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RESUMO

A infec¢do por Strongyloides sp. induz resposta imune caracterizada por eosinofilia
tecidual, mastocitose, produ¢do de citocinas Th2 e anticorpos, tanto em roedores como
em humanos. O objetivo desse estudo foi investigar a resposta imune contra a infec¢ao
por Strongyloides venezuelensis em camundongos geneticamente deficientes em
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I ou de classe II.
Camundongos C57BL/6 (WT), MHC I ¢ MHC II"” foram subcutaneamente inoculados
com 3000 larvas (L3) de S. venezuelensis e sacrificados no 5°, 8°, 13° e 21° dias pos-
infeccdo (p.i.). A taxa de infectividade foi estimada pela contagem de ovos/g/fezes,
numero de fémeas recolhidas do intestino e taxa de fecundidade. Amostras do intestino
delgado foram rotineiramente processadas e coradas com hematoxilina eosina, azul de
toluidina ¢ PAS-azul de alciano para identificacdo de eosinofilos, mastocitos e células
caliciformes, respectivamente. Niveis de IL-4, IL-5, IL-12 e IFN-y foram quantificados
nos homogeneizados do intestino delgado e no soro dos camundongos infectados ¢ nao
infectados por ELISA. Niveis de IgM, IgA, IgE, IgG total, IgGl e IgG2a anti-
Strongyloides foram quantificados no soro dos camundongos infectados e dos ndo
infectados por ELISA. Amostras de sangue foram colhidas para realizar a contagem
global e diferencial dos leucécitos. Os camundongos MHC II ™ foram mais susceptiveis
a infecg¢do por apresentar elevado niumero de ovos eliminados nas fezes e retardo na
eliminagdo dos vermes adultos quando comparado aos camundongos selvagens (WT) e
MHC I”". Analise histopatologica revelou a presenca de infiltrado inflamatoério leve no
intestino delgado dos camundongos MHC II"" com redugdo da eosinofilia tecidual,
mastdcitos e células caliciformes. Esses camundongos apresentaram também o niimero
de eosinofilos e células mononucleares no sangue, significativamente reduzidos,
acompanhados de redugdo de citocinas Th2 no homogeneizado do intestino e soro
quando comparado aos camundongos WT ¢ MHC II"". Além disso, os niveis de IgM,
IGA, IgE, IgG total ¢ IgG1l Strongyloides especificos no soro dos camundongos
MHC 1I 7 reduziram significativamente, enquanto que discreto aumento nos niveis de
IgG2a pode ser observado em comparagdo aos camundongos WT e MHC .
Entretanto, estes resultados demonstraram que a expressdo das moléculas de MHC 1II
mas ndo as de MHC classe I sdo essenciais para um controle efetivo da infec¢dao por
Strongyloides, podendo explicar os possiveis mecanismos envolvidos na evasdo do
parasito da resposta imune do hospedeiro desencadeando assim nas formas
potencialmente fatais da estrongiloidiase e disseminagdo para outros Orgaos,
principalmente em individuos imunossuprimidos.

Palvra-chave: Strongyloides venezuelensis, MHC de classe I, MHC de classe II,

imunossupressao, resposta imune
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ABSTRACT

In rodents and in humans, Strongyloides sp. infection induces an immune response
characterized by tissue eosinophils, mastocytosis, production of Th2 cytokines and
antibodies. Accordingly, in this study, we investigated the immune response against
Strongyloides venzuelensis infection in major histocompatibility complex (MHC) class I
or class II deficient mice. Wild-type C57BL/6 (WT), MHC I"" and MHC II"" mice were
individually inoculated with 3.000 larvae (L3) de S. venezuelensis and sacrificed on 5°,
8%, 13° and 21° days post-infection (p.i.). The infectivity rate was determined by eggs/g
of feces counted, number of adult worms recovered from small intestine and fecundity
rate. The samples of small intestine were routinely processed an stained with
hematolxilin-eosin, toluidin blue and PAS-alcian blue for identification of eosinophils,
mast cells and globets cells respectively. Levels of IL-4, IL-5, IL-12 e IFN-y were
quantified in homogenates from the small intestine and sera by ELISA. Levels of
Strongyloides-specific 1gM, IgA, IgE, IgG total, IgG1 e IgG2a were quantified in sera
of mice infected with S. venezuelensis and in non-infected animals by ELISA. Blood
samples were collected for total blood cell and differential counts. Samples of blood and
small intestine were collected. It was demonstrated that MHC II"" animals are more
susceptible to Strongyloides infection by presenting elevated number of eggs recovered
in the feces and delay in elimination of adult worms when compared to WT and
MHC I mice. Histopathological analysis revealed that MHC II"" had a mild
inflammatory infiltration in the small intestine with reduction in tissue eosinophilia mast
cells and globets cell. These mice also presented significantly low numbers of
eosinophils and mononuclear cells in the blood, together with reduced Th2 cytokines in
small intestine homogenates and sera when compared to WT and MHC I’ animals.
Additionally, parasite-specific IgM, IgA, IgE, total IgG and IgGl were also
significantly lowered in the sera of MHC II"" infected mice, while a discrete increase in
the levels of IgG2a could be observed in comparison to WT or MHC I infected mice.
Altogether, these data demonstrated that expression of MHC class II but not class I
molecule is required to induce a predominant Th2 response and efficient control of S.
venezuelensis infection. These results provided evidences for the mechanisms involved
in the development of systemic disseminated and potentially fatal forms of
strongyloidiasis in immunocompromised hosts.

Keywords: Strongyloides venezuelensis; MHC class I; MHC class II; Strongyloidiasis;
Immunosuppression, immune response
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1 — Introducao

O nematddeo Strongyloides stercoralis (BAVAY, 1876) infecta de 30 a 100 milhdes
de pessoas em mais de 70 paises, com predominancia em regides tropicais e subtropicais,
podendo ser encontrado esporadicamente em regides temperadas (SIDDIQUI; BERK, 2001;

LAM et al., 2006; SUDRE et al, 2006, VERDONCK et al., 2007).

O género Strongyloides apresenta 52 espécies das quais somente duas tem importancia
clinica para o homem S. stercoralis e S. fuelleborni. A primeira espécie tem distribuigdo
mundial, especialmente nas regides tropicais, podendo também infectar caes, gatos e macacos,
a segunda ¢ encontrada na Africa e nas Filipinas. A subespécie, S. f. kellyi foi descrita

parasitando criancgas residentes na Papua Nova Guiné (GROVE, 1996).

A estrongiloidiase tem distribui¢do mundial heterogénea, com areas de predilecao do
sudoeste da Asia, Brasil, Colombia, Leste Europeu, Oeste da Africa e algumas ilhas do
Caribe. Na Europa a infec¢do prevalece em agricultores, hortigranjeiros e trabalhadores rurais
e nos paises tropicais, a doenga atinge principalmente criangas pela freqiiente permanéncia em
solos contaminados (PIRES; DREYER, 1993; RODRIGUEZ et al., 2001; COSTA-CRUZ,
2005; BOULWARE et al., 2007; FARDET et al., 2007). Nas Américas, ¢ encontrada desde o
Canada até Argentina e Chile. Focos com elevada endemicidade sdo encontrados em paises

como Colombia com 20% de positividade e no Peru com 48% (MERCADO et al. 2007).

No Brasil, a importancia deste parasito como agente etiologico da estrongiloidiase ou
anguilulose, foi salientada primeiramente por Ribeiro da Luz em 1880. Estudos t€ém sido
realizados demonstrando variagdes na prevaléncia dessa parasitose em decorréncia de varios
fatores, tais como idade, diferengas geograficas e sécio-econdomicas. Os estados de maior

ocorréncia da estrongiloidiase sdo Minas Gerais, Amapa, Goias ¢ Rondonia (GENTA, 1989;



KOBAYASHI et al., 1996; COSTA-CRUZ; MACHADO; CAMPOS, 1998; MACHADO;

COSTA-CRUZ, 1998; OLIVEIRA et al., 2002).

A infeccdo no homem ocorre pela penetragdo ativa das larvas filaridides (L.3) na pele
integra, ou ocasionalmente, através das mucosas, principalmente da boca e do esofago,
quando s3o deglutidas acidentalmente através de alimentos contaminados. Em seguida as
larvas atingem a corrente sangiiinea até os alvéolos pulmonares e deste ascendem pela
traquéia e sdo deglutidas, alcancando o intestino delgado onde irdo completar seu

desenvolvimento (GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2005).

As larvas transformam-se em fémeas partenogenéticas, alojando-se nas criptas de
Lieberkiihn e na por¢do superior do jejuno, onde fazem a postura. Os ovos liberados pelas
fémeas atingem rapidamente a maturidade e as larvas rabditdéides migram para a luz intestinal,
sendo desta forma ecliminada nas fezes (PIRES; DREYER, 1993; FERREIRA; COSTA-

CRUZ, 2003).

A interagdo entre S. stercoralis e o hospedeiro humano é complexa em decorréncia de
sua capacidade intrinseca de reproducdo, existindo em individuos infectados trés
possibilidades de evolugdo: a erradicagdo da infecg¢do, a cronicidade decorrente da auto-

infecgdo e a possibilidade de hiperinfec¢ao ou de disseminagao (COSTA-CRUZ, 2005).

A transmissdo da estrongiloidiase pode ocorrer pelos mecanismos da auto-infecg¢ao
externa ou exdgena e auto-infeccdo interna ou endogena, sendo que no primeiro as larvas
rabditdides presentes na regido perianal, transformam-se em larvas filaridides infectantes que
ai penetram, completando o ciclo direto. No mecanismo de auto-infec¢do interna, larvas
rabditéides, ainda presentes na luz intestinal (ileo ou coélon) de individuos infectados,
transformam-se em larvas filaridides. Através desse mecanismo a doenca pode manter-se

cronica por meses ou anos (FERREIRA et al., 1999; REY, 2001; COSTA-CRUZ, 2005).



Os individuos infectados sdo assintomaticos em 50% dos casos, enquanto que os outros
podem apresentar desconfortos intestinais. A presenga de ovos, larvas e parasitos adultos na
mucosa do intestino delgado resultam em reagdo inflamatdria, podendo ocorrer a sindrome de
ma absor¢do, diarréia cronica com perda protéica, dor abdominal, hemorragia com
desenvolvimento de quadros de hipoalbuminemia ¢ anemias (GROVE, 1996; BOULWARE et

al., 2007; FARDET et al., 2007).

Nos sintomas mais graves, onde a carga parasitaria ¢ maior, a enterite ¢ ulcerativa,
resultando assim em inflamag¢ao com eosinofilia intensa e ulceragdes com invasdo bacteriana,
que, durante a evolucdo, serdo substituidas por tecido fibrético, levando a rigidez da mucosa
intestinal. Observam-se ainda, diarréia persistente, nduseas e vomitos, sindromes disentéricas
com esteatorréia, seguida de desidratagdo que pode levar ao choque hipovolémico, se associado
a vomitos, emagrecimento e acentuado comprometimento do estado geral do doente, muitas

vezes fatal (FERREIRA; COSTA-CRUZ, 2003; JUCHEMS et al., 2008).

Os sintomas pulmonares apresentam intensidade variavel, estando presentes em na
maioria dos individuos infectados, caracterizando-se por tosse com ou sem expectoragao,
dispnéia, crises asmatiformes decorrentes das larvas filaridides e ocasionalmente de fémeas,
que ai podem atingir a maturidade liberando larvas rabditdides. A migragao e a muda das larvas
filaridides podem provocar rompimento dos capilares dos alvéolos causando hemorragias e
infiltrado inflamatorio, constituido de linfécitos e eosinofilos e podem ser limitados ou em
casos mais graves, provocar a Sindrome de Loffler, edema pulmonar e insuficiéncia

respiratoria (PIRES; DREYER, 1993; MUKERIJEE et al., 2003; COSTA-CRUZ, 2005).

As manifestagdes extra intestinais podem levar a quadros graves, potencialmente fatais
em individuos imunodeprimidos seja por desnutricdo, corticoterapia, agentes citostaticos,
raios X, leucemias, linfomas, insuficiéncia renal cronica, neoplasias, diabetes, lupus

eritrematoso sistémico, virus linfotropico para células T humanas tipo 1 (HTLV-1) SIDA ou



presenca do HIV (DEVAUT et al., 1990; ANDRADE NETO; ASSEF, 1996; FERREIRA et
al., 1999; KEISER; NUTMAN, 2004; SAFDAR et al., 2004; MACHADO et al. 2008A;

HUNTER; PETROSYAN; ASCH, 2008; MARCOS et al., 2008; PATEL et al., 2008).

O diagnostico da estrongiloidiase ¢ confirmado pelo encontro das formas parasitarias
de S. stercoralis. Os parasitos sdo usualmente visualizados nas fezes, podendo serem vistos no
fluido duodenal e ocasionalmente, em outros tecidos ou fluidos de pessoas infectadas. No
entanto, na grande maioria dos individuos, S. stercoralis ¢ encontrado em um numero
reduzido, devido a baixa e irregular eliminagdo das larvas nas fezes. Desta forma as técnicas
de rotina para o exame coproparasitolégico como Hoffmann, Pons e Janer (1934), Faust,
Sawitz, Tobie (1939) ndo s3o adequadas para a detecgdo deste parasito. Os métodos
parasitolégicos de Baermann (1917), modificado por Moraes (1948) e de Rugai, Mattos e
Brisola (1954) s3o indicados, pois se baseiam no hidro e termotropismo das larvas. Ainda
assim, s30 necessarias que 7 amostras de fezes colhidas em dias alternados

(UPARANUKRAW; PHONGSRI; MARAKOTE, 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001).

Os métodos de cultura sdo utilizados com a finalidade de aumentar o nimero de larvas
e tornar possivel sua identificagdo, embora seja tecnicamente dificil pelo risco de infecgao
durante a manipulacdo das larvas infectantes e pela demora na obtencdo dos resultados

(KOGA et al., 1991; KOBAYASHI et al., 1996; HIRATA et al, 2007).

Em pacientes com estrongiloidiase grave, o exame da secre¢do do lavado bronquico ou
bidpsia da pele pode ser o método diagndstico mais provavel, porém na maioria das vezes o
diagnéstico ¢ realizado post-mortem (LEUNG; LIEW; SUNG, 1997). Desta forma, a
mortalidade ainda continua alta, mesmo que o diagnoéstico seja realizado precocemente. Ha
relatos de estrongiloidiase grave confirmada por métodos nao usuais de diagndstico, como
bidpsia do sistema digestivo, exame do fluido alveolar, andlise da secrecdo respiratoria por

microscopia fluorescente, sangue periférico e fluido cerebroespinhal (ONUIGBO;
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IBEACHUM, 1991; TAKAYANAGUI et al., 1995; NOMURA; REKRUT, 1996; DOORN et

al., 2007).

O hemograma permite a visualizacdo das variagcdes hematoldgicas que ocorrem nas
doengas parasitarias, como anemia e eosinofilia. Os eosinofilos compreendem 2 a 4% dos
leucdcitos em individuos ndo alérgicos. Observa-se um aumento na taxa de eosinéfilos de até
82% na fase aguda da doencga, no entanto diminui na fase cronica (8 a 15%), desaparecendo
nos casos de evolugdo grave ou fatal (TRAJMAN; MacDONALD; ELIA, 1997; ONAH;

NAWA, 2000; LOUFTY et al., 2002; BOULWARE et al., 2007).

Testes imunologicos tém sido uteis na avaliacdo da resposta imune do hospedeiro, nos
casos de formas assintomaticas com a finalidade de esclarecimento do diagnostico clinico, e
em inquéritos soroepidemioldgicos, por apresentarem elevada sensibilidade em relagdo aos
métodos parasitologicos (FOGACA et al., 1990; LINDO et al; 1994; COSTA-CRUZ, 2005;

SUDRE et al. 2007).

O teste imunoldgico mais utilizado e que tem mostrado alta sensibilidade e
especificidade ¢ o enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), usando como antigeno
extrato salino ou alcalino de larvas filaridides, homdlogas ou heterdlogas (GENTA, 1988;
CONWAY et al.,, 1993; LINDO et al., 1994; SATO; KOBAYASHI; SHIROMA, 1995;
SCHAFFEL et al., 2001, MERCADO et al., 2002; YORI et al., 2006; DOORN et al., 2007;
RODRIGUES et al.,, 2007). A reacdo de imunofluorescéncia indireta tem sido realizada
utilizando antigenos de larvas filaridides para detecgdo de diferentes classes de
imunoglobulinas (GROVE; BLAIR, 1981; ROSSI et al., 1993; COSTA-CRUZ et al., 1997;
MACHADO et al., 2001; COSTA et al., 2003, BOSCOLO et al., 2007). O teste Western
blotting ou Immunoblotting tem sido aplicado no imunodiagndstico da estrongiloidiase,
havendo indicativo de ser uma técnica altamente sensivel e especifica no reconhecimento de

fragdes protéicas da larva filaridide de S. stercoralis ou heterdlogas por anticorpos no soro de
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pacientes com estrongiloidiase (SATO et al., 1990; ATKINS et al., 1999; UPARANUKRAW;
PHONSGRI; MARAKOTE, 1999; SILVA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004, SUDRE et

al 2006; MACHADO et al., 2008b).

Outros testes imunologicos foram desenvolvidos embora pouco utilizados atualmente,
como teste de aglutinacdo indireta, hemaglutinacdo indireta, radioimunoensaio,
imunofluorescéncia direta em bidpsias (SATO et al.,, 1991; SATO; KOBAYASHI;

SHIROMA, 1995; NEVA et al., 2001).

A maior limitagdo encontrada na padronizacdo dos testes sorologicos mais especificos
¢ a dificuldade de se obter larvas filaridides de S. stercoralis. Devido a esta dificuldade
tornou-se conveniente a padronizacdo e utilizacdo de antigenos heterdlogos provenientes de
Strongyloides ratti, Strongyloides cebus e Strongyloides venezuelensis (CAMPOS et al.,

1988; COSTA-CRUZ et al., 1997; MACHADO et al., 2001 e 2003).

A composi¢@o antigénica de S. ratti e de S. venezuelensis foi comparada com a de S.
stercoralis, demonstrando-se que estas espécies podem ser utilizadas como antigeno
heter6logo para o sorodiagndstico substituindo o antigeno de S. stercoralis, como fonte segura
de antigeno para o diagnostico em laboratorio (GROVE, BLAIR, 1981; NAGESWARON,
CRAIG; DEVANEY, 1994; SATO; KOBAYASHI; SHIROMA 1995; MACHADO et al.,

2001 e 2003).

1.1 — Perfil imunoldgico na estrongiloidiase

A resposta imune do hospedeiro ao S. stercoralis ¢ um fator importante no controle da
disseminagdo da doenga, em decorréncia da complexidade da interagdo parasito-hospedeiro e
a capacidade do parasito induzir diferentes formas clinicas de infec¢do no homem. Entretanto,

pouco se sabe sobre quais sdo 0s mecanismos que este parasito utiliza para escapar da
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resposta imune do hospedeiro tanto na estrongiloidiase humana quanto em modelos

experimentais (NEGRAO-CORREA, 2001; COSTA-CRUZ, 2005).

No homem, tanto a infec¢do na forma assintomatica como na sintomatica com a
presenca de sintomas leves, tem sido demonstrado aumento nos niveis de anticorpos IgA,
IgM, IgG, IgG1, 1gG4 e IgE especificos (GENTA, 1989; ATKINS et al., 1997; HIRATA et
al., 2006; RODRIGUES et al.,, 2007). A auto-infeccdo e a continua migracdo da larva
filaridide pelos tecidos resultam em uma incessante exposi¢do sist€émica aos antigenos
parasitarios, acarretando o aumento da resposta IgG4 que modula as reacdes alérgicas
mediadas pela IgE através da competi¢do ou inibi¢do de sua ligagdo as células, principalmente
mastocitos (MAcDONALD; ARAUJO; PEARCE 2002). Niveis elevados de IgE foram
demonstrados em pacientes imunocompetentes com estrongiloidiase (RODRIGUES et al.,
2004), mas, na doenca disseminada e os casos de imunossupressdo, os niveis de IgE total e
especifica podem estar dentro da normalidade (PORTO et al., 2001; MARCOS et al., 2008).
O ciclo do parasito sugere também que ele pode estimular a resposta local e sistémica
mediada por anticorpos IgA. Pacientes humanos sintomaticos graves apresentam reducao
significativa da concentracdo de IgA e IgM, entretanto, ndo hé alteragdo nos niveis de IgG

(COSTA-CRUZ, 2005).

A maioria dos estudos envolvendo a resposta imune contra helmintos tem sido realizada
em modelos experimentais e, nestes casos ha evidéncias de que tanto a resposta imune celular
como a humoral estdo envolvidas contra estes parasitos. Dentre os principais nematdodeos
utilizados para indug@o da resposta imune em roedores destacam-se S. stercoralis, S. ratti, S.
venezuelensis, Nippostrongylus brasiliensis, Heligmosomoides polygyrus e Trichinella spiralis
(FINKELMAN; DONOHUE; GOLDHILL, 1997; SILVEIRA et al., 2002; GAUSE; URBAN;
STADECKER, 2003; MACHADO et al., 2005; NEGRAO-CORREA; TEIXEIRA, 2006;

FINNEY et al., 2007).
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Independente da extensa complexidade dos organismos, na maioria dos casos as
respostas imunes dos hospedeiros contra os parasitos sdo similares, sendo respostas T-
dependentes com perfil Th2, com a produgdo de Interleucina-4 (IL-4), IL-5, IL-9, IL-10, IL-13,
resposta humoral mediada por IgE e resposta celular mediada por eosindfilos, mastocitos e
células caliciformes (GAUSE; URBAN; STADECKER, 2003, ONAH; NAWA, 2004;
NEGRAO-CORREA; TEXEIRA, 2006, FERREIRA et al., 2007). A produgdo de IL-4 que é
necessaria para protecdo contra diversos helmintos limita a gravidade da infec¢do interferindo
na resposta imune diretamente na fisiologia do intestino, aumentando o contetdo de fluido no
trato digestivo. Este aumento de fluido ¢ decorrente do aumento da permeabilidade intestinal e
reducdo da absor¢do de liquidos (GOLDHILL et al., 1997). Embora a resposta Th2 esteja
associada com a prote¢do do hospedeiro na maioria dos modelos experimentais de infecgao por
helmintos em murinos, o exato mecanismo responsavel por este fendmeno ainda ndo foi

completamente esclarecido (LAWRENCE et al., 1995; NEGRAO-CORREA, 2001).

A habilidade do hospedeiro em expelir nematddeos intestinais esta ligada a sua
capacidade de induzir uma resposta Th2 contra o parasito. No mecanismo T-independente,
moléculas inflamatérias inespecificas, secretadas por macréfagos, incluindo TNFa e IL-1,
contribuem para a proliferacdo de células caliciformes e provocam aumento na secrecdo de
muco, que reveste os parasitos e levam a sua expulsio (MARUYAMA et al., 2000, NEGRAO-
CORREA, 2001). A mucina gastrointestinal ¢ um constituinte da barreira luminal que é a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra patdgenos invasores. As glicoproteinas
poliméricas do muco sdo ricas em residuos dos aminoacidos serina e treonina, isto fornece
numerosos sitios de ligagdo para oligossacarideos presentes na superficie de parasitos. Se o
invasor vence a primeira linha de defesa a nivel de epitélio e lamina propria os Toll-like
receptors (TLRs) que fazem parte da resposta imune inata e adaptativa reconhecem os parasitos

via pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), sdo de natureza distintas entre si como
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lipopolissacarideos e lipoproteinas. A estimulacdo desta via leva a producdo de citocinas
inflamatorias e moléculas co-estimulatorias pelas células dendriticas e macrofagos.
Dependendo do TLR estimulado, havera polarizacdo de uma resposta adaptativa de perfil Thl
para o Th2, por exemplo, a sinalizacdo pelo TLR-2 induz a produgdo de IL-4, IL-5 e IL-13
(NEGRAO-CORREA, 2001; MONCADA; KAMMANADIMINTI; CHADEE, 2003,
KEREPESI et al.,, 2007). A IL-12 e a IL-18, citocinas produzidas primariamente pelos
macrofagos e outras células acessorias, induzem a produg¢do de IFN-y que favorece a
proliferacdo e a ativagdo das células Th1l, modulando ou inibindo a resposta imune protetora

dependente de Th2 (MAcDONALD et al., 2002; ARIZONO et al., 2007).

A hipersensibilidade mediada pela IgE antigeno-especifica ¢ a mais rapida resposta
imune efetora contra os parasitos e inicia-se quando os mastocitos ja sensibilizados liberam os
mediadores pré-formados estocados em granulos intracitoplasmaticos que incluem a histamina,
heparina, proteases e fatores quimiotaticos para eosinofilos e neutrofilos (GALIOTO et al.,

2006).

Os eosinodfilos sdo fundamentais para a resposta protetora contra helmintos
(TRAIMAN; MacDONALD; ELIA, 1997; ARIZONO et al., 2007; FERREIRA et al., 2007).
Eles sintetizam e estocam em granulos citoplasmaticos as proteinas catidnicas: major basic
protein (MBP), eosinophil cationic protein (ECP), eosinophil peroxidase (EPO) e a eosinophil-
derived neurotoxin (EDN), estas proteinas sdo as responsaveis pelos maiores danos teciduais
atribuidos aos eosinofilos. Apos a ativacao celular sdo secretados mediadores secundarios:
leucotrienos C4 (LTC4), fator ativador de plaquetas, outros mediadores lipidicos, peptideos da
inflamacao aguda (IL-1, IL-8, MIP, TNFa), quimiocinas (RANTES e eotaxin-1) e citocinas
pro-inflamatoérias (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16 ¢ TGF a,p). Estes mediadores
provocam vasodilatacdo, aumento da secrecdo de muco e contragdo da musculatura lisa

(MACHADO et al., 2005).
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Estudos in vitro demonstraram que os eosin6filos sozinhos ou em conjunto com outros
componentes do sistema imune tais como anticorpos ou complemento podem mediar a morte
de nematddeos (LEE et al., 1997; GALIOTO et al., 2006). Além disso, o papel dos eosin6filos
na imunidade protetora tem sido demonstrado em varios estudos in vivo. Observou-se que em
camundongos tratados com anticorpo monoclonal (mAb) para IL -5 ha uma deple¢do dos
eosinodfilos o que resulta no bloqueio da imunidade para outras infec¢des (COFFMAN et al.,
1989; URBAN; KATONA; FINKELMAN, 1991). Camundongos deficientes em IL-5 sdo
incapazes de induzir eosinofilia tanto sangiiinea quanto tecidual quando infectados por
helmintos (KOPF et al., 1996) contribuindo para a sobrevivéncia do parasito (OVINGTON et
al., 1998). Estudos complementares demonstraram que em camundongos transgénicos para IL-
5 houve aumento na produgdo de IL-5 com conseqiiente eosinofilia sist€émica (LEE et al.,
1997), diminuindo a sobrevivéncia de varios nematddeos intestinais (SHIN et al., 1997;

HERBERT et al., 2000).

Mastocitos desempenham papel importante como célula efetora da resposta
inflamatoria em infec¢do por helminto criando um ambiente hostil para o estabelecimento e
sobrevivéncia deste parasito na mucosa intestinal, através da liberagdo de mediadores
inflamatorios (ONAH; NAWA, 2004). Essas células ao entrar em contato com o antigeno
liberam granulos pré-formados que contém histamina proteoglicanas e proteases, liberando
também mediadores lipidicos derivados do acido araquidonico produzidos pela via da
cicloxigenase (prostaglandina D;) e lipoxigenase (leucotrienos) e estimula a producdo de
citocinas e quimiocinas (MALAVYA; ABRAHAM 1998; WEDEMEYR; TSAI; GALLI,
2000). Estudos demonstraram que a expulsdo da fémea partenogenética de Strongyloides sp.
da mucosa intestinal de camundongos e ratos, esta associada com a hiperplasia de mastocitos
intraepiteliais através da ativagdo de mediadores inflamatorios (ABE; NAWA, 1987; NAWA

et al., 1994). A ativacdo destes mediadores ¢ induzida pelo processo de liberagdo de granulos
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pré-formados, através da ligagdo cruzada de receptores de alta afinidade (FceRI) da IgE
(BEAVEN; METZGER, 1993; MARUYAMA et al, 2000). Onah; Nawa, (2004)
demonstraram que camundongos geneticamente deficientes em receptor de alta afinidade
gama (FcRy) sdo susceptiveis a infecg@o por S. venezuelensis, devido a redu¢do no nimero de

mastocitos intestinais.

Em camundongos foi demonstrado que a imunidade contra larva filaridide L3 de
Strongyloides sp. ¢ dependente de complemento, eosinéfilos e IgM. As células peritoneais de
camundongos requerem sistema complemento para aderir as L3 de S. ratti (GROVE;
NORTHEN; DAWKINS, 1985; ABRAHAM et al.,, 1995). Estudos realizados in vitro
demonstraram que antigenos de larvas filaridides de S. stercoralis ativam as vias classica e
alternativa do sistema complemento, aumentando a aderéncia de monoécitos nos capilares
sangiiineos e células polimorfonucleares a superficie das larvas, lisando-as, sugerindo que o
sistema complemento seja a primeira linha de defesa do hospedeiro nesta infec¢do (DE

MESSIAS; GENTA; MOHREN, 1994; KEREPESI et al., 2007).

Camundongos infectados por S. stercoralis desenvolveram imunidade protetora
mediada pelo aumento nos niveis de IgA, IgG e IgM especificos e ndo especifico ao parasito
(ABRAHAM et al 1995). Em camundongos parasitados por S. ratti, houve aumento
significativo somente nos niveis de IgG1 e [gM associados com a imunidade protetora contra
a L3 (DAWKINS; GROVE, 1982). Elevados niveis de IgG, mas niao de IgE foram
importantes na imunidade protetora em ratos que receberam sucessivas inoculagdes de larvas
L3 de S. ratti (UCHIKAWA; ICHIKI; KOMAKI, 1991). Além disso, a deplecdo de
anticorpos IgE especificos e ndo especificos ndo afeta o curso da infeccdo em camundongos

parasitados pelo S. ratti (KORENAGA et al, 1995).

Em camundongos Swiss infectados por S. venezuelensis tratados e ndo tratados com

MKS886 (inibidor sintético do leucotrieno B4) e camundongos controles foi demonstrado que o
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leucotrieno LTB4 apresenta papel relevante na indugdo de IL-5. Realizando-se a dosagem de
anticorpos IgGl, IgG2a e IgE no soro desses diferentes grupos, verificaram que a
concentragdo de IgG1l no soro de camundongos infectados foi mais elevada do que aquela
vista nos animais controles, somente no 14° dia pds-infecg@o (p.i). Os niveis de IgG2a foram
similares em todos os grupos estudados. Concentra¢des de IgE especifico ao parasito no soro
dos camundongos infectados aumentou significativamente somente entre os dias 7 ¢ 14 p.i.,
com o pico no dia 14. O tratamento com o inibidor MK886 reduziu a concentragao de IgE em

65% e 45%, respectivamente, nesses dois dias (MACHADO et al., 2005).

Estudo realizado com camundongos Balb/c previamente imunizados com antigeno de
S. venezuelensis, ou infectados com larvas filaridides, demonstrou que todos os camundongos
imunizados desenvolveram resposta imune predominantemente Th2, com producdo de IgG1 e
IgE, com intenso infiltrado de granuldcitos na pele, pulmao e intestino (FERNANDES et al.,

2008).

Camundongos infectados por S. ratti e S. venezuelensis na primeira infecgdo induzem
imunidade, na segunda infeccdo tornam-se resistentes ao parasitismo. Essa resisténcia foi
demonstrada pela diminui¢ao da produgdo de ovos pelas fémeas partenogenéticas de ambas as
espécies e foi devido a alta producdo de IL-5 ¢ aumento de eosindfilos (KORENAGA et al.,
1995). Resultados semelhantes foram demonstrados por Baek et al. (2003), que observaram a
ocorréncia da resposta protetora em ratos infectados por S. venezuelensis. Além disso,
verificaram que apos a infecgdo inicial com 1000 L3 de S. venezuelensis, todos os ratos dos
grupos experimentais desenvolveram algum grau de infec¢do com alta populacdo de larvas
filaridides nos pulmdes no terceiro dia p.i., e parasitos adultos no intestino delgado no sétimo
dia p.i. entre animais imunossuprimidos e ndo imunizados; no 42° dia p.i, os parasitos foram

expelidos gradualmente. Os primeiros ovos apareceram nas fezes no sexto dia p.i., sendo que
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o pico de eliminagdo foi no nono dia p.i, tendendo a zero no 38° dia p.i., nos animais

controles.

Os nematodeos de roedores N. brasiliensis e H. polygyrus, sdo amplamente utilizados
como modelos experimentais. Ha evidéncias de que a infec¢do gerada por estes nematodeos
induz fortemente resposta Th2, com elevados niveis de IL-4 e IL-13, mediada pelas células T
CD4", bem como intensa eosinofilia e mastocitose e altos niveis de IgG1 e IgE no soro. No
entanto, em infec¢des primarias por N. brasiliensis, a cura é induzida dentro de duas semanas,
enquanto que em H. polygyrus a infecgdo ¢é direcionada para a fase cronica (GAUSE;

URBAN; STADECKER, 2003; FINNEY et al., 2007).

Estudo demonstrou que camundongos C57BL/6 imunologicamente competentes e pré-
tratados com IL-3 exdgena estavam protegidos contra N. brasiliensis, mas quando estes foram
tratados com diferentes doses de IL-3 recombinante antes de serem infectados com larvas de
S. ratti, foi observado redu¢@o no niimero de parasitos intestinais. Estes animais apos serem
infectados oralmente com larvas de S. ratti, apresentaram mastocitose ¢ aumento de proteases
especificas de mastocitos de mucosa “MMCP —17, relacionados a eliminacdo do parasito

intestinal, no entanto sem afetar a migragdo das larvas nos tecidos (ABE et al., 1993).

Estudos in vitro e in vivo, demonstraram que S. venezuelensis fixam-se a mucosa
intestinal secretando substancias adesivas pela boca, as quais sdo inibidas por carboidratos
sulfatados liberados de mastocitos (MARUYAMA et al., 2000). Desta forma parece que a
expulsdo do parasito depende do tipo de produtos excretados/secretados (proteases) pelo
parasito (GALLI, 1990; HORRII; KHAN; NAWA, 1993), da espécie e linhagem do roedor, a
qual afetaria sua capacidade ou ndo de responder ao estimulo induzido pelo helminto. Porém,
esta capacidade ou ndo de resposta dependeria da producdo de IL-3, do fator estimulador de
células “SCF” (ABE et al., 1994; KOBAYASHI et al., 1998), da expressdo fenotipica dos

mastocitos de mucosa ¢ do tipo de proteoglicanas produzidas por essas células, além de
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citocinas como IL-4, IL-9 e IL-10 liberadas nas mucosas pelas células T (KITAMURA et al.,

1993; ISHIKAWA et al., 1995, ONAH; NAWA, 2004).

Citocinas IL-5 e IL-9 desempenham papel importante na imunidade protetora contra
nematodeos gastrointestinais, fato demonstrado recentemente em camundongos deficientes de
IL-4 e IL-13 ¢ também IL-5 ou IL-9 infectados pelo N. brasiliensis (FALLON et al., 2002).
Parece contraditorio, mas a auto cura intestinal da infec¢do por N. brasiliensis ¢ mediada pela
IL-13 na auséncia da IL-4, sugerindo que a resposta Th2 pode se desenvolver na auséncia de

IL-4 (GAUSE; URBAN; STADECKER, 2003).

1.1.2 — Papel das moléculas do complexo de histocompatibilidade principal

(MHC classe I ou classe II)

As moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I
(MHC 1) e as de classe II (MHC II) s3o proteinas presentes na membrana das células
apresentadoras de antigeno (APCs), que apresentam antigenos peptidicos para o
reconhecimento pelos linfocitos T. Embora a composi¢do das subunidades das moléculas de
classe I e II seja diferente, sua estrutura geral ¢ muito semelhante, essas moléculas tém papel
central na inducdo e regulacdo da resposta imune contra infecgdes microbianas, apresentando
os peptideos antigénicos processados aos linfocitos T CD8" e CD4', respectivamente. As
moléculas de MHC classe I se expressam em todas as células nucleadas, enquanto que as
MHC 1I tém a sua expressdo constitutiva restrita primariamente as APCs “profissionais”,
como as células dendriticas, macréfagos e linfocitos B. O reconhecimento do complexo
peptideo/MHC pelas células T induz a uma resposta imune com ativacdo de células e a
produgdo de citocinas inflamatorias (GRUSBY, et al., 1991; KONTGEN et al., 1993;

MADSEN et al., 1999).
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As moléculas de MHC de classe I consistem em duas cadeias polipeptidicas ligadas de
forma ndo covalente através de uma cadeia a codificada pelo MHC ou uma cadeia pesada de
44 a 47 kDa e uma subunidade 12 kDa, 2 microglobulina. A expressdo de moléculas MHC
de classe II depende da transcricio do fator de transcricdio C2TA, camundongos
geneticamente deficientes em C2TA s3o caracterizados pela auséncia dos exons 13 ¢ 14
dentro da regido C terminal do C2TA, sdo deficientes na expressio de MHC II e podem
desenvolver doengas semelhantes as observadas em humanos com deficiéncia na expressao de
moléculas de MHC classe II (NAVES et al, 2002). Estudos realizados com estes
camundongos demonstraram que ha poucas células T CD4" e expressando citocinas Th2 e

Th1(PEARCE et al., 2004).

Os linfocitos T CD4" e CD8" reconhecem os peptideos antigénicos apresentados no
contexto de moléculas MHC de classe II e classe I respectivamente. Esse reconhecimento ¢
mediado pelo receptor das células T (TCR), uma vez que a célula T restrita ao MHC que
atingiu a fase madura expressa moléculas CD4 ou CD8 co-receptores que ligam a molécula
do MHC juntamente com o TCR. Co-receptor CD8 reconhece MHC de classe I, enquanto que
o co-receptor CD4 reconhece o MHC II (KILLEEN; LITTMAN, 1996). As células T CD4" e
CDS8" desempenham diferentes papéis na resposta imune, sio derivadas de um precursor
comum através do processo de sele¢ao no timo (GERMAIN, 2002). Os antigenos microbianos
extracelulares sdo reconhecidos pelas células T CD4", as quais estimulam a produgdo de
citocinas, e ativam a resposta imune humoral. Por sua vez as células T CD8" desempenham

papel crucial na resposta imune mediada por células (SEDER; AHMED, 2003).

A deplecio de linfécitos T CD4" mas ndo de linfocitos T CD8" em camundongos
infectados pelo N. brasiliensis, induz diminui¢ao na eliminagdo dos vermes adultos bem como
na resposta de IgE (ABE et al., 1994), tendo sido, desta forma, demonstrada a efetividade das

células T CD4+ somente contra a infec¢do na fase intestinal (KHAN et al., 1995).
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Camundongos infectados pelo H. polygyrus desenvolvem infec¢do cronica com eliminagdo de
ovos por varios meses. Ha evidéncias de aumento da eliminagdo de ovos nas fezes de
camundongos tratados com anticorpos anti-CD4" durante a infec¢io primaria com H.

polygyrus (ONAH; NAWA, 2000).

Estudos demonstraram que proteinas secretadas por N. brasiliensis induzem a
producdo de IL-4 essencialmente confinadas a populacdo de células T CD4" (HOLLAND et
al., 2000), no entanto, sem a ligagdo do CD4 as moléculas de MHC classe II a resposta a
infec¢do por Nippostrongylus é ausente (FOWEL et al., 1997). Entretanto, foi demonstrado
que camundongos geneticamente deficientes em MHC classe 1 infectados com

Nippostrongylus o perfil de resposta Th2 nao foi alterado (BROWN et al., 1996).

A estrongiloidiase em individuos com infeccdo limitada ao trato gastrointestinal
geralmente ¢ assintomatica, porém, em hospedeiros imunocomprometidos, pode haver falha
na resposta imune devido a redugdo de células T CD4" ou CDS8", resultando na sindrome da
hiperinfecgdo e disseminacdo (TRAJMAN; MacDONALD; ELIA, 1997). O papel das
moléculas de MHC de classe I ou II na indugdo destas células T CD4" ou CD8" durante a
infecgdo por Strongyloides sp. ainda ¢é insipiente. Desta forma, ressalta-se a necessidade de
compreender os mecanismos envolvidos na resposta imune contra S. venezuelensis na mucosa

intestinal de camundongos geneticamente deficientes em MHC classe I ou II.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

v Analisar a resposta imune de camundongos (linhagem C57BL/6) geneticamente
deficientes em Complexo de histocompatibilidade principal classe I ou II (MHC

classe I ou II"") infectados por S. venezuelensis.

2.2 — Objetivos especificos

v Verificar o papel das moléculas de MHC classe I ou classe II pela da cinética de
eliminagdo de ovos, fémeas e taxa de fecundidade em camundongos infectados

pelo S. venezuelensis.

v Verificar através da analise histopatologica a presenga de infiltrado inflamatorio
no intestino delgado, a cinética de migracdo e a participagdo de eosinofilos,
mastocitos, células caliciformes para os sitios inflamatorios devido a por S.

venezuelensis.

v Analisar, por ELISA, o perfil de citocinas IL-4, IL-5, IL-12 e IFN-y nos
homogeneizados do intestino ¢ no soro de camundongos infectados pelo S.

venezuelensis.

v' Verificar o papel dos leucocitos através da contagem global e diferencial no

sangue periférico dos camundongos infectados por S. venezuelensis.

v" Determinar os niveis séricos de anticorpos IgM, IgA, IgE, IgG total, IgGl e

IgG2a, especificos em amostras de soros dos camundongos infectados.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

Foram utilizados camundongos machos com aproximadamente 20g ¢ com idade de 8 a
10 semanas, da linhagem C57BL/6 geneticamente deficientes em MHC de classe I
(MHC I ), com auséncia de B2 microglobulina (B6.129P2-BM """ ou de classe II
(MHC II ")com auséncia da proteina transativadora C2TA (B6.129 S2-CD4 ™™k
produzidos por Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME) e mantidas no biotério do
Laboratério do Prof. Dr. Jodo Santana da Silva da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
USP - Ribeirdo Preto; e, camundongos C57BL/6 selvagens (WT) obtidos do Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Sao Paulo. Apos a infecgao os camundongos foram mantidos no Laboratdrio de
Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia em condi¢des livres de patdgenos
especificos. Os procedimentos experimentais adotados foram aprovados pelo Comité de Etica

na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia.

3.2 — Parasitos

A cepa L-2 de S. venezuelensis (Brumpt, 1934) utilizada foi isolada de roedor silvestre
Bolomys lasiurus (abril de 1986). Esta cepa foi mantida em Rattus novergicus Wistar,
experimentalmente infectados no Laboratorio de Parasitologia do Instituto de Biologia da

UNICAMP, Sao Paulo, Brasil.
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3.3 — Obtenciao das larvas filarioides (L.3) e infeccio dos animais

Larvas filaridides (L3) de S. venezuelensis obtidas das fezes de ratos Wistar infectados
foram mantidas em cultura de carvdo mineral, por 3 dias a 28 °C, segundo Loos (IN: NEVES
et al., 2005), e posteriormente foram recuperadas pelo método de Rugai, Mattos, Brisola
(1954). Apos quantificacdo das L3, os camundongos selvagens, assim como aqueles
geneticamente deficientes foram infectados com 3000 L3 por via subcutinea. Foram
utilizados 6 camundongos para cada ponto analisado, € o experimento foi repetido por duas a
trés vezes. Como controles foram utilizados seis camundongos geneticamente deficientes em

MHC classe I ou II e selvagens nao infectados (dia 0).

3.4 — Contagem de ovos por grama de fezes

Nos dias 5, 8, 13 e 21 poés-infeccdo (p.i.) os camundongos foram colocados
individualmente para defecarem sobre papel toalha limpo ¢ umido. A estimativa do nimero
de ovos/g de fezes foi realizada segundo o método de Cornell-MacMaster (GORDON;

WHITLOCK, 1939).

3.5 — Contagem das fémeas partenogenéticas no intestino e taxa de fecundidade

Para a contagem das fémeas partenogenéticas no intestino, os camundongos foram
anestesiados e sacrificados nos dias 5, 8, 13 e 21 p.i., € em seguida o intestino foi removido,
colocado em placa de Petri contendo solugdo salina, seccionados longitudinalmente e
incubados a 37 °C por duas horas. Apos esse periodo, procedeu-se 4 contagem segundo Sato;
Toma (1990). A fecundidade do verme foi estimada utilizando o nimero de ovos eliminados
nas fezes dividido pelo total de fémeas recuperadas da mucosa intestinal de cada animal em

cada ponto da infec¢do, segundo NEGRAO-CORREA et al., (2004).
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3.6 - Coleta de segmentos do intestino dos camundongos

Os animais foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical nos dias 5, 8
el3 e os segmentos do intestino dos camundongos foram coletados. Para a analise das lesdes
patologicas induzidas pelo S. venezuelensis na mucosa intestinal, procedeu-se a lavagem do
intestino com solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS). Em seguida, o intestino foi
seccionado em quatro partes: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Estes fragmentos
foram enrolados individualmente em um “rolo sui¢o”, conforme descrito por Welter et al.,
(2006). Posteriormente, as amostras teciduais foram fixadas em formol (Vetec, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) tamponado a 10%, ¢ em seguida foram incluidas em parafina. Foram
efetuados cortes de 4 um em microtomo (American Optical modelo Spencer 820, NY, EUA)
e os cortes foram fixados em laminas contendo albumina bovina, e em seguida foram corados
por Hematoxilina- Eosina, Azul de Toluidina e Acido Periddico de Shiff (PAS)-Azul de

Alciano e analisados.

3.7 - Coloracao por Hematoxilina-Eosina

Para quantificar os eosinofilos presentes no intestino delgado, cortes teciduais obtidos
conforme descrito no item 3.6 foram colocados em trés banhos de xilol (Quimex, Sdo Paulo,
Brasil) durante 5 minutos cada, reidratados em alcoois (Vetec) de concentragdes decrescentes
(100, 95, 85 e 70%) durante trés minutos em cada condi¢do. Em seguida, as laminas contendo
os cortes foram imersas por 20 minutos em agua corrente e posteriormente coradas com
hematoxilina de Harris (Vetec) por 90 segundos, em seguida foram novamente lavadas em
agua corrente por 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram imersas em eosina (Cetus,
Santo Amaro, SP, Brasil), por 90 segundos ¢ lavadas rapidamente em agua corrente. Para

montar as laminas, estas foram desidratadas em alcoois (Vetec) de concentragdes crescentes
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(70, 85, 95 e 100%) em banhos rapidos, em seguida permaneceram em xilol (Quimex). As

laminas foram montadas utilizando-se laminula e Entellan (Merck, Schuchardt, Alemanha).

3.8 — Coloracao por Azul de Toluidina

Para quantificar os mastocitos presentes no intestino delgado, cortes teciduais obtidos
conforme descrito no item 3.6 foram corados como descrito a seguir. Os cortes teciduais
foram colocados em xilol (Quimex) durante 30 minutos e reidratados em alcoois (Vetec) de
concentragdo decrescente (100, 95, 85 ¢ 70%) durante 5 minutos em cada condi¢do. Em
seguida, as laminas foram imersas em Azul de Toluidina 0,5% em tampao fosfato citrato pH
3,0 por um minuto, seguido de banhos rapidos no mesmo tampao. Posteriormente, as ldminas

foram montadas utilizando-se laminula e Entellan (Merck).

3.9 - Coloracgao por Acido Periédico de Shiff (PAS) - Azul de Alciano

Para quantificar as células caliciformes presentes no intestino delgado, cortes teciduais
obtidos conforme descrito no item 3.6 foram corados como descrito a seguir. Os cortes
teciduais foram colocados em xilol (Quimex) durante 15 minutos e reidratados em alcoois
(Vetec) de concentragdo decrescente (100, 95, 85 e 70%) durante 5 minutos em cada
condi¢do. As laminas foram imersas em Azul de Alciano 0,1% por 30 minutos. Apos o
processo de lavagem as laminas foram imersas no acido periddico de Shiff (PAS) 0,5% por 10
minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas e incubadas por 10 minutos no reativo de
Shiff. Para montar as laminas, estas foram desidratadas em alcoois (Vetec) de concentragdes
crescentes (70, 85, 95 ¢ 100%) em banhos rapidos, em seguida permaneceram em xilol

(Quimex). As laminas foram montadas utilizando-se laminula e Entellan (Merck).
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3.10 — Analise histopatologica

Para avaliacdo das lesdes patoldgicas e infiltracdo de eosinodfilos, presenga de
mastdcitos e células caliciformes, as segcdes foram coradas em Hematoxilina e Eosina, Azul de
Toluidina e PAS-Azul de Alcian respectivamente sendo a analise realizada em toda extensao

do intestino delgado (aumento de 400X).

As lesdes induzidas por S. venezuelensis foram quantificadas em 40 campos
microscopicos por secao tecidual, e foram graduadas de acordo com a presencga e extensdo de
infiltrados inflamatdrios na lamina prépria, epitélio e submucosa como descrito previamente

por Welter et al. (2006).

3.11 — Obten¢io do homogeneizado do intestino dos camundongos

Os animais foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical nos dias 5, 8,
13 ¢ 21 p.i., e os segmentos do intestino delgado dos camundongos infectados com S.
venezuelensis e seus respectivos controles ndo infectados, foram coletados e pesados. Para
realizacdo da dosagem de citocinas, 100 mg do intestino delgado de cada camundongo foram
colocados em tubos de homogeneizagdo de células contendo 500 pL de PBS Tween 20
(Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) PBS-T
adicionado de inibidores de protease (1,6 mM de fenilmetilsulfonil fluoreto, 100 ug/mL de
hemisulfato de leupeptina, 10 pg/mL de ImM hidrato de hidroclorido de benzamidina, 10
mM de EDTA), e foram homogeneizados em banho de gelo utilizando-se homogeneizador de
tecidos (Omnith International, EUA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 3000 x g e os sobrenadantes foram coletados e armazenados a 4 °C, para posterior

dosagem de citocinas.
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3.12 — Dosagem de citocinas

A deteccao de citocinas 1L-4, IL-5, IL-12 e IFN-y nos homogeneizados do intestino
delgado e no soro foram realizadas através do enzyme linked immunosorbent assay (ELISA),

segundo protocolo recomendado pelos fabricantes (R&D Systems, Minneapolis, EUA).

Microplacas de poliestireno de alta afinidade (Corning-Costar, Laboratory Sciences
Company, NY, EUA), foram sensibilizadas (50 uL/pogo) com os respectivos anticorpos
monoclonais de captura, anti-IL-4, IL-5, IL-12 e IFN-y, diluidos em PBS. As placas foram

incubadas em camara umida por 18 horas a temperatura ambiente.

Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS-T, e subsequentemente
bloqueadas (100 pL/pogo) com PBS adicionado de soroalbumina bovina (BSA — Sigma
Chemical Co.) a 1% (PBS —BSA) para IL-4, IL-5 e IL-12, com salina tamponada com Tris 20
mM (TBS) adicionada de BSA (TBS-T-BSA) a 1% acrescido de NaNj (azida sodica) para

[FN-y por 1 h em temperatura ambiente.

Apbs o bloqueio, as placas foram lavadas (3X) com PBS-T e incubadas com
homogeneizado do intestino ou as amostras de soro ndo diluidas (50 upL/ poco)
respectivamente. Paralelamente, foram realizadas curvas padrdes com as respectivas citocinas
recombinantes em dilui¢des duplas seriadas de 1000 a 15,6 pg/mL para IL-4; 2000 a 31,3
pg/mL para IL-5; 2500 a 19,5 pg/mL para IL-12 em PBS-BSA ¢ 2500 a 15,6 pg/mL para

IFN-y em TBS-T-BSA.

Apoés incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente
lavadas por quatro vezes com PBS-T e incubadas com os respectivos anticorpos de deteccao
biotinilados: anti-IL-4; anti-IL-5; anti-IL-12 diluido em PBS-BSA, anti-IFN-y diluido em

TBS-T- BSA, por 2 horas a temperatura ambiente.
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ApoOs novas lavagens como descrito anteriormente, foi adicionado o conjugado
streptavidina-peroxidase (R&D Systems) na diluicdo de 1:200 em PBS-BSA para IL-4, IL-5 ¢
IL-12, com TBS-T-BSA para IFN-y, em seguida, incubado por 20 minutos a temperatura

ambiente sob abrigo da luz.

Apos o ultimo ciclo de lavagens, as placas foram reveladas com adigao de (50
ul/pogo) do substrato enzimatico tetrametilbenzidina (TMB; Sigma) diluido em tampao
citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,5 e 0,03% de H,O,. Ap6s 20 minutos de incubagdo, a reagdo foi
interrompida pela adi¢ao de 25 pL de acido sulfurico (2N H,SO4). A densidade optica (DO)
foi determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiskan Plus Flow Laboratories, McLean,
VA, EUA) utilizando filtros de 450 nm. Os valores de DO foram convertidos em pg/mL de
acordo com a curva padrao, utilizando-se o software Microplate Manager PC versao 4.0 (Bio-

Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA).

Os limites de deteccao das citocinas foram de 15,6 pg/mL para IL-4; 31,3 pg/mL para
IL-5; 19,5 pg/mL para IL-12 e 15,6 pg/mL para IFN-y. Os valores encontrados abaixo do

limite de cada ensaio foram considerados como o ultimo ponto da curva.

3.13 - Coleta de sangue dos camundongos

Os camundongos foram anestesiados e a coleta de sangue foi realizada nos dias 5, 8, 13
e 21 p.i., por meio de pungao venosa retro-orbital para a realizacdo dos esfregagos sanguineos.
Para a contagem total de células, realizada em cdmara de Neubauer, 20 pL de sangue foram
diluidos em 380 pL de solugdo de Turk. A contagem diferencial das células foi realizada em
esfregago sanguineo corado por Panoético, segundo instru¢des do fabricante (Renylab,

Barbacena, MG, Brasil)), sendo contadas 100 células em diferentes campos, com aumento de
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100x. As amostras de sangue reservadas para obten¢ao do soro, foram centrifugadas e o soro

obtido foi armazenado separadamente em aliquotas a — 20 ° C até o momento do uso.

3.14 - Obtencio do extrato alcalino de S. venezuelensis

A extragdo antigénica foi realizada segundo Machado et al. (2003), foram utilizadas
300.000 larvas filaridides de S. venezuelensis, posteriormente foi adicionado NaOH 0,15 M
(Merck) com inibidores de proteases, essa solugdo permaneceu em repouso por 18 h a 4 °C
sob agitacdo lenta. Subseqiientemente, foi adicionado 0,5 mL de HCI 0,3 M (Merck) até
atingir pH 7,0 ¢ a solucdo foi centrifugada a 1000 x g por 30 min a 4 °C. O conteudo protéico

do sobrenadante foi dosado utilizando-se o método de Lowry et al. (1951).

3.15 - Dosagem de anticorpos especificos

Anticorpos IgM, IgA, IgE, 1gG total, IgG1 e IgG2a especificos anti- Strongyloides
foram quantificados no soro dos camundongos infectados por S. venezuelensis e no grupo
controle ndo infectado (dia 0), pelo ensaio imunoenzimatico ELISA utilizando extrato
alcalino de S. venezuelensis. Para determinar as condigdes Otimas da reagdo, experimentos
preliminares foram conduzidos através de titulagdo em bloco dos reagentes, antigeno, soro ¢

conjugado.

Microplacas de poliestireno de alta afinidade (Corning-Costar, Laboratory Sciences
Company, NY, USA) foram sensibilizadas com 10 pg/ mL do extrato alcalino de S.
venezuelensis em tampdo carbonato 0.06 M, pH 9,6 ¢ incubadas por 18 horasa 4 °C. Em
seguida as placas foram lavadas 3 vezes em PBS-T, e bloqueadas (100 pL/pogo) com PBS-T

contendo BSA (Sigma Chemical Co) a 1% (PBS-T-BSA) por 1 hora a 37 °C.
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ApoOs novas lavagens as amostras de soro foram adicionadas (50 pL/pog¢o) na dilui¢ao
de 1/100 (IgM), 1/80 (IgA)1/10 (IgE, IgG total, IgG1, e I[gG2a) em PBS-T-BSA, exceto a IgA
que foi diluida somente em PBS-T. Apds incubagdo de 45 minutos (IgM, IgA e IgG total) e 1
hora (IgE, IgG1 e IgG2a) a 37 °C, as placas foram submetidas a quatro ciclos de lavagem e os
conjugados produzidos em cabra marcado com peroxidase anti-IgM (1/1500; Sigma), anti-
IgA (1/100; Sigma), anti-IgG total (1/1000; Sigma), anti-IgG1 (1/4000; Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA), anti-IgG2a (1/2000, Santa Cruz Biotechnology) de camundongo,
foram adicionados (50 uL/pogo). As placas foram incubadas por 45 minutos (IgM, IgA, IgG
total ), e duas horas (IgG1 e IgG2a) a 37 °C. Apos lavagem como descrito anteriormente, as
reacOes foram reveladas. Para a reagdo ELISA IgE o anticorpo biotinilado de cabra anti-IgE
diluido em PBS-T-BSA (1/250; Caltag Lab. San Francisco, CA, EUA) de camundongo foi
adicionado (50 pL/pogo) e incubado por 2 horas a 37 °C. Apds lavagem como descrito
anteriormente, o conjugado estreptavidina-peroxidase (1/1000) foi adicionado (50 pL/pogo) e

incubado por 30 minutos a 37 °C.

Apds a ultima lavagem a reacdo foi revelada pela adi¢cdo do substrato enzimatico
3,3’,5,5 tetrametilbenzidina (TMB; Sigma Chemical Co.) diluido em tampdo citrato-fosfato
0,1 M, pH 4,5 ¢ 0,03% de H,O,, para a detec¢do de IgE foi adicionado (50 uL/pocgo), e
incubado 20 minutos a temperatura ambiente, em seguida, a reacdo foi interrompida, pela
adi¢ao de 25 pL de acido sulfarico (2N H,SO,). Para a deteccdo de IgM, IgA, IgG total, IgG1
e IgG2a, a reacdo foi revelada com adig¢do de 50ul/poco do substrato e ortofenilenodiamina
(OPD, Sigma Chemical Co.) contendo 0,3% H,O, e apds 15 minutos, ao abrigo da luz ¢ a
temperatura ambiente, a reagdo foi interrompida adicionando-se 25 pL de acido sulfurico (2N
H,S0s4). A densidade optica (DO) foi determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiskan
Plus Flow Laboratories) utilizando filtros de 450 nm para IgE e 492 para IgM, IgA, IgG total,

IgG1 e IgG2a. Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE), segundo férmula: IE =
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(DO amostra/ DO cut-off), sendo o cut-off calculado para cada placa, pela média das DO de
trés soros controles negativos acrescida de trés desvios padroes. Foram considerados positivos

os camundongos que apresentaram IE > 1.

3.16 - Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa computadorizado (GraphPad Prism
versao 5.0 — GraphPad Sotware, Inc.). Os dados foram analisados através da Andlise de
Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. O teste t de Student foi utilizado para
analise da contagem de ovos, fémeas e estimativa da taxa de fecundidade. Foram consideradas

diferengas estatisticamente significantes quando p< 0,05.

3.17 — Normas de biosseguranca

Todo o procedimento de colheita, manuseio dos materiais bioldgicos e reagentes, bem
como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranga descritas por Chaves-Borges, Mineo (1997).
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4 - RESULTADOS

4.1- Contagem de ovos/ g de fezes, femeas e taxa de fecundidade

O numero de ovos/g/ de fezes, nimero de fémeas recolhidas do intestino delgado bem
como a taxa de fecundidade foram avaliados nos camundongos WT, MHC I"e MHC II"-
infectados respectivamente (Fig. 1A-C). A figura 1A demonstra, que nao houve diferenga
estatistica significativa no nimero de ovos eliminados nas fezes no 5° dia p.i., entre todos os
grupos estudados. O niimero de ovos eliminados nas fezes dos camundongos MHC II"" no 8°
dia p.i., foi significativamente maior do que o observado nos camundongos WT ¢ MHC I"".
No 13° dia p.i. foi observado reducio significativa no niimero de ovos eliminados nas fezes
dos camundongos WT ¢ MHC I”" e a infecgdo nestes animais foi completamente eliminada no
21%ia p.i. No 21° dia p.i., foi observada diferenca significativa no numero de ovos
eliminados nas fezes dos camundongos MHC II ""quando comparado aos camundongos WT e

MHC 17,

No 5° dia p.i. foi observado aumento significativo no niimero de fémeas adultas que se
estabeleceram no intestino delgado dos camundongos MHC II ~ (Fig. 1B). No 8 dia p.i. ndo
houve diferenca significativa no numero de fémeas recolhidas do intestino delgado de todos
os grupos de camundongos infectados. No 13° dia p.i., foi observado redugdo significativa da
infec¢do nos camundongos WT ¢ MHC I'" quando comparados com os camundongos MHC
II"". No 21° dia p.i., foi observado reducdo significativa no nimero de fémeas recuperadas do

intestino dos camundongos WT e MHC I quando comparado aos camundongos MHC .
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A figura 1C demonstra a taxa de fecundidade dos camundongos WT, MHC I e MHC
II"". Os camundongos MHC 11" exibiram maior taxa de fecundidade quando comparada aos
camundongos WT ¢ MHC I"" no 8° dia p.i. No 13° dia p.i., foi observado diferenca estatistica
significativa na taxa de fecundidade dos camundongos MHC II"" quando comparado aos

camundongos MHC .
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Figura 1 — Carga parasitaria de camundongos WT, MHC 1 7, MHC II"" apés infecgio
subcutanea com 3000 larvas filaridides (L3) de S. venezuelensis. Numero de ovos
eliminados nas fezes (A), nimero de fémeas adultas recuperadas da mucosa intestinal (B),
e taxa de fecundidade (C). Os dados foram expressos em média e erro padriao (n = 6).
Resultados sdo representativos de 2-3 experimentos independentes.” WT x MHC 1™, * WT

x MHC II"", * MHC I " x MHC IT"", p < 0,05
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4.2 — Alteracgoes histopatologicas induzidas pela infec¢io por S. venezuelensis

4.2.1 — Influéncia dos eosinéfilos intestinais na infecg¢ao por S. venezuelensis

A andlise histopatoldgica do intestino delgado dos camundongos WT demonstrou a
presenga de infiltrado inflamatério na ldmina préopria (LP) e submucosa constituido
principalmente por eosindfilos e células mononucleares. As alteragdes inflamatdrias foram
crescentes no intestino dos camundongos WT até o 8° dia p.i e diminuiram no 13° dia p.i. (Fig
2A). As lesdes foram mais intensas no intestino dos camundongos WT quando comparada as
lesdes dos camundongos MHC II”" no 5°, 8° ¢ 13° dia p.i., (Fig. 2A). As lesdes inflamatorias,
estavam localizadas principalmente no duodeno, sendo observadas a partir do 5° dia p.i.
(Fig.2A). A presenca de lesdes estava associada com o elevado numero de vermes presentes
na mucosa seguida por reacdo inflamatéria e presenga de edema na extremidade das
vilosidades. No 13° dia p.i. foi observado reducio da intensidade da reagdo inflamatéria nos
camundongos WT coincidindo com a elimina¢do do parasito da mucosa do intestino delgado

(Fig. 2A).

Os camundongos MHC I apresentaram lesdes inflamatorias similares aos
camundongos WT, entretanto, as lesdes foram menos intensas no intestino delgado destes
quando comparados aos camundongos WT. Os camundongos MHC I”~ apresentaram lesdes
inflamatorias em maior intensidade em comparagdo aos camundongos MHC II”". Essas lesdes
se localizaram principalmente no duodeno (Fig.2A). Os camundongos MHC II"” apresentaram
processo inflamatério de menor intensidade em todas as por¢des do intestino e edema na
lamina propria e extreidade das vilosidades associados a presenca do verme (Fig. 2A).
Polimorfonucleares eosinofilos foram raramente demonstrados no sitio da infec¢do nestes

animais.
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Os camundongos WT apresentaram aumento significativo do niumero de eosinéfilos
intestinais quando comparados aos camundongos MHC I~ ¢ MHC II"" em todos pontos da
infec¢do (Fig. 2B). No 13° dia p.i., foi observado aumento significativo no numero de

cosino6filos intestinais dos camundongos MHC I~ quando comparado aos camundongos MHC
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Figura 2 — Analise das lesdes no intestino delgado de camundongos WT, MHC 1",
MHC II”" apés infec¢do subcutdnea com 3000 larvas filaridides (L3) de S. venezuelensis.
Score inflamatorio das lesdes no intestino delgado (A), quantificagdo dos eosindfilos no
intestino delgado (B). Os dados representam a média e erro padrao (n = 6). Resultados
sdo representativos de 2-3 experimentos independentes. p < 0,05, © p < 0,01 e

kskk

p <0,001
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4.2.2 — Influéncia dos mastocitos intestinais na infecg¢ao por S. venezuelensis

A quantificagdo dos mastocitos intestinais foi mais evidente no 5°, 8° ¢ 13° dia p.i.,
com aumento significativo no 8° dia p.i., nos camundongos WT quando comparado com os
camundongos MHC I ¢ MHC 1" (Fig. 3A). Os camundongos MHC " apresentaram
namero bastante reduzido de mastocitos no 5° e 8° dia p.i., os mastocitos ndo foram
visualizados no intestino delgado dos camundongos MHC II  em todos os pontos da

infecgao.

A analise do intestino delgado dos camundongos infectados por S. venezuelensis
demonstrou que a infec¢do induziu intensa migracdo de mastdcitos para lamina propria e
submucosa no 8° dia p.i., nos camundongos WT quando comparados aos camundongos MHC
I"" (Fig. 3B). No 8 dia p.i., foi observado a presenga de muitos vermes na mucosa intestinal

camundongos MHC .
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Figura 3 — Quantificagdo de mastocitos no intestino delgado de camundongos WT,
MHC I"e MHC II'" apos infec¢do subcutanea com 3000 larvas filaridides (L3) de S.
venezuelensis (A). Os dados representam a média e erro padrio em duas se¢des do
intestino delgado de trés animais por grupo experimental. Resultados sdo representativos
de 2-3 experimentos independentes. p < 0,05, " p < 0,01 e (B) fotomicrografia do
intestino delgado dos camundongos WT (a), MHC I - (b) e MHC 11 o (c) no &° dia p.i.
Foi observado a presenga de mastocitos (seta). Coloracdo Azul de Toluidina barras
indicam 50 pm.
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4.2.3 — Células caliciformes

A andlise do intestino delgado dos camundongos WT e dos camundongos
geneticamente deficientes infectados por S. venezuelensis permitiu a quantificacdo de células
caliciformes (Fig. 4). Foi observado aumento significativo do numero de células caliciformes
no intestino delgado dos camundongos WT ¢ MHC I " no 8 dia p.i., quando comparado aos
camundongos MHC II"". No 13° dia p.i., houve aumento significativo no namero de células
caliciformes no intestino delgado dos camundongos WT quando comparado aos
camundongos MHC I"" ¢ MHC II"". O niimero de células caliciformes, no intestino delgado
dos camundongos MHC I aumentou significativamente no 5°, 8° ¢ 13° dia p.i., quando
comparado aos camundongos MHC II"". Foi possivel visualizar a presenca de muco junto as
fezes principalmente, dos camundongos WT ¢ MHC I"" a partir do 8° dia p.i. O elevado
niumero de células caliciformes nestes camundongos coincidiu com reducdo do parasito da

mucosa intestinal (Fig. 5).
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Figura 4 — Quantificacdo de células caliciformes no intestino delgado de camundongos
WT, MHC I'" e MHC II""ap0s infec¢do subcutinea com 3000 larvas filaridides (L3) de
S. venezuelensis. Os dados representam a média e erro padrao em duas sec¢des do
intestino delgado de trés animais por grupo experlmental Resultados sdo representativos
de 2-3 experimentos independentes. p <0,05, p<0,0le p <0,001
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Figura 5 — Fotomicrografia do intestino delgado de camundongos WT (A),
MHC I'"(B) e MHC II " (C) ap6s infecgdo subcutinea com 3000 larvas filaridides
(L3) de S. venezuelensis no 13° dia p.i. Coloragdo PAS-Azul de Alciano; a barra
indica 50 um. As setas indicam as células caliciformes.



42

4.3 — Quantificacdo de citocinas no intestino delgado

4.3.1 — Dosagens de IL-4 e IL-5

Para comparar o perfil da resposta imune local de camundongos WT, MHC I”” ¢ MHC
II"" durante a infeccdo por S. venezuelensis, citocinas padrdo Th2 foram quantificadas no
intestino delgado desses animais e nos camundongos controles (dia 0). Os resultados
demonstraram que os niveis de IL-4 e IL-5 permaneceram inalterados nos camundongos

MHC II'" quando comparados aos camundongos MHC II”" ndo infectados (Fig. 6 A-B).

No 8° dia p.i., os niveis de IL-4 e IL-5 aumentaram significativamente nos
camundongos WT quando comparado aos camundongos geneticamente deficientes em MHC
(Fig 6A e B). No 13° dia p.i., foram observados elevados niveis de IL-4 no intestino delgado
dos camundongos WT quando comparados aos MHC I”" ¢ MHC II"" (p< 0,05). No 21° dia
p.i., os niveis de IL-4 nos camundongos WT foram significativamente maiores quando

comparados aos camundongos MHC I’ (p< 0,05).
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Figura 6 Niveis de IL-4 (A) e IL-5 (B) detectados por ELISA no intestino delgado de
camundongos WT, MHC I, MHC II"apés infec¢do subcutinea com 3000 larvas
filarioides (L3) de S. venezuelensis. Os dados representam a média e erro padrdo (n = 6).
Resultados sdo representativos de 2-3 experimentos independentes. ~ p < 0,05, p <
0,01 e ™" p<0,001. A linha tracejada indica o limiar de detecgao.
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4.3.2 — Dosagens de IL-12 e IFN-y

Para verificar a influéncia de citocinas padrio Thl no intestino delgado dos
camundongos WT, MHC I e MHC II'" apos a infeccdo, as citocinas IL-12 e IFN- y foram
quantificadas (Fig. 7A-B). No 8° dia p.i., os niveis de IL-12 foi significativamente mairoes
nos camundongos WT quando comparado aos camundongos MHC - (p< 0,05) (Fig. 7A).
No 13° dia p.i., os niveis de IL-12 continuaram elevados , mas ndo foi observada diferenca
estatistica significante entre os camundongos MHC 1" ¢ MHC II"*(Fig. 8A). Os niveis de
IFN-y nos camundongos WT foram mais elevados no 8° dia p.i., quando comparados aos
camundongos MHC I"" (p< 0,01) e MHC II ”~ (p< 0,001) (Fig. 7B). No 13° dia p.i., os
camundongos WT apresentaram niveis de IFN- y elevados quando comparados aos

camundongos MHC .
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Figura 7 - Niveis de IL-12 (A) e IFN-y (B) detectados por ELISA no intestino delgado
de camundongos WT, MHC I"", MHC II""ap6s infecgdo subcutdnea com 3000 larvas
filarioides (L3) de S. venezuelensis. Os dados representam a média e erro padrdo (n = 6).
Resultados sdo representativos de 2-3 experimentos independentes. =~ p < 0,05,
" p<0,0le " p<0,001. A linha tracejada indica o limiar de deteccio.
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4.4 — Quantificacio de citocinas no soro

Para avaliar a influéncia da producdo de citocinas sistémicas durante a infec¢ao por S.
venezuelensis nos camundongos WT, MHC I"" ¢ MHC 11", as citocinas IL-4, IL-5, IL-12 ¢
[FN-y foram também quantificadas no soro dos camundongos. Foi demonstrado discreto
aumento nos niveis de IL-4 no soro dos camundongos WT ¢ MHC I quando comparados aos
camundongos MHC II'/', no 5° dia p.i., mas ndo foi observado diferenga estatistica
significativa (Fig. 8A). No 8° ¢ 13° dia p.i., foi observado aumento significativo nos niveis de
IL-4 no soro dos camundongos WT quando comparado aos camundongos MHC II"" (P <
0,05), Os elevados niveis de IL-4 no soro dos camundongos WT coincidem com aumento dos
niveis de IL-4 no intestino delgado destes animais, porém o aumento nos niveis de IL-4 no
soro foi mais discreto quando comparado ao aumento da concentracdo no intestino delgado

(Fig. 8A).

Os niveis de IL-5 no soro dos camundongos MHC II"" foram significativamente menor
quando comparado aos camundongos WT (Fig. 8B). Em adicdo, no 8° dia p.i., os niveis de
IL-5 aumentaram significativamente nos camundongos WT ¢ MHC I"" quando comparados
aos MHC II”" (p < 0,01). No 13° e 21° dia p.i., os niveis de IL-5 aumentaram
significativamente nos camundongos MHC I quando comparados aos camundongos MHC

II”" (Fig. 8B).

A produgdo de IL-12 foi semelhante em todos os pontos analisados, ndo foi observado
diferenga estatistica significativa entre os grupos estudados (Fig. 8C). Os niveis de IFN-y
estavam abaixo do limiar de detec¢do no soro de todos os grupos de animais estudados (dados

nao demonstrados).
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Figura 8 - Niveis de IL-4 (A), IL-5 (B) e IL- 12 (C), detectados no soro de
camundongos WT, MHC I, MHC II""ap6s infec¢do subcutinea com 3000 larvas
filaridides (L3) de S. venezuelensis. Os dados representam a média e erro padrao (n = 6).
Resultados sdo representativos de 2-3 experimentos independentes. = p < 0,05,
" p<00le " p<0,001. A linha tracejada indica o limiar de detecgio.
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4.5 — Analise das células do sangue dos camundongos infectados por S.

venezuelensis

O némero de leucécitos circulantes nos camundongos WT, MHC 1" ¢ MHC II'"" foi
avaliada durante a infec¢do (Fig. 9A-D). Os resultados demonstraram que os camundongos
MHC I'" e MHC II"" apresentaram aumento no numero de leucdcitos totais circulantes, no 5°
dia p.i. (Fig. 9A). No 8° dia p.i., houve um decréscimo significativo no namero de leucocitos
circulantes no sangue dos camundongos WT e¢ MHC I, quando comparados aos
camundongos MHC I”" (Fig.9A). Resultados semelhantes foram observados no 13° dia p.i. No
21° dia p.i., ndo foi observado diferenca estatistica significativa no numero de leucocitos
totais circulantes no sangue. No 8° dia p.i., foram observados aumento significativo no
namero de células mononucleares, nos camundongos WT ¢ MHC I 7~ quando comparados aos
camundongos MHC II"" (Fig. 9B). No 21° dia p.i. foi observado diferenca estatistica

significante entre os camundongos MHC I ¢ MHC IT™".

O nimero de eosindfilos circulantes no sangue periférico dos camundongos MHC "
foi menor quando comparados aos outros grupos (Fig. 9C). No 13° ¢ 21° dia p.i., houve
aumento significativo no niimero de eosindfilos nos camundongos WT quando comparados
aos MHC I ¢ MHC II"". Foi observada elevagdo continua no nimero de neutrofilos
circulantes no sangue dos camundongos MHC " (Fig.9D). Diferengas estatisticas
significantes foram observadas no 8° ¢ 13° dia p.i. quando comparado aos camundongos WT e
MHC I, e no 21° dia p.i., foi observado diferenca estatistica significante, entre os

camundongos MHC I"e MHC IT"".
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Figura 9 — Contagem de leucdcitos no sangue de camundongos WT, MHC I 7", MHC 11" foi
avaliada apds infec¢do subcutdnea com 3000 larvas filaridides (L3) de S. venezuelensis.
Leucocitos totais (A), células mononucleares (B), eosinéfilos (C) e neutrofilos (D). Os dados
foram expressos em média e erro padrdo (n = 6). Resultados sdo representativos de 2-3
experimentos independentes. - WT x MHC 17", ¥ WT x MHC II"", * MHC 1 7~ x MHC 11",
p <0,05.
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4.6 — Avaliacao da producio de anticorpos especificos no soro dos camundongos

infectados por S. venezuelensis

4.6.1 — Detecciio de anticorpos IgM, IgA e IgE anti-Strongyloides

Para avaliar a influéncia dos anticorpos IgM, IgA e IgE especificos contra S.
venezuelensis foram quantificados no soro dos camundongos infectados com S. venezuelensis
e comparados aos camundongos ndo infectados (dia 0). Niveis de anticorpos IgM anti-
Strongyloides foram significativamente maiores no soro dos camundongos WT no 8°, 13° ¢
21° dia p.i., quando comparados aos camundongos MHC II"" (Fig. 10A). No 13° ¢ 21° dia p.i.,
foi observado aumento nos niveis de anticorpos IgM anti-Strongyloides no soro dos
camundongos MHC I quando comparados aos MHC II"". Os niveis de IgA anti-
Strongyloides aumentaram significativamente no soro dos camundongos MHC I " 1o 5°, 8°,

13° ¢ 21° dia p.i., quando comparado aos camundongos WT ¢ MHC - (Fig. 10 B).

No 5°, 8% ¢ 13° dia p.i., os niveis de IgE anti-Strongyloides no soro dos camundongos
WT e MHC I"" aumentaram significativamente quando comparado aos camundongos MHC IT’
", porém, no 8° ¢ 13° dia p.i., foram observados diferencas estatisticas significativas dos niveis
de IgE anti-Strongyloides no soro dos camundongos WT quando comparados aos
camundongos MHC I’ “eno 5, 8¢ 13° dia p.i., foram observados diferencas estatisticas
significantes dos niveis de IgE anti-Strongyloides no soro dos camundongos MHC I"" ¢ MHC

1" (Fig.10 C).
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Figura 10 — Niveis de IgM (A), IgA (B) e IgE (C) anti-Strongyloides detectados no soro
de camundongos WT, MHC I ¢ MHC II"" apés infecgio subcutanea com 3000 larvas
filaridides (L3) de S. venezuelensis. Titulos de anticorpos foram expressos em indice
ELISA (IE), onde os valores de IE > 1,0 (linha tracejada) sdo considerados positivos.Os
dados representam a média e erro padrao (n = 6). Resultados s3o representativos de 2-3
experimentos independentes. ’ p <0,05, " p<0,0le o p <0,001
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4.6.2 — Deteccio de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a anti-Strongyloides

A produgao de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a anti-Strongyloides foi avaliada durante a
infec¢do por S. venezuelensis. Niveis de IgG anti-Strongyloides no soro dos camundongos
WT e MHC I”" aumentaram significativamente no 13° ¢ 21° dia p.i., quando comparado aos
camundongos MHC II"" (Fig. 11A). No 8°, 13° e 21° dia p.i., os niveis de IgGl anti-
Strongyloides no soro dos camundongos WT ¢ MHC I”" aumentaram significativamente,
quando comparado aos camundongos MHC II"* (Fig. 11B). Foi observado discreto aumento
nos niveis de IgG2a no soro dos camundongos MHC " no 8° 13 ¢ 21° dia p.i., entretanto,

ndo foi observado diferencga estatistica significativa entre os outros animais (Fig. 11C).
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Figura 11 — Niveis de IgG total (A), IgGl (B) e IgG2a (C) anti-Strongyloides
detectados no soro de camundongos WT, MHC I”" e MHC II"" apés infec¢do subcutdnea
com 3000 larvas filaridides (L3) de S. venezuelensis. Titulos de anticorpos foram
expressos em indice ELISA (IE), onde os valores de IE > 1,0 (linha tracejada) sdo
considerados positivos.Os dados representam a média e erro padrdo (n = 6). Resultados
sdo representativos de 2-3 experimentos independentes. p < 0,05, © p < 0,01 e

otk

p <0,001
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5 - DISCUSSAO

Embora esteja bem estabelecido que a resposta Th2 estd envolvida na protegdo do
hospedeiro contra a infec¢do por nematddeos gastrointestinais tais como T. muris, H.
polygyrus, N. brasiliensis e T. spiralis (FINKELMAN; DONOHUE; GOLDHILL, 1997,
SILVEIRA et al., 2002; GAUSE; URBAN; STADECKER, 2003; NEGRAO-CORREA;
TEIXEIRA, 2006; FINNEY et al., 2007), na infec¢do experimental por S. venezuelensis o
papel das moléculas de MHC classe I e classe II na protecdo do hospedeiro contra esse

nematddeo ainda ndo esta completamente esclarecida.

Neste estudo foi demonstrado que a migragdo das larvas de S. venezuelensis e o
estabelecimento no intestino delgado foi afetado pela auséncia de moléculas de MHC classe 11
durante a infec¢do. Entretanto os camundongos MHC II " infectados foram mais susceptiveis
a infeccdo, sugerindo que a falha na expressao das moléculas de MHC classe II pode interferir
na apresentacdo antigénica para os linfocitos T CD4" necessaria para iniciar uma resposta Th2
efetiva. Adicionalmente, os camundongos WT ¢ MHC I " foram completamente responsivos
a infecgdo por S. venezuelensis, sugerindo que a auséncia de moléculas MHC I 7" restritas a
populacdo de células T CDS", ndo desempenha papel essencial na inducdo da resposta Th2.
Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios que demonstraram que as proteinas
secretadas por N. brasiliensis estimula a produ¢dao de IL-4, essencialmente confinada a
populacdo de células T CD4+ (HOLLAND et al., 2000) e sem a ligagdo CD4 as moléculas de
MHC de classe II a resposta para infecgdo por Nippostrongylus ¢ ausente (FOWEL et al.,
1997). Por outro lado, camundongos MHC 1" infectados por N. brasiliensis apresentaram

uma resposta Th2 intacta (BROWN et al., 1996).

A infecgdo por Strongyloides sp. tanto em humanos quanto em modelos experimentais

¢ caracterizada por eosinofilia tecidual (KORENAGA et al., 1991; EL-MALKY et al., 2003),
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mastocitose intestinal (ABE; NAWA, 1988, KOBAYASHI et al., 1998), proliferacdo de
células caliciformes (NEGRAO-CORREA et al., 2004) e produgdo de citocinas Th2 e

anticorpos (ABRAHAM et al., 1995; RODRIGUES et al., 2007).

No presente estudo foi demonstrado que os camundongos MHC II ™ infectados por S.
venzuelensis apresentaram alteragdes inflamatorias leves com reduzido nimero de eosinoéfilos,
estes resultados sugerem que a auséncia de expressao de moléculas MHC de classe II, pode
ter contribuido para o retardo da eliminacdo do verme da mucosa do intestino delgado e
reducdo da resposta inflamatéria local mediada por eosindfilos e conseqiiente morte do
parasito, nestes camundongos. Estudos demonstraram que os eosinodfilos sozinhos ou em
conjunto com outros componentes do sistema imune tais como anticorpos ou complemento
podem mediar a morte de nematddeos intestinais (MARUYAMA et al., 2000; EL-MALKY et
al., 2003). Entretanto, os eosino6filos podem também expressar moléculas de MHC de classe 11
(MAWHORTER et al., 1993), porém, a fun¢do exata e o papel dos eosindfilos na regulagao

da resposta induzida pelas células T CD4" ainda ndo estdo completamente esclarecidos.

Ao analisar as alteragdes inflamatorias e o nimero de mastocitos no intestino delgado
dos camundongos infectados foi constatado que os camundongos WT apresentaram aumento

" estas células

significativo de mastdcitos, enquanto que nos camundongos MHC 1
apresentaram em numero reduzido e nos camundongos MHC II"" néo foi possivel visualizar o
acumulo dessas células na mucosa intestinal. Mastocitos desempenham um papel importante
como células efetoras na resposta imune de mucosas contra S. venezuelensis (ONAH;
NAWA, 2000), através da liberacdo de granulos pré-formados que contém histamina

proteoglicanas, proteases e mediadores tais como leucotrienos os quais tem sido associado

com a rapida expulsdo de S. venezuelensis em camundongos (MACHADO et al., 2005).

Camundongos WT e MHC I apresentaram aumento significante de células

caliciformes na mucosa intestinal durante a infec¢do; ao contrario dos camundongos



56

MHC II 7 onde essas células estavam reduzidas e a mucosa intestinal estava repleta de
parasitos. Pode-se inferir que o elevado nimero de células caliciformes observado no intestino
delgado destes camundongos contribuiu para a expulsdo do parasito da mucosa intestinal no
21° dia p.i. Células caliciformes sdo células especializadas na secre¢io de muco, através do
epitélio intestinal e do trato respiratorio de humanos, respectivamente. A produgdo e secre¢ao
de mucinas como a sulfomicina pelas células caliciformes tém sido associadas com a
elimina¢do de N. brasiliensis (ISHIKAWA; HORII; NAWA, 1993) e S. venezuelensis

(ISHIKAWA et al., 1995).

A infec¢do por S. venezuelensis induziu uma resposta imune Th2 intestinal nos
camundongos WT. Entretanto, a produgio de citocinas Thl foi observada no 8° dia p.i., o
parasito induziu também aumento significativo nos niveis de citocinas Th2, IL-4 e IL-5 no
mesmo periodo, acompanhado por acimulo de eosinoéfilos no intestino coincidindo com o
pico de maior eliminagdo do parasito da mucosa intestinal. Adicionalmente, os camundongos
MHC I'" apresentaram resposta Th2 semelhante 4 observada nos camundongos WT, mas com
a produgdo de baixos niveis de citocinas intestinais IL-4 ¢ IL-5. A producdo de IL-4 induz a
diferenciagdo e ativacdo de basofilos, mastocitos e estimula as células B murinas a
produzirem anticorpos IgG1l e IgE especificos (FINKELMAN; DONOHUE; GOLDHILL,
1997; FAQUIM-MAURO et al., 1999) os quais atuaram no mecanismo de expulsdo dos
nematodeos intestinais (MACHADO et al., 2005; NEGRAO-CORREA; TEIXEIRA, 2006).
Além disso, a IL-5 induz o recrutamento dos eosindfilos da medula 6ssea que atuam na
imunidade protetora contra a migracdo larval nos tecidos e estabelecimento do verme no

intestino (KORENAGA et al., 1991).

Ao contrario, os camundongos MHC " apresentaram niveis de citocinas reduzidos,
mesmo na auséncia da infeccdo, demonstrando que esses animais apresentam uma falha

global na produgdo de citocinas, com conseqiiente queda na efetividade da resposta imune.
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Desta forma, essa falha resultou no aumento do parasitismo e retardo na eliminagao do verme
adulto da mucosa intestinal. Estes resultados estdo de acordo com o observado na literatura os
quais demonstraram que a expressao das moléculas MHC de classe II ¢ essencial para induzir
a produgdo de citocinas Th2 contra a infecgdo por helminto (MAWHORTER et al., 1993;

FOWEL et al., 1997; PATEL et al., 2008).

A produgdo de citocinas foi também avaliada no soro dos camundongos infectados, os
resultados demonstraram que houve aumento dos niveis de IL-5 no soro dos camundongos
WT, o qual coincidiu com aumento no numero de eosinofilos no sangue destes animais. Estes
resultados estdo de acordo com os dados da literatura que demonstraram que o aumento de IL-
5 induz recrutamento de eosinodfilos da medula 6ssea para o sangue (KLION; NUTMAN,
2004). Desta forma, essas células provavelmente atuaram na imunidade protetora contra a
migracdo de larvas no tecido e estabelecimento no intestino (KORENAGA et al., 1991).
Camundongos MHC II"" foram incapazes de induzir uma resposta efetiva através de produgio
citocinas sistémicas, enquanto que as moléculas de MHC classe I parecem nao influenciar na
producdo de citocinas contra S. venezuelensis, principalmente de IL-5, porém o nimero de
eosinofilos circulantes no sangue periféricos destes animais foi reduzido quando comparados

aos camundongos WT.

Neste estudo, foi demonstrado que a reducdo do recrutamento de leucocitos totais do
sangue seguido pela reducdo no numero de eosindfilos e células mononucleares nos
camundongos MHC II" infectados, coincidiram com maior pico de eliminag¢io e aumento da
fecundidade do verme. Estudos prévios com camundongos geneticamente deficientes em fator
ativador de plaquetas (PAFR™) infectados por S. venezuelensis demonstraram que o niimero
de leucoécitos e eosindfilos circulantes foram reduzidos, os quais coincidiram com o retardo na
eliminagdo do verme e decréscimo na fecundidade comparado com os camundongos WT

infectados (NEGRAO-CORREA et al., 2004). Estudos demonstraram que os neutréfilos sdo
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essenciais para induzir a morte de larvas de S. stercoralis (LIGAS et al., 2003; GALIOTO et
al., 2006). Entretanto, neste estudo foi demonstrado que o nimero de neutréfilos circulantes
nos camundongos MHC II " estavam continuamente elevados, porém o aumento no nUMmMero
de neutrofilos circulantes presente nestes animais nao foi suficiente para induzir a morte de
larvas de S. venezuelensis. Adicionalmente, os camundongos MHC I ™ apresentaram o
recrutamento de neutrofilos similar aos camundongos WT, entretanto, o numero de leucdcitos
totais circulantes estava aumentado, demonstrando mais uma vez que a auséncia de moléculas
MHC de classe I restritas a populagdo de células T CD8 " ndo interfere na resposta imune

durante a infecgdo por S. venezuelensis.

A imunidade contra larvas de S. stercoralis ndo ¢ dependente somente do
recrutamento de eosindfilos (ROTMAN et al., 1996; HERBERT et al., 2000), mas também da
produgdo de anticorpos e ativagdo de complemento (LIGAS et al., 2003; KEREPESI et al.,
2007). A producdo de citocinas Th2 e anticorpos especificos sdo essencias para induzir
resposta imune protetora necessaria para mediar a expulsdo do verme. Os resultados obtidos
no presente estudo reforcam a hipotese de que o switching de classes de anticorpos IgM para
IgG, IgA e IgE requerem uma interacio cognata entre as células T CD4" e as células B
antigeno especifica (MACAULAY et al., 1997), porém, na auséncia de moléculas MHC de
classe II pode ocorrer falha na resposta imune mediada por estes anticorpos em camundongos
geneticamente deficientes. Interessantemente, os camundongos MHC I~ apresentaram
elevados niveis de IgA anti-Strongyloides no soro, porém, ainda ndo se sabe quais foram os
fatores que influenciaram este aumento. No entanto, na auséncia de citocinas Th2 ndo ha
inducdo e ativacao das células B e diferenciacdo em IgA secretora no plasma (vanGINKEL et
al., 1999), como observado no presente experimento com aten¢do aos camundongos MHC 117
Além disso, este estudo demonstrou que houve aumento nos niveis de IgGl e IgE anti-

Strongyloides no soro de camundongos WT e MHC I, ao contrario, os camundongos
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MHC 1I"" apresentaram baixos niveis de IgGl e IgE anti-Strongyloides ¢ uma discreta
elevacdo nos niveis de IgG2a. Estes resultados demonstraram que a infec¢do por
Strongyloides induziu a produgdo de anticorpos os quais contribuiram para o mecanismo de

elimina¢do do verme (FERNANDES et al., 2008; MACHADO et al., 2008b).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que as moléculas de MHC de classe
IT sdo essenciais para indu¢do de imunidade protetora no mecanismo de eliminagdo de S.
venezuelensis. Entretanto, os camundongos MHC I responderam similarmente aos
camundongos WT, podendo inferir que a supressao das células T CD8 ™ tem pouco efeito no
controle desse nematodeo (MATSUDA et al., 1999). Ao contrario, resultados obtidos
reforcam a idéia da importancia das moléculas de MHC classe II no desenvolvimento e
funcionamento das células T CD4" necessérias para a geragdo de uma resposta imune efetiva
contra a infec¢do por Strongyloides (GRUSBY et al., 1991; PEARCE; SHEDLOCK; SHEN,

2004).



60

6 — CONCLUSOES

v Camundongos MHC 1" foram mais susceptiveis do que os camundongos WT
e MHC 1 " na infecgdo por S. venezuelensis devido ao maior numero de ovos/g de
fezes eliminados, maior nimero de fémeas recuperadas da mucosa intestinal e maior

taxa de fecundidade;

v A resposta imune mediada por eosindfilos, mastocitos e células caliciformes
foi mais intensa nos camundongos WT do que a observada nos camundongos MHC 17

e MHC II”", contribuindo para rapida expulsio do verme da mucosa intestinal;

v Os resultados demonstraram que a produgdo de citocinas tanto no intestino
delgado quanto no soro contribuiram para uma resposta imune efetora na infec¢ao por

S. venezuelensis;

v A resposta imune mediada por anticorpos foi mais intensa nos camundongos

WT do que nos camundongos MHC I ¢ MHC IT"" infectados;

v Auséncia das moléculas de MHC de classe I ndo alterou padrao de resposta
Th2 nos camundongos MHC I” que responderam de forma similar a dos

camundongos WT a infecgao.

v As moléculas de MHC de classe II, mas ndo as de MHC de classe I sdo
essenciais para um controle efetivo da infecgdo por Strongyloides, podendo desta
forma, explicar os possiveis mecanismos envolvidos na evasao do parasito da resposta
imune do hospedeiro desencadeando assim nas formas potencialmente fatais da
estrongiloidiase e disseminagdo para outros orgdos, principalmente em individuos

imunossuprimidos, que pode levar a dbito.
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