. E importante ressaltar que os parasitos encontrados na superficie de
6rgdos como estdmago, bago e intestino foram considerados como que encontrados na
cavidade abdominal pelo fato de estarem apenas na superficie dos 6rgdos. Também foram

encontrados parasitos no figado e na vesicula biliar (FIG. 6A e B).

No grupo de animais CCL3""" foram recuperados ao todo 78 parasitos, sendo 61 na cavidade
abdominal (78,2%), 16 no figado (20,5%) e apenas um parasito na vesicula biliar (1,3%). Ja
no grupo de animais CCL3"" foram recuperados da cavidade abdominal 45 parasitos (84,9%),

sete no figado (13,2%) e um parasito na vesicula biliar (1,9%) totalizando 53 parasitos (TAB.

).
TABELA 1

Numero e localizagdo de parasitos de Fasciola hepatica recuperados durante a necropsia de camundongos
C57Bl/6] infectados com dez metarcercarias (n=30 CCL3"" e 29 CCL3™).

Numero de Parasitos por Grupo
Localizacdo dos Parasitos
CCL3™" CCL3™
Cavidade Abdominal 61 (78,2%) 45 (84,9%)
Figado 16 (20,5%) 7 (13,2%)
Vesicula Biliar 1 (1,3%) 1 (1,9%)
TOTAL 78 (100%) 53 (100%)
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FIGURA 6 — Necropsia de camundongos C57Bl/6J infectados por Fasciola hepatica. A —
Parasito encontrado vivo entre o estdmago e o bago do camundongo (seta).
B — Parasito entre o bago e o estdmago em maior detalhe. C — Dois
parasitos encontrados no interior do parénquima hepético (seta). D —
Parasito fixado a superficie externa do figado (seta).
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Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os dois grupos de
camundongos infectados com relagdo a localizagdo dos parasitos durante a necropsia. Os
parasitos recuperados foram corados e nenhum possuia sistema reprodutor completo, o que

significa que todos estavam sexualmente imaturos.

4.1.4. Exames de Fezes

Todos os exames de fezes realizados nos camundongos infectados de ambos os grupos

experimentais durante o periodo da infec¢do apresentaram resultado negativo.

4.2. CONTAGEM DE PARASITOS E ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA FASE AGUDA DA

INFECCAO POR FASCIOLA HEPATICA EM CAMUNDONGOS C57BL/6J

Como a mortalidade dos animais infectados inicia-se 20 dias apds a infeccdo, os dados
relativos a contagem de parasitos, infiltracdo celular, produg¢do de citocinas e andlise
histopatologica foram realizadas com camundongos CCL3" e CCL3"" aos 20 DAL O GRAF.
2 mostra que a média de parasitos imaturos de F. hepatica recuperados em camundongos
CCL3™"" (1,9 + 0,4 parasitos por camundongo) foi estatisticamente inferior (p=0,0193) a média

++

de parasitos recuperados em camundongos CCL3"" (3,6 + 0,5 parasitos por camundongo).
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GRAFICO 2 — Numero médio de Fasciola hepatica recuperadas em camundongos

C57Bl/6] geneticamente deficientes para producdo de CCL3
(CCL3") ¢ em camundongos ndo deficientes (CCL3""). Cada
barra representa o numero médio + desvio padrio (n=6
camundongos por grupo) de parasitos recuperados de
camundongos 20 dias ap6s a infec¢gdo com 10
metacercarias/camundongo. * representa um valor p=0,0193.
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4.2.1. Concentrac¢do de citocinas

Os niveis de TNF-a tanto em camundongos ndo infectados como em camundongos infectados
foi abaixo do detectavel pelo teste, indicando que ndo ha produgao significativa desta citocina

pelas células do baco quando estimuladas por antigeno de F. hepatica.

A quantifica¢do das citocinas no sobrenadante de células do baco estimuladas in vitro com
antigeno de F. hepatica revelou que os camundongos infectados pelo parasito, sejam eles
deficientes em CCL3 ou ndo, produzem niveis de IL-4, IL-10, IL-13 e IFN-y estatisticamente
significativos (p<0,05) em comparagdo aos animais ndo infectados do mesmo grupo (GRAF.

3,4¢e)5).

Os animais deficientes em CCL3 mostraram menor produgdo das citocinas IL-4 (p=0,009) e
IL-13 (p=0,0035) (GRAF. 3), ambas relacionadas ao perfil de resposta do tipo Th2, em

relagdo aos animais capazes de produzir CCL3.

A producio de IL-10 em camundongos CCL3™" foi estatisticamente menor (p=0,0097) que a

produgdo dessa citocina em camundongos CCL3"" (GRAF. 4).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa (»p>0,05) na producdao de IFN-y entre os

camundongos infectados deficientes em CCL3 e os camundongos ndo deficientes (GRAF. 5).
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GRAFICO 3 — Produgio de citocinas em células de bago oriundas de camundongos

C57Bl/6] infectados por Fasciola hepatica aos 20 DAI e estimuladas
in vitro com antigeno do parasito. A — Producdo de IL-4, onde **
representa um valor p=0,009. B — Producdo de IL-13, onde **
representa valor p=0,0035. Cada barra representa o valor médio
(pg/ml) + desvio padrdo (n=9 camundongos infectados por grupo e 5
camundongos ndo infectados por grupo (controle)) da producdo da
citocina por grupo de camundongos. A média dos niveis de produgao
de IL-4 dos camundongos CCL3"" ¢ CCL3” nio infectados esta
representada pela linha tracejada (- - -). Nao foi detectada produgao
de IL-13 em camundongos ndo infectados.
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GRAFICO 4 — Produgdo de IL-10 em células de bago oriundas de camundongos C57BI/6J
infectados por Fasciola hepatica aos 20 DAI e estimuladas in vitro com
antigeno do parasito. Cada barra representa o valor médio (pg/ml) £+ desvio
padrio (n=9 camundongos infectados por grupo e 5 camundongos ndo
infectados por grupo (controle)) da produgdo de IL-10 por grupo de
camundongos. A linha tracejada representa a producdo de IL-10 dos
camundongos CCL3""" ndo infectados. A produgdo de IL-10 dos animais do
grupo CCL3” nido infectados foi abaixo do nivel de detecgio do teste
realizado. ** representa valor p= 0,0097
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GRAFICO 5 — Produgdo de IFN-y em células de bago oriundas de camundongos C57BI/6J
infectados por Fasciola hepatica aos 20 DAI e estimuladas in vitro com
antigeno do parasito. Cada barra representa o valor médio (pg/ml) £+ desvio
padrio (n=9 camundongos infectados por grupo e¢ 5 camundongos ndo
infectados por grupo (controle)) da produgdo de IFN-y por grupo de
camundongos. A produ¢do de IFN-y dos camundongos ndo infectados de
ambos os grupos foi abaixo do nivel de detecgdo do teste realizado.
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4.2.2. Avalia¢do da Resposta Humoral

Nao houve diferenca estaticamente significativa (p>0,05) na producdo de IgE total entre os

camundongos CCL3"" e os camundongos CCL3™" infectados com F. hepatica.

4.2.3. Contagem Total e Diferencial de Leucocitos

Os camundongos infectados de ambos os grupos experimentais apresentaram aumento no
/. O 3 .
numero total de leucdcitos por mm’ de sangue quando comparados aos seus respectivos
controles. Todavia ndo houve diferenga entre o niimero total de leucocitos dos dois grupos

infectados (GRAF. 6A).

Na contagem diferencial de leucocitos foi observado aumento de eosinéfilos (GRAF. 6B),
neutrofilos (segmentados e bastonetes) (GRAF. 6C), linfocitos (GRAF. 6D) e mondcitos
(GRAF. 6E) nos animais infectados dos dois grupos experimentais, porém nio foi
demonstrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de camundongos CCL3™

e CCL3"", para estes parametros (p<0,005, teste T).

4.2.4. Analise da Composi¢ao do Infiltrado Celular nos Locais Lesionados Pelo
Parasito

Os ensaios enzimaticos demonstraram que em camundongos CCL3” a atividade de
cosindfilos & menor (p =0,0382) que em camundongos CCL3"" (GRAF. 7A). Também
observou-se que a atividade de neutréfilos ¢ menor (p=0,0001) no figado dos camundongos

CCL3™" que no figado dos camundongos CCL3"* (GRAF. 7B).
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GRAFICO 6 - Contagem total e diferencial de leucocitos de camundongos C57Bl/6] infectados por
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Grafico 7 - Atividade enzimatica no figado de camundongos C57BIl/6J
infectados por Fasciola hepatica aos 20 DAI. Cada barra
representa o valor médio + desvio padrdo (n=9 camundongos
infectados por grupo ¢ 5 camundongos nao infectados por grupo
(controle)) da atividade de cada enzima. A — Atividade da
peroxidade de eosinéfilos (EPO). * representa valor p=0,0382. B
- Atividade da mieloperoxidade de neutrofilos (MPO). ***
representa valor p=0,0001.
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4.2.5. Histopatologia Hepatica

Ap6s a coloragdo e analise microscopica dos cortes histologicos hepaticos dos camundongos

infectados por F. hepatica foi possivel constatar a diferenga no tipo de lesdo encontrada nos

/-

dois grupos de animais. Os animais CCL3™" (FIG. 7) apresentaram uma area lesionada inferior

S as

quando comparada aos animais CCL3"" (FIG. 8). Ainda nos mesmos cortes histologicos foi

P Y ~ . /-
possivel confirmar a caracteristica focal das lesdes nos camundongos deficientes em CCL3

(FIG. 7).

Em ambos os grupos de camundongos foi possivel visualizar a presenca de infiltrado de
células polimorfonucleares em torno dos locais lesionados, porém este era mais significativo

nos camundongos CCL3""*

(FIG. 9). Eosinofilos estdo presentes no infiltrado celular dos dois
grupos experimentais. Também foram observadas areas de necrose coagulativa adjacentes as
, . ~ , -
areas de infiltracdo celular, sendo as areas de necrose encontradas nos camundongos CCL3

(FIG. 9A) eram significativamente menores que aquelas vistas em camundongos CCL3™"

(FIG. 9B).
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FIGURA 7 — Corte histologico de figado de camundongo CCL3"
" infectado por Fasciola hepatica corado por HE
(Aumento de 10X). Lesdes focais (seta), ocupando
uma pequena parte do local atingido.
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FIGURA 8 — Corte histoloégico de figado de camundongo
CCL3"" infectado por F. hepatica corado por
HE (Aumento de 10X). Nota-se lesodes
extensas provocadas pela migragio do
parasito.
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FIGURA 9 — Infiltrado de polimorfonucleares na regido lesionada do figado de camundongos C57Bl/6J
infectados por F. hepatica. A — Camundongo CCL3”. B — Camundongo CCL3"*. Area de
necrose coagulativa (seta) (Aumento de 20X).

76



5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesta dissertagdo demonstram que a infeccdo de camundongos
C57Bl/6], geneticamente deficientes para producdo de CCL3 ou ndo deficientes, com 10
metacercarias de F. hepatica resulta em uma alta taxa de mortalidade do hospedeiro,
concordando com a observagdo de Dawes (1963). Camundongos da linhagem BALB/c
infectados por F. hepatica também apresentam elevada mortalidade, entretanto nesta
linhagem de camundongos a mortalidade foi observada apds cinco semanas da infeccao
(MARCET et al, 2002; MARTINEZ-FERNADEZ et al, 2004; LOPEZ-ABAN et al 2007). E
importante ressaltar que a infecgdo por F. hepatica resultou em elevada mortalidade tanto em
camundongos BALB/c infectados com cinco metacercarias (MARTINEZ-FERNADEZ et al.,
2004; LOPEZ-ABAN et al., 2007) como em camundongos BALB/c infectados com 15
metacercarias, os quais vinham a Obito pouco antes de completarem cinco semanas de
infeccido (MARCET et al, 2002). Para outros roedores, como Rattus rattus e Rattus
novergicus, a infeccdo com 20 metacercarias de F. hepatica ndo resulta em mortalidade do

hospedeiro em condi¢des experimentais (VALERO et al, 1998).

Neste trabalho também foi demonstrado que F. hepatica ndo atinge a maturidade sexual
durante a infec¢do em camundongos C57B1/6J ou em animais geneticamente deficientes na
producdo de CCL3. Este resultado foi confirmado pela observacdo morfologica dos espécimes
recuperados durante a necropsia realizada em diferentes momentos da infeccdo, bem como
pela auséncia de ovos do parasito nos exames de fezes realizados durante o periodo
experimental da infeccdo. Nao foram encontrados na literatura relatos sobre a eliminacao de
ovos de F. hepatica nas fezes de camundongos C57B1/6J ou BALB/c infectados pelo parasito.

Entretanto, Coelho (2001) observou nas fezes de camundongos da linhagem AKRJ infectados
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com trés metacercarias por animal, a presenca de ovos de F. hepatica a partir de 27 dias ap6ds
a infeccdo (DAI), indicando que nesta linhagem de camundongo o parasito atingiu maturidade
sexual. Em nossos resultados muitos camundongos C57Bl/6J morrem antes de 27 DAL,
podendo justificar em parte a auséncia de parasitos maduros durante a necropsia destes
animais. Entretanto, mesmo nos camundongos C57Bl/6J que foram necropsiados apds 29 DAI
nao foi encontrado F. hepatica sexualmente madura, sugerindo a existéncia de diferengas na
linhagem AKRIJ que possa suportar o desenvolvimento do parasito (BICALHO, 1993). Em R.
rattus experimentalmente infectados com F. hepatica é possivel constatar o desenvolvimento
de parasitos adultos bem como a presenca de ovos vidveis do mesmo a partir de 12 semanas
apos a infeccdo (VALERO et al, 2002), indicando que camundongos podem ndo ser um bom

hospedeiro para estudos de desenvolvimento de F. hepatica quando comparados a ratos.

Durante a necropsia dos camundongos C57B1/6J infectados, tanto em CCL3” como CCL3" ’
a maioria dos parasitos (81%) foi recuperada na cavidade abdominal do hospedeiro, sendo
também encontrados parasitos no parénquima hepético. Entretanto, a taxa de recuperagao de
parasitos na vesicula biliar foi baixa, sendo que apenas 1,5% do total dos parasitos
recuperados em necropsia atingiram este 6rgao. Podemos concluir também que a produgdo de
CCL3 pelo hospedeiro ndo influencia diretamente o processo de migragcdo e desenvolvimento
do parasito, uma vez que ndao houve diferenca estatisticamente significativa entre a

localizagdo de parasitos de um grupo de camundongos para outro.

Em R. rattus necropsiados aos 30, 40, 50, 75, 100 e 150 DAI nao foi relatado o encontro de
parasitos na cavidade abdominal, aproximadamente 83% dos parasitos foram recuperados dos
ductos biliares e 12,5% foram encontrados no parénquima hepatico (VALERO et al., 1998).
Terasaki et al. (2003) relataram a recuperacao de parasitos de F. hepatica dos ductos biliares
de Tscherskia triton necropsiados aos 40, 50, 60 e 90 DAI, enquanto Behm & Sangster (1999)

relataram a presenca de parasitos adultos nos ductos biliares de coelhos cinco semanas apds a
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infecgdo. E possivel que a morte precoce dos camundongos C57B1/6] infectados, aliada as
caracteristicas fisiologicas e anatdmicas deste hospedeiro, tenha impossibilitado que a maioria
dos parasitos pudesse alcancar os ductos biliares e atingir a fase adulta. A recuperagdo de F.
hepatica na cavidade abdominal dos camundongos infectados foi associada a presenca
freqiiente de hemorragia abdominal intensa nos animais necropsiados (FIG. 2). Essa
observagdo estd em acordo com o trabalho de Dawes (1963b), que relatada a morte precoce de
camundongos C57BI infectados por F. hepatica associada a um quadro de hemorragia
abdominal. Outros autores também sugerem que o quadro hemorrdgico da fase aguda da
fasciolose pode ser conseqiiéncia do rompimento de vasos sangiiineos durante a migracao do
parasito pelo parénquima hepatico e pela entrada e saida constante do mesmo no figado
durante a fase aguda da infec¢do (DAWES, 1963a, b; BEHM & SANGSTER, 1999).
Também podemos especular que o grande niimero de parasitos encontrados na cavidade
abdominal dos camundongos necropsiados neste estudo seja conseqiiéncia da saida do
parasito do parénquima hepatico do hospedeiro apds a morte do animal. O abandono do
figado pelos parasitos apds a morte dos animais pode ser explicado pelo fato de que este
6rgdo € muito rico em enzimas do tipo hidrolases que desencadeiam rapidamente o processo

de autolise, tornando o figado um ambiente indspito para o parasito (PEREIRA, 2000).

Apesar da elevada mortalidade em camundongos C57Bl/6] infectados por F. hepatica, foi
possivel demonstrar que a mortalidade induzida pelo parasito aconteceu mais precocemente
em camundongos CCL3"" do que os camundongos CCL3™". Essa diferenca na cinética da
mortalidade pode estar relacionada com a quantidade de parasitos recuperados dos
camundongos, uma vez que, aos 20 DAI, o nimero de parasitos recuperados dos
camundongos CCL3"" foi estatisticamente superior ao dos CCL3”. Além da menor
quantidade de parasitos, a extensdo das lesdes hepaticas e a infiltracdo celular observada no

figado dos camundongos CCL3” infectados por F. hepatica foi muito menor que em
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camundongos CCL3""". Esses resultados assemelham-se aos resultados encontrados por Souza
et al. (2005) utilizando como modelo experimental a infec¢do de camundongos CCL3"" e
CCL3""com um outro trematodeo, o Schistosoma mansoni. Neste trabalho, Souza et al. (2005)
relataram que na fase cronica da infec¢do foi recuperado um nimero estatisticamente superior

de vermes adultos de S. mansoni no grupo de camundongos CCL3""

comparado com 0 grupo
de camundongos CCL3™". Além da diferenga na quantidade de vermes, também foi observado
que a infecio por S. mansoni em camundongos CCL3™ resultou em menor patologia, sendo
relatado uma menor area de granuloma hepéatico e deposi¢cdo de colageno. Assim, semelhante
ao observado no modelo de infec¢do por S. mansoni, a auséncia da produgdo de CCL3 durante
a infeccdo por F. hepatica resultou em menor quantidade de parasitos recuperados € menor

lesdo hepatica, que levou a uma sobrevivéncia prolongada dos camundongos infectados deste

grupo experimental.

Com o intuito de explorar possiveis mecanismos pelos quais CCL3 influencia a sobrevivéncia
dos parasitos neste modelo experimental, a inducdo da resposta imunologica foi

comparativamente examinada nos camundongos C57Bl/6J CCL3"e CCL3"*

infectados por
F. hepatica. As células retiradas do bago de todos os camundongos infectados e re-
estimulados com antigenos do parasito produziram niveis estatisticamente elevados das
citocinas IL-4, IL-13, IL-10 e IFN-y comparados aos animais ndo infectados. A produgdo de
citocinas de perfil Th2 (IL-4 e IL-13), bem como de perfil Thl (IFN-y ) e citocina anti-
inflamatoria (IL-10) caracteriza uma resposta imunoloégica mista, sem a polarizagdo para o
perfil Th2. O predominio da resposta Th2 durante a infeccdo por F. hepatica tem sido descrita
em bovinos, ovinos e algumas linhagens de camundongos (MULCAHY et al. 1999;
RODRIGUEZ-OSORIO et al. 1999; O'NEILL et al., 2000). Em ratos experimentalmente

infectados por F. hepatica também ocorre polarizacdo da resposta Th2, com elevagdo da

producdo de IL-4 e IL-10 e diminui¢do da produgdo de IFN-y aos 14DAI (CERVI et al,
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2001). Uma comparagdo do perfil da resposta imunologica contra F. hepatica em trés
diferentes linhagens de camundongos, BALB/c, 129SV/ES e C57Bl demonstrou que um
predominio de resposta do tipo Th2, caracterizada por alta producdo de IL-4 e IL-5 e baixos
niveis de IFN-y, ¢ freqiientemente observado em camundongos infectados, especialmente nas
linhagens BALB/c e 129SV/ES (O'NEILL et al., 2000). Entretanto, estes autores também
relatam que a infeccdo por F. hepatica em camundongos C57Bl/6J induz producao
significativa de IFN-y, dependendo da dose de metacercarias utilizadas na infec¢cdo. Os
camundongos infectados com cinco metacercarias demonstraram um perfil misto de producao
de citocinas, com produ¢do simultanea de IL-4 e IFN-y, enquanto que animais infectados com
15 metacercérias apresentaram producdo de citocinas com perfil tipicamente Th2. Behm &
Sangster (1999) também relatam que a resposta imunologica em camundongos C57Bl/6J
infectados por F. hepatica apresenta um perfil misto, com producdo de IL-4 e I[FN-y . Ainda
no mesmo trabalho os autores afirmam que o perfil de resposta apresentado pelos
camundongos C57BI confere alguma resisténcia imunologica a infec¢do quando comparado
ao perfil apresentado pelas outras linhagens de camundongo. Resultados semelhantes foram
encontrados nessa dissertacdo, onde camundongos C57Bl/6 geneticamente deficientes na
producao de CCL3 ou nao deficientes produziram altos niveis de IFN-y, mas também

elevacdo significativa de 1L-4 e IL-13.

Apesar da infeccdo com 10 metacercarias de F. hepatica ter induzido de uma resposta
imunologica de perfil misto em camundongos C57BI/6J CCL3"" bem como em C57BI/6]
CCL3", os camundongos deficientes produziram quantidades significativamente menores
(»<0,05) de IL-4, IL-13 e IL-10. A reducao seletiva da produgado de citocinas da resposta Th2
resultou em diminui¢do da patologia e diminui¢do do niimero de parasitos recuperados. Esses
resultados estdo de acordo com o trabalho de O'Neill et al (2000) que observaram que

camundongos com perfil de resposta Thl apresentaram lesdes hepaticas menores que os
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camundongos com perfil de resposta Th2 e que, camundongos com perfil de resposta misto

(Th1/Th2) apresentaram lesdes hepaticas moderadas.

CCL3 ¢ uma quimiocina inflamatoria que interage com células que expressam os receptores
CCRI e CCRS5 (ZLOTNIK & YOSHIE, 2000; MENTEN et al. 2002). Esses receptores sao
encontrados em diversos tipos celulares, tais como, neutr6filos, mondcitos, macrofagos,
linfécitos T, linfocitos B, eosinodfilos, células dendriticas, células NK, timocitos, plaquetas,
células musculares cardiacas e endotélio, cuja presenga e ativagdo em um local lesionado
originam uma resposta inflamatoria local (MENTEN et al. 2002; MAURER & VON
STEBUT, 2004). Os macrdéfagos sdo a principal fonte de CCL3 durante um processo
inflamatério e quando os mesmos sdo ativados por essa quimiocina sdo capazes de produzi-la
em grande quantidades caracterizando um “feedback” positivo entre a producao de CCL3 por
macrofagos e sua ativagdo (MAURER & VON STEBUT, 2004). Em camundongos, os
macrofagos também estdo envolvidos no processo de reparo de um tecido lesionado e sdo
encontrados juntamente com fibroblastos em lesdes cronicas nos animais infectados por F.
hepatica (BEHM E SANGSTER, 1999; MENTEN et al. 2002). A presenca de neutréfilos e
eosindfilos nos sitios inflamatérios ¢ importante no controle de agentes infecciosos e se faz
via degranulagdo dessas células, liberando produtos toxicos para o parasito e também para as
células do hospedeiro. Em conseqiiéncia da degranulagdo dessas células, os tecidos do
hospedeiro também podem ser lesionados (BEHM & SANGSTER, 1999). Os camundongos
CCL3™ apresentaram atividade de neutrofilos e eosinofilos significativamente menor que os

S as

camundongos CCL3 """, demonstrando que a presenca de CCL3 interfere diretamente na
migracdo e atividade destes dois tipos celulares no figado dos animais infectados e que
infiltracdo e atividade dessas células estdo diretamente relacionadas a presencga de lesdes mais

extensas no sitio da infeccdo. Segundo Behm & Sansgter (1999) a presenca de fibrose

hepética na fasciolose ocorre em virtude da substituicdo do infiltrado inflamatério presente
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nas lesdes por macréfagos e fibroblastos. Em nosso trabalho, observamos que o infiltrado
inflamatorio foi menor no figado dos camundongos CCL3™", uma vez que estes tipos celulares
encontram-se menos abundantes nos locais de injlria originam uma area de fibrose menos
extensa nos camundongos CCL3™". De forma semelhante, Souza et al. (2005) demonstraram
que a auséncia de CCL3 diminui o recrutamento e a atividade de eosindfilos em camundongos
infectados por S. mansoni e observaram uma conseqiiente diminuicdo do tamanho do

granuloma hepatico nos mesmos camundongos.

Podemos inferir que as lesdes hepaticas encontradas nos animais infectados por F. hepatica

sdo imunomediadas e podem interferir diretamente na sobrevivéncia do hospedeiro.

Neste trabalho foi possivel demonstrar que CCL3 possui um papel relevante durante a fase
aguda da infeccdo por F. hepatica. Os camundongos capazes de produzir essa quimiocina
apresentaram maior taxa de mortalidade, maior numero de parasitos recuperados por animal,
maior producdo de citocinas (IL-4, IL-13 e IL-10), maior atividade de neutréfilos e
eosindfilos no figado e lesdes hepaticas mais extensas que os camundongos deficientes em
CCL3. A presenga de CCL3 foi responsavel por recrutar células inflamatorias para o sitio
inflamatorio e consequentemente pela formag¢do de lesdes mais extensas nesses locais.
Sabendo-se que as lesdes produzidas na infec¢do por F. hepatica ocorrem em razdo da
resposta imune do hospedeiro a presenca do parasito e/ou seus metabolitos (Dawes, 1963c),
podemos associar o encontro de lesdes hepaticas menos extensas nos camundongos
deficientes a dois fatores: 1 — a auséncia da acdo quimiotitica de CCL3 nas células
inflamatoérias, que resultou na efetiva diminuicdo da resposta inflamatéria local; 2 — os
menores niveis de producdo de citocinas responsaveis por promover uma resposta imune

eficaz.

Estudos complementares a este se fazem necessarios para elucidar melhor os mecanismos
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envolvidos na formag¢ao de lesdes na infecgdo por F. hepatica no hospedeiro vertebrado. Uma
vez esclarecidos esses mecanismos poderemos buscar alternativas terapéuticas que
contribuam para modulagdo da patologia e consequentemente redu¢do dos prejuizos

economicos atribuidos a infecgao.
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6. CONCLUSOES

v' Os camundongos C57Bl/6] deficientes em CCL3 quando infectados por F.
hepatica apresentam menor taxa de mortalidade quando comparados aos animais

capazes de produzir CCL3.

S as

v" O nimero médio de F. hepatica recuperadas em camundongos C57B1/6J CCL3

¢ estatisticamente superior que a dos camundongos CCL3™",

v" Camundongos C57Bl/6] CCL3"" infectados com F. hepatica apresentam lesdes
hepaticas mais extensas do que camundongos CCL3”. As lesdes nos
camundongos CCL3""" sdo de natureza necro-hemorréagica atingindo grande parte
do figado, enquanto que as lesdes presentes no figado dos camundongos CCL3™"

sdo focais.

v" Camundongos C57Bl/6] CCL3"" infectados com F. hepatica apresentam lesdes

hepaticas com mais infiltrado celular do que camundongos CCL3™".

v' As células do bago dos camundongos C57Bl/6] infectados por F.hepatica
produzem altos niveis de IL-4, IL-10, IL-13 e IFN-y quando re-estimuladas com
antigeno do parasito, todavia a produ¢do de IL-4, IL-10 e IL-13 ¢ mais elevada no

S as

grupo de animais CCL3 """

v" CCL3 néo interfere na produgdo de IgE em camundongos C57B1/6J em infecgéo

experimental com F. hepatica.
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