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RESUMO

Durante a infeccdo por Strongyloides venezuelensis em camundongos, assim como
outros nematddeos intestinais, a participacdo de eosindéfilos no mecanismo de protecao
bem como na imunopatologia ainda é bastante controversa. Trabalhos anteriores do
nosso grupo de pesquisa demonstram que o eosinéfilo € uma célula importante no
processo de eliminacdo do S. venezuelensis em casos de infeccdo primaria pelo
parasito. Porém, sabe-se que 0S mecanismos protetores que atuam em animais
previamente expostos ao parasito atuam principalmente sobre as larvas migrantes e
podem diferenciar da resposta efetora em infec¢des primarias. Outro fato importante é
gue a maioria dos resultados obtidos em experimentos laboratoriais é controversa, uma
vez que protocolos experimentais geralmente utilizam a exposi¢do do hospedeiro a uma
carga parasitaria muito elevada, que geralmente ndo acontece em processos naturais.
No intuito de esclarecer a diferenca de resposta imunolégica e o papel do eosindfilo na
resposta imune induzida por diferentes formas de exposi¢cao primaria ao parasito este
trabalho experimental utilizou trés diferentes linhagens de camundongos: animais
heterogénicos da linhagem Swiss, animais isogénicos da linhagem Balb/c e animais
Balb/c AdbIGATA, deficientes na maturacdo de eosindfilos. Em cada linhagem os
camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais. Sendo que um grupo foi
mantido ndo infectado, outro sofreu apenas uma infeccao, o outro foi exposto a infeccao
primaria com alta carga parasitaria seguida de infecgcdo secundéaria e o Ultimo foi
exposto a varias infec¢cdes com baixo nimero de larvas infectantes antes do desafio
com Strongyloides venezuelensis. A avaliagcdo comparativa da infeccdo foi realizada

através da quantificagdo de formas evolutivas de S. venezuelensis recuperadas do



pulmao, intestino, e fezes dos camundongos. Parametros imunoldgicos, como analise
do infiltrado celular nos parénquimas pulmonar e intestinal, da resposta soroldgica pela
técnica de ELISA, e andlise da presenca de citocinas do perfil Th-2 no parénquima
pulmonar também foram comparativamente analisados. Os dados mostram que animais
submetidos as multiplas infeccbes com baixa dose parasitaria eliminam as larvas da
infeccdo desafio mais precocemente que 0S previamente expostos a uma alta carga
parasitaria. A eliminacdo das larvas foi associada a producdo de anticorpos especificos
e eosinofilia tecidual. Estudo detalhado em animais isogénicos revelou que nos animais
previamente expostos ao parasito houve aumento precoce de IgG1l e IgM parasito-
reativa e aumento nos niveis de IgE total, ndo sendo detectado aumento de reatividade
de 1gG2a nos animais re-infectados ou nos animais submetidos multiplas infecces.
Apesar do perfil Th-2 da resposta observada nos animais previamente expostos ao
parasito e da intensa infiltragdo de eosindfilos na pele e pulmdo destes animais, a
protecdo conferida aos hospedeiros durante o processo de re-infecgdo, nas diferentes
formas de exposicdo primaria ao parasito, ndo foi alterado na auséncia de eosinofilos.
Este resultado indica que o eosindfilo ndo € essencial para eliminacdo das larvas de S.

venezuelensis em animais previamente expostos ao parasito.



ABSTRACT

The role of eosinophils in the protection and in the immunopathology caused by
Strongyloides venezuelensis infection remains unclear. Early works from our research
group have shown that the eosinophil is an important cell during the process of
elimination of S. venezuelensis during a primary infection. But, it is a known fact that the
mechanism involved in the protection of previously infected animals aims the larvae
stage of the parasite and, this may affect the protective immune response. Another
important fact is that the majority of the results of laboratories studies is obtained after
the host is exposed to a large number of infective larvae, which normally do not reflected
the situation found in the natural process. To clarify the difference in the immune
response and the role of eosinophils in the immune response induced by different ways
of primary contact with the parasite, this experimental work used three different lineages
of mice: the heterogeneous Swiss, the isogenic Balb/c and the isogenic deficient mice
Balb/c AdbIGATA (animals with a selective deficiency in eosinophil differentiation). In
each lineage the mice was divided in four experimental groups. One group remained
uninfected, the other one was exposed to only one infection with the parasite, the other
was infected with a large number of larvae and challenged, and the last one was
exposed to multiple infections with a low number of larvae and then was challenged with
S. venezuelensis. The evaluation of the infection was done by quantification of larvae in
lung, adult worms in small intestine and eggs in the feces of the host. Immunologic
parameters like the analysis of the cellular infiltrated in the lungs and in the intestine, the
serological response by the ELISA and the analysis of the presence of Th-2 cytokines in

the lung was comparatively analyzed. The data show that mice exposed to multiple



infections with a small number of larvae eliminated the larvae of the challenge infection
earlier than those infected and challenged. The elimination of the larvae was associated
to antibody production and to tissue eosinophilia. The animals previously exposed to the
parasite showed an early increase of IgG and IgM parasite-specific and increased levels
of total IgE, but no parasite-specific IgG2a production was detected in the challenged
animals or in the animals exposed to multiple infections. Despite of the Th-2 immune
response observed in the previously infected mice and the intense infiltration of
eosinophils in the skin and lungs of these animals, the protection against challenge
infection with S. venezuelensis was not affected by absence of eosinophils, showing that

eosinophils are not essential to eliminate the larvae in pre-exposed mouse.
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Helmintos parasitos, especialmente espécies do Filo Nematoda, infectam bilhdes
de seres humanos e animais domeésticos por todo mundo, se tornando um problema de
saude publica e de ordem econbmica principalmente nos paises tropicais e subtropicais
(MACDONALD et al., 2002). Entre os nematédeos parasitos de humanos, as espécies
com maior prevaléncia mundial sdo Ascaris lumbricoides, seguido pela infeccdo por
espécies de ancilostomideos (Necator americanus e Ancylostoma duodenale), e por
Trichuris trichiura. Além dessas, também s&o relativamente freqiientes na populacdo
humana as espécies Wuchereria bancrofti e Brugia malayi, que causam filariose linfatica
(HARNETT e HARNETT, 2008) e espécies causadoras da estrongiloidiase que afetam
aproximadamente 100 milhdes de pessoas (MARCOS et al., 2008) todas podendo evoluir
para casos graves.

Os nematédeos do género Strongyloides pertencem a Classe Secernentea,
Ordem Rhabiditida e familia Strongyloididae (ADAMSOM, 1987). Dentre as 52 espécies
descritas no género Strongyloides, duas foram naturalmente encontradas parasitando o
intestino delgado de seres humanos: o S. stercoralis e o S. fuelleborni, sendo que a
Ultima espécie parasita originalmente primatas, ndo humanos, e tem sido responsavel
pela infeccdo de humanos somente em habitantes de areas restritas da Africa e Papua
Nova Guiné, Zambia, Filipinas, Rhodesia e Peru (SIDDIQUI e BERK, 2001; SPEARE,
1989; TERASHIMA et al., 2000; VADLAMUDI et al., 2006). Em contraste, as cerca de
100 milhdes de pessoas infectadas por S. stercoralis sdo encontradas em mais de 70
paises ao redor do mundo, especialmente em areas de clima quente e Umido como

Sudeste Asiético, Africa e América Latina (GENTA, 1989; SIDDIQUI e BERK, 2003).
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Além de estar associada as condicdes climaticas da regido, a prevaléncia da
estrongiloidiase também esta associada ao nivel sécio econdmico em que vive a
populacdo daquela determinada area como, por exemplo, a falta de saneamento basico
(GENTA, 1989). A prevaléncia de seres humanos infectados nas areas endémicas varia
grandemente, sendo que a maioria dos individuos infectados sédo jovens, do sexo
masculino, de raca branca e que trabalham em contato direto com o solo (VADLAMUDI
et al., 2006; VINEY e LOK, 2007).

Levantamentos recentes indicam que no Brasil, area endémica de
estrongiloidiase, a prevaléncia também € bastante variada. Em Minas Gerais, no hospital
de Uberlandia, Machado e Costa Cruz (1998) constataram que 13% das 300 criancas de
1-4 anos estavam infectadas por S. stercoralis. Egido e colaboradores (2001)
examinando 1.133 pacientes na Amazonia peruana observaram que 221, ou seja, 20%
estavam infectados com S. stercoralis, a maioria desses pacientes eram criancas (em
idade pré-escolar) e idosos do sexo masculino, residentes da periferia urbana.

Apesar de aproximadamente 50% dos individuos infectados cronicamente serem
assintomaticos (CONCHA et al., 2005) sao relatados casos graves de estrongiloidiase
gue podem levar a morte do hospedeiro. As complicagbes da doenca usualmente
ocorrem quando o equilibrio parasito-hospedeiro (mantido pelos mecanismos
imunoldgicos em hospedeiros imunocompetentes) € comprometido, permitindo aumento
da taxa de auto-infeccao e consequente hiperinfeccéo, podendo em alguns casos evoluir
de uma infeccdo assintomatica para uma ameaca a vida do hospedeiro (CONCHA et al.,
2005). Tendo esse fato em vista, o desenvolvimento da resposta imunoldgica no decorrer
da infeccdo por parasitos do género Strongyloides € determinante para o prognoéstico da

infeccdo. Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que em
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modelos de infeccdo experimental a eliminagcdo dos vermes adultos do intestino de
camundongos depende do estabelecimento da resposta Th-2 (NEGRAO-CORREA et al.,
2006), sendo estabelecida a importancia de eosinéfilos em infeccbes primarias
(PEREIRA, 2008) e de mastdcitos intestinais (MARUYAMA et al., 2000; SASAKI et al,
2005). Trabalhos experimentais (FERNANDES et al., 2008) e dados da &area endémica
demonstram que a exposi¢ado primaria do hospedeiro induz protecéo contra re-infeccao.
Entretanto, apesar da sua relevancia para desenvolvimento de novas estratégias de
controle da transmissdo da infeccdo os mecanismos envolvidos neste processo ainda
séo pouco explorados.

Além da limitacdo de informacdes relacionadas aos mecanismos de protecado e
modulacdo da resposta imunoldgica durante a re-infeccao, outros elementos sdo pouco
explorados neste processo, tais como carga parasitaria € nimero de exposi¢cdes. Alguns
modelos experimentais de infeccdo por nematdédeos gastrintestinais mostram que a
exposicdo multipla do hospedeiro a baixa quantidade de formas infectantes do parasito,
como acontece em areas endémicas, pode modificar o perfil da resposta imunolégica
geralmente induzida por infeccbes experimentais utilizando grandes quantidades de
formas infectantes (BANCROFT et al.,, 2001; DEVEER et al., 2007; PEDERSEN e
SAEED, 2001).

Sendo assim, esse trabalho experimental visa investigar a diferenca de resposta
imunoldgica induzida em camundongos infectados com multiplas exposi¢cdes contendo
pequeno numero de larvas de S. venezuelensis comparada com a alta dose de infecgéo
utilizada atualmente em estudos experimentais. Além desse ponto, também se pretende
analisar a importancia do eosindfilo no desenvolvimento da protecdo do hospedeiro aos

diferentes tipos de exposi¢ao ao parasito.
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2.1 Desenvolvimento do parasito

A infeccéo por S. stercoralis ocorre através da penetracdo das larvas de 3° estagio
(Ls), chamadas de larvas filaridides; essas larvas penetram ativamente pela pele, mucosa
oral ou esofagica do hospedeiro. A secrecdo de proteases por essas larvas auxilia na
penetracdo e na migracdo das mesmas pelos tecidos, até atingir a circulacdo sanguinea
(MCKERROW et al., 1990). Ao atingirem a corrente sanglinea, as larvas passam pelo
coracao, capilares pulmonares, e penetram na parede dos capilares dos alvéolos.
Estudos realizados em cées infectados experimentalmente com larvas de S. stercoralis
radioativamente marcadas, sugere que as larvas filaridides possam atingir o pulméo do
hospedeiro através de vias alternativas a migragéo sanguinea (SCHAD et al., 1989). Dos
alvéolos pulmonares as larvas ascendem a arvore bronquica até a laringe onde serdo
expelidas pela expectoracdo, ou deglutidas, atingindo o duodeno e partes mais altas do
intestino delgado do hospedeiro.

Apbs penetrarem na mucosa do intestino delgado, as larvas de Strongyloides
sofrem duas mudas que completam o seu desenvolvimento, se tornando entdo fémeas
adultas (SCHAD et al., 1989; WERTHEIN e LENGY, 1965). Quando estdo sexualmente
maduras essas fémeas fazem postura de ovos partenogenéticamente, ou seja, sem a
presenca de machos (TRIANTAPHYLLOU e MONCOL, 1977).

Desses ovos eclodem, ainda no intestino delgado do hospedeiro, as larvas
rabditéides de 1° estagio (L;), a maioria dessas larvas sao eliminadas nas fezes, porém,
algumas delas podem chegar ao estagio de L3 ainda na luz intestinal do homem. As

larvas que se desenvolvem em Lz penetram na mucosa intestinal (ileo ou colon), re-
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infectando o hospedeiro, tal processo é conhecido como autoinfec¢ao interna (GROVE e
NORTHERN, 1989).

As larvas rabditoides (L;) eliminadas para 0 meio externo juntamente com as
fezes, caso encontrem condi¢cbes adequadas de temperatura e umidade, evoluem para
larvas filaridides (L3;) capazes de infectar o hospedeiro vertebrado completando o ciclo
direto ou homogonico. Entretanto, parte das larvas L; eliminadas no ambiente juntamente
com as fezes do hospedeiro infectado pode passar por quatro mudas, transformando-se
em vermes adultos, machos e fémeas de vida livre, que se reproduzem, originando uma
geracao de vida livre alternada a de vida parasitaria (ciclo indireto ou heterogénico). No
caso de S. stercoralis, os estudos sugerem a existéncia de somente uma geracao de vida
livre, sendo que as larvas geradas pela reproducdo sexuada evoluem em larvas
filarioides infectantes que necessitam penetrar em hospedeiro suscetivel completando o
ciclo indireto ou heterogdnico do desenvolvimento do parasito (SCHAD et al., 1989;
VINEY e LOK, 2007; YAMADA et al., 1991). Outras espécies do género Strongyloides,
sob determinadas condi¢cbes de cultura, como o S. fuelleborni, podem apresentar
consecutivas geracdes de vida livre, porém, ainda ndo se sabe ao certo se esse é um
fendbmeno que ocorre na natureza ou se € dependente de condigbes laboratoriais
especificas (STREIT, 2008). A figura 1 ilustra o ciclo evolutivo do parasito no organismo

humano.
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Figura 1 - Ciclo de vida de S. stercoralis  (Disponivel em:

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Strongyloidiasis.htm modificado por Eschenazi, PD).
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Os fatores que determinam o desenvolvimento do ciclo de vida indireto ainda n&o

estdo completamente esclarecidos. Alguns autores acreditam que a diferenciacdo é

geneticamente determinada na formacéo do ovo. Chang e Graham (1957) descreveram

diferencas entre a ploidia dos vermes de vida livre e de vida parasitaria. Entretanto,

Harvey e Viney (2001), ndao confirmaram essa diferenga de ploidia mostrando que todas

as formas evolutivas do ciclo de vida de Strongyloides séo dipl6ides. Esse mesmo

estudo também demonstrou que a determinacao sexual é genética; fémeas de vida livre

e parasitaria possuem 6 cromossomos, sendo 2 sexuais (2n=6, XX) e os machos

possuem 5 cromossomos (recebem apenas 1 cromossomo sexual) (2n=5, XO0)

(HARVEY e VINEY 2001).
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A diferenciacdo entre fémeas parasitas e de vida livre aconteceria posteriormente
devido a diferenciacéo na expressao génica, que poderia ser influenciada pela resposta
imune do hospedeiro, disponibilidade de nutrientes e temperatura ambiental entre
outros fatores (HARVEY et al., 2000; STREIT, 2008; VINEY, 1999). Portanto, a
diferenciacdo sexual e a evolucdo de fémeas de vida livre ou parasitaria, sao
mecanismos independentes (STREIT, 2008).

Devido a facilidade de serem mantidos em laboratorio, as espécies que
parasitam roedores, como S. venezuelensis e S. ratti sdo utilizadas como modelo para
estudo de diversos aspectos da biologia de Strongyloides, especialmente as alteracdes
imunolodgicas induzidas no hospedeiro. Entretanto, algumas diferencas existentes entre
o ciclo de vida de S. stercoralis e S. venezuelensis devem ser ressaltadas; em S.
venezuelensis ap0s a penetragcdo da L3 em ratos ou camundongos, estas migram
preferencialmente pela musculatura e tecidos subcutaneos até atingir o pulmao
(NEGRAO-CORREA, 1990; TAKAMURE, 1995), os ovos larvados s&o eliminados nas
fezes do hospedeiro, ndo sendo possivel ocorrer o fendmeno da auto-infeccdo (NEVA,
1986; SATO e TOMA, 1990). A infeccdo por S.venezuelensis, em camundongos, tem
como regra a eliminacdo espontanea do parasito pelo hospedeiro entre 12 e 14 dias
(SATO e TOMA, 1990) e em ratos apés 30 — 45 dias (BAEK et al., 2003), embora se
tenha conhecimento de erradicacao espontanea do parasito em casos humanos esses

relatos ndo sdo muito comuns (CONCHA et al., 2005).

2.2 Interacao Parasito-Hospedeiro.
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2.2.1 Patologia

A infecgéo por S. stercoralis pode evoluir diferentemente nos pacientes infectados.
Porém, assim como na grande maioria das infec¢coes produzidas por helmintos, em cerca
de 50% dos individuos infectados a infec¢cdo evolui para uma parasitose crénica e
assintomética. No caso especifico da estrongiloidiase humana a infeccdo pode se
prolongar por varias décadas devido ao fendmeno de auto-infeccao interna (MARCOS et
al., 2008; VADLAMUDI et al., 2006). Entretanto, tém sido relatados casos humanos de
erradicacdo espontanea do parasito, bem como casos sintomaticos graves associados a
hiper-infeccdo e/ou disseminacdo do parasito, passiveis de ocorrer em pacientes
imunossuprimidos, podendo levar o paciente a morte (BRADLEY et al., 1978; CONCHA
et al., 2005; GENTA, 1986; SIDDIQUI e BERK, 2003).

Os pacientes sintomaticos podem apresentar sintomas cutaneo, gastrintestinal e
pulmonar (SIDDIQUI e BERK, 2003). Apesar ndo possuir sintomatologia especifica, 0s
sintomas abdominais comumente relatados em pacientes com estrongiloidiase cronica
consistem de dores abdominais, nausea, anorexia, inchaco abdominal (reclamacéao
mais comum), prurido anal, alternancia de periodos de constipacdo e diarréia. A
presenca de infeccdes mais intensas pode resultar em ma absorcdo de gordura e
vitamina Bi,, e, especialmente em paises subdesenvolvidos, a perda progressiva de
peso tem sido relatada (SIDDIQUI e BERK, 2003; VADLAMUDI et al., 2005).

Além de sintomas intestinais, pacientes infectados pelo S. stercoralis também
podem apresentar sintomas pulmonares inespecificos tais como tosse,
broncoespasmos, respiracdo curta, chiado e infiltrado pulmonar transitorio. Sendo que

raramente sdo relatados casos graves de asma bronquial, bronquite crbénica e
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brocopneumonia decorrentes da infec¢do por S. stercoralis (CONCHA et al., 2005). Os
sintomas cutaneos associados a infec¢do por S. stercoralis consistem de urticaria tipica
denominada de larva currens (SIDDIQUI e BERK, 2003).

Uma outra forma de apresentacdo da doenca € a forma hiperinfectiva na qual o
namero de larvas presente no organismo aumenta, esse fato esta relacionado ao
fendbmeno da auto-infeccédo interna (VADLAMUDI et al., 2006). Além dessa, pode-se
encontrar também a forma hiperinfectiva disseminada na qual o parasito pode ser
encontrado em varios orgdos tais como figado, pulmé&o, coracdo e sistema nervoso
central (SNC) (SIDDIQUI e BERK, 2003). Estas formas graves da estrongiloidiase
(hiper-infeccdo e infeccdo disseminada) estdo associadas a algum tipo de
imunossupressao do hospedeiro com comprometimento da imunidade mediada por
células. Essa imunossupresséo pode ser devido a varios fatores como; uso prolongado
de corticosterdides, linfomas, leucemias, carcinoma, transplantes, infec¢do pelo virus
linfotropico para células T humanas tipo 1 (HTLV-1), subnutricdo, alcoolismo, diabetes
melitus, sindromes nefréticas, glomerulonefrites crénicas (MARCOS et al., 2008;
SIDDIQUI e BERK, 2003; VADLAMUDI et al., 2006).

Sendo assim, podemos considerar que a patogenicidade decorrente da infecgéo
por S. stercoralis e a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro, dependem da resposta

imunologica desenvolvida pelo mesmo.

2.2.2 Resposta imune induzida por nematédeos

Na maioria dos casos, as infec¢cdes causadas por nematddeos gastrintestinais

mesmo sendo cronicas e ocasionando altas taxas de morbidade raramente sdo fatais
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(ANTHONY et al., 2007). Embora varios fatores possam contribuir para altas taxas de re-
infeccbes e cronicidade das infeccdes provocadas por nematddeos, acredita-se que
mecanismos de regulacdo e supressao da resposta imunolégica induzida pelo parasito
tenham papel fundamental neste fenbmeno (HARNETT e HARNETT, 2008). Para
permanecer no hospedeiro e completar seu ciclo de vida, o parasito deve evadir a
resposta imune do mesmo e deve fazé-lo sem grandes prejuizos ao hospedeiro, pois
caso o parasito leve seu hospedeiro a 6bito, ele morrerd junto. Em contrapartida, o
sistema imunolégico do hospedeiro deve eliminar o parasito sem danificar ainda mais o
organismo e também, sem perder a habilidade de responder contra um outro patdgeno
gue possa vir a invadi-lo.

Atualmente sabe-se que a resposta imunoldgica induzida por nematédeos
gastrintestinais € dependente de células T, sendo predominantemente do tipo Th-2, que
€ caracterizada pela producéo das interleucinas (IL) 4, 5, 9 e 13 (LAWRENCE, 2003).
As citocinas ndo atuam diretamente nos parasitos, sendo necessario entendermos
possiveis mecanismos imunoldgicos induzidos pela acdo das mesmas. Assim, maiores
quantidades de IL-4 e IL-13 estimulam a multiplicacdo e diferenciacéo de linfocitos Th-2,
mastdcitos e células caliciformes, que irdo produzir outras quimiocinas e citocinas, como
CCL3 (eotaxina), IL-5 responsaveis pela diferenciacdo e migracdo de eosindfilos para o
sitio da infeccdo (CARA et al., 2000). A producdo de IL-4 também estimula a
diferenciacdo de linfécitos B em plasmacitos e a producédo de alguns isotipos e classes de
anticorpos, como IgG1 e IgE (ABBAS et al., 2008). Existem relatos da atuacéo direta de
IL-4 e/ou IL-13 na mucosa intestinal, aumentando a contracdo muscular (ZHAO et al.,

2003) e a proliferagdo aumentada das células epiteliais intestinais (CLIFFE et al., 2005).
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Apesar dos nematédeos induzirem uma resposta predominantemente tipo Th-2, o
mecanismo responsavel pela eliminacdo dos vermes pode ser diferente para cada
espécie de nematodeo, possivelmente refletindo o microambiente do hospedeiro ocupado
pelo parasito, sua fonte alimentar e possiveis mecanismos evasivos desenvolvidos por
cada espécie de nematdédeo (FINKELMAN et al., 1997; FINKELMAN e URBAN, 2001;
LAWRENCE, 2003; MAIZELS et al., 2004; NEGRAO-CORREA, 2001; NEGRAO-
CORREA e TEIXEIRA, 2006; ONAH e NAWA, 2000). Desta maneira, € possivel citar a
importancia da producéo de IL-4 para eliminagao de Trichuris muris e Heligmosomoides
polygyrus (FINKELMAN et al., 1997), de IL-13 para eliminacdo de Nippostrongylus
brasiliensis (URBAN et al., 1998), de ambas as citocinas para eliminacdo de Trichinella
spiralis (FINKELMAN et al., 2004).

No caso da estrongiloidiase humana, os dados de Porto et al. (2002) com
pacientes infectados tanto pelo HTLV-1 quanto pelo S. stercoralis, sugerem a
importancia dessa resposta imunologica do tipo Th-2 no controle da estrongiloidiase
humana. Os autores mostraram que em pacientes co-infectados pelo virus e por S.
stercoralis, ocorre alta producéo de interferon-gama (IFN-y) induzida pelo virus, citocina
importante para inducdo da resposta imune do tipo Th-1 e na modulagédo negativa da
resposta do tipo Th-2 (ABBAS et al., 2008). Essa producao de IFN-y resulta em uma
significativa reducdo na producdo de interleucina 4 (IL-4), IL-5, IL-13 e IgE,
componentes que provavelmente participam dos mecanismos de defesa contra S.
stercoralis, justificando o agravamento da estrongiloidiase nestes pacientes.

A importancia da resposta Th-2 no mecanismo protetor contra a estrongiloidiase

foi confirmada experimentalmente em trabalho utilizando animais geneticamente
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deficientes para o receptor da cadeia a da IL-4 (IL4Ra™) e animais geneticamente
deficientes em STAT 6 (STAT6™) infectados por S. venezuelensis. Negréo-Corréa et al.
(2006) demonstraram que nos animais IL4Ra” e nos animais STAT6™ ocorria um atraso
na expulsdo do parasito e a fecundidade das fémeas que parasitavam esses animais era
maior do que a observada nos controles selvagens, indicando que a resposta via
IL4AR/STATS6 estava envolvida no controle. Entretanto, animais IL4Ra” ou STAT6" foram
capazes de diferenciar alguns elementos da resposta do tipo Th-2, como producéo de IL-
4 e infiltracdo tecidual de eosindfilos.

Apesar da resposta Th-2 estar associada a inducdo de protecdo imunologica na
maioria dos modelos de infec¢do por nematddeos intestinais, as infec¢cdes naturais nem
sempre induzem resposta puramente Th-2 ou mesmo respostas Th-2 muito intensas,
sugerindo a co-existéncia de componentes regulatorios. O extrato de secrecdo e
excrecdo de Nippostrongylus brasiliensis contém um componente, ainda nao
identificado, capaz de modular negativamente a inducdo de asma experimental em
camundongos. De maneira semelhante, a proteina PAS 1 derivada do Ascaris suum
inibe a inducéo da resposta imunoldgica do tipo Th-2, e a glicoproteina ES-62 presente
nas filarias possui capacidade anti-inflamatoria (HARNET e HARNET, 2008).

Alguns dos mecanismos de regulacao do sistema imunoldgico sédo controlados por
uma populacdo de células conhecidas como células T regulatérias ou Treg. Essas
células liberam citocinas com fun¢des moduladoras, como IL-10 e TGF-[3, capazes
de controlar a intensidade das respostas imunes efetoras com o objetivo de manter a
homeostase do organismo e de diminuir a extensdao dos danos causados pelo sistema

imunoldgico. Foram descritas varias sub-populacdes dessas células sendo que as duas
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principais sdo as células Foxp3'CD4'CD25" e a populacdo de linfocitos T CD4*
periférica que apds a exposicdo ao antigeno na presenca de sinais especificos,
como citocinas desativadoras, ou de drogas passam a exercer a funcao de
reguladoras (BELKAID et al., 2006).

Entretanto, o efeito modulatorio exercido pela inducdo das ceélulas Treg
sobre a resposta imune protetora pode favorecer a sobrevivéncia do parasito no
organismo levando a cronificacdo das infeccdes parasitarias (BELKAID et al.,
2006). Aproveitando-se desse fato, alguns nematédeos parasitos, como
Heligmosomoides polygyrus podem estimular a agédo dessas células prolongando
sua estadia no hospedeiro (BELKAID et al., 2006). Estudos da resposta
imunoldgica pulmonar induzida pela exposicdo de camundongos a Ovalbumina
(OVA) mostram que animais que foram conjuntamente expostos a extratos
protéicos de Toxocara leonina e OVA produzem elevada concentragédo de IL-10 e
TGF-B no pulmdo e consequentemente menor reacdo aos antigenos de OVA
(LEE et al., 2008). A proteina PAS-1 de A. suum inibe a hipersensibilidade tardia a
antigenos de OVA em camundongos mostrando uma potente atividade
imunossupressora tanto para respostas Th-1 quanto para respostas Th-2, que
parece ser mediada pela inducéo de grandes quantidades de IL-10 (OSHIRO et
al., 2006).

As evidéncias de que esses parasitos podem prevenir doencas alérgicas e
inflamatoérias nos levam a acreditar na utilizacdo do parasito ou de seus produtos

no tratamento de enfermidades como doenca de Crohn, doengas intestinais
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inflamatodrias, asma e outras. Por outro lado, a acdo dessas ceélulas pode
prejudicar o estabelecimento de uma resposta imune protetora, que elimine o

parasito, contra re-infec¢des ou contra antigenos vacinais.

2.3 Mecanismos imunoprotetores

2.3.1 Infeccdes priméarias

Dentre as alteragBes imunoldgicas frequentemente observadas em hospedeiros
infectados por nematdédeos gastrintestinais, a participacdo dos eosindfilos no
mecanismo protetor desenvolvido pelo hospedeiro permanece controverso (CARA et
al., 2000; ONAH e NAWA, 2000). Eosindfilos podem participar diretamente do controle
de nematdédeos gastrintestinais, através degranulacdo e liberacdo de enzimas e
proteinas toxicas ao parasito. Dentre essas temos a Peroxidase de Eosindfilo (EPO),
enzima presente nos granulos pré-formados do eosindfilo que degradam paredes
celulares de helmintos, protozoarios e causam dano tecidual, e a Proteina Bésica
Principal (MBP) proteina presente nos granulos pré-formados dos eosinofilos que séo
toxicas para helmintos, bactérias e para o préprio tecido do hospedeiro (ROTHENBERG
e HOGAN, 2005). A degranulacdo dos eosindfilos neste processo € dependente da
producdo de anticorpos especificos e/ou da ativacdo do sistema de complemento.
Assim, formas do parasito opsonizadas por anticorpo ou por fatores do complemento

ligam-se a eosindfilos, através de receptores especificos e essa ligacdo leva a

degranulc¢éo celular (GLEICH et al., 1993).
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Outra forma de atuacao do eosindfilo é que uma vez ativado, ele pode secretar
precocemente IL-4, fator de crescimento e diferenciacdo de linfécitos T (SABIN et al.,
1996). Em trabalho experimental, in vitro, Padigel et al., (2006) demonstraram utilizando
eosinofilos retirados de camundongos e mantidos em cultura que quando em contato
com antigeno soltvel de S. stercoralis essa célula aumenta a expressdo de CD 69
(molécula marcadora da ativacdo de eosindfilos), CD86 (molécula co-estimulatéria para
ativacdo de linfécitos T) e de MHC de classe Il. Estes eosindfilos ativados, em contato
com células T CD4" virgens, foram capazes de estimular a célula T a produzir IL-5,
demonstrando que eosindfilos ativados com o antigeno de S. stercoralis podem atuar
como células apresentadoras de antigeno (APC) para diferenciacdo de células T virgens.

Especificamente na infeccdo produzida por nematédeos do género
Strongyloides, existem varias evidéncias da participacdo de eosinofilos no
desenvolvimento da resposta protetora. Em modelo experimental de infeccdo por S. ratti
utilizando anticorpo monoclonal anti IL-5 (mAb), Watanabe et al. (2003) demonstraram
gue a neutralizacdo de IL-5 nos animais infectados, resultou em queda da eosinofilia
periférica e aumento da contagem de ovos nas fezes, do numero de larvas em
migracdo e da carga parasitaria intestinal nos camundongos tratados comparado aos
nao tratados. Neste mesmo modelo experimental, o tempo de duracdo da infeccéo
primaria ndo foi alterado em decorréncia da neutralizacdo de IL-5, sugerindo aos
pesquisadores que a eosinofilia induzida por IL-5 participa da destruicdo das larvas,
mas ndo € importante para expulsdo dos vermes adultos do intestino dos
camundongos. Outro trabalho utilizando mAb anti-IL-5 e infeccdo de camundongos por S.
venezuelensis também verificou que a neutralizacdo de IL-5 durante a infec¢do reduziu a

contagem de ovos nas fezes e 0 niumero de vermes recuperados do intestino de animais
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tratados (KORENAGA et al.,, 1991). Herbert et al. (2000) utilizando camundongos
C57BL/6J selvagens, transgénicos, para IL-5 ou geneticamente deficientes na producao
de IL-5 mostraram que durante a infecgédo primaria, houve aumento na sobrevivéncia das
larvas do parasito nos animais IL-5 deficientes e diminuicdo da sobrevivéncia das
mesmas nos animais transgénicos quando comparados ao controle selvagem.

Entretanto, a auséncia de IL-5 além de afetar a diferenciacdo e migracdo dos
eosinofilos para o tecido também é uma citocina que esta envolvida na promocéo da
diferenciacdo de linfécitos T (KORENAGA et al., 1991), e que em camundongos, mas
ndo em humanos, participa da ativacdo de linfécitos B1 CD5+ que produzem IgM
(HERBERT et al., 2000) Desta forma, animais deficientes na producédo de IL-5 (IL-57)
possuem a producdo de IgM parasito-especifica prejudicada, que pode afetar o
estabelecimento da resposta imune adaptativa contra S. stercoralis (HERBERT et al.,
2000).

Camundongos com delecdo de um sitio de ligacdo de alta afinidade no fator de
transcricdo GATA-1 (essencial para maturagcdo de eritrécitos, megacariocitos e
eosindfilos), perdem seletivamente somente a linhagem eosinofilica in vivo (YU et al.,
2002). Trabalhos preliminares do nosso grupo de pesquisa utilizando esses
camundongos (AdblIGATA) demonstram que os camundongos seletivamente deficientes
na maturacao de eosinofilos apresentam carga parasitaria elevada e atraso na expulsao
do S. venezuelensis quando comparados com os controles selvagens, o que sugere
gue o eosindfilo € uma importante célula na resposta inata ao S. venezuelensis
(PEREIRA, 2008).

Pacientes humanos infectados por S. stercoralis também apresentam aumento

nos niveis de IL-5 no sangue periférico e eosinofilia elevada, sugerindo que, assim
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como nos modelos experimentais, o eosinoéfilo e seus mediadores quimicos podem
participar da imunidade adquirida contra a infeccao por S. stercoralis em humanos, bem
como da génese de sua patologia (MIR et al., 2006).

Além de eosinofilia, a resposta do tipo Th-2 induz elevacdo dos niveis de IgE,
mastocitose e aumento das células caliciformes na mucosa intestinal. O envolvimento
do mastécito na eliminacdo dos parasitos € demonstrado atraves da utilizacdo de
animais W/W" (congenitamente deficientes em mastdcitos) infectados por S. ratti. Esses
animais apresentaram um pico maior e mais persistente de larvas circulantes e a
expulsdo dos vermes adultos do intestino foi significativamente mais lenta que a
observada nos animais infectados ndo deficientes. Nesse mesmo trabalho realizou-se
a transferéncia de medula 6ssea de camundongo ndo deficiente para o camundongo
deficiente, resultando em restabelecimento da mastocitose intestinal induzida pela
infeccdo e restauracdo do processo de eliminagdo dos vermes adultos (NAWA et al.,
1985). Outra evidéncia da participacdo de mastocitos no mecanismo de expulsdo de
Strongyloides foi apresentado por Abe e Nawa (1987) que demonstraram que em
camundongos sem timo, a resposta protetora contra S. ratti foi restaurada apés
tratamento prolongado com IL-3, sendo assim, esse tratamento foi capaz de restaurar a
mastocitose intestinal nestes camundongos. Este mesmo tratamento com IL-3 nao
restaura a capacidade dos camundongos sem o timo eliminarem Nippostrongylus
brasiliensis (ABE et al., 1992). A importancia da mastocitose intestinal na eliminacdo de
S. venezuelensis foi novamente confirmada durante a infeccdo em camundongos
geneticamente deficientes em IL-3 (LANTZ et al., 1998) e em camundongos deficientes
na producédo da subunidade p85a do complexo phosphatidylinositol-3 quinase (PI3K).

Essas deficiéncias resultaram em auséncia de mastécitos no intestino e no peritdneo,
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tornando os animais altamente susceptiveis a infeccdo por S. venezuelensis (FUKAO,
2002). Mais recentemente, Sasaki et al. (2005) demonstraram que camundongos
tratados com IL-18 e IL-2 mostraram grande mastocitose intestinal e rapida expulsao de
vermes adultos de S. venezuelensis implantados no intestino. Porém, quando
camundongos deficientes na producdo de mastocitos foram submetidos ao mesmo
tratamento, eles falharam em expulsar o parasito.

A ativacdo de mastocitos ocorre principalmente através da ligacdo cruzada de
receptores de alta afinidade para IgE (FceRl), processo de ADCC, que induz a liberacdo
de enzimas proteoliticas, citocinas e mediadores inflamatorios, que além de atuar
diretamente sobre o verme, induzem modificacdes fisioldgicas, tais como aumento de
permeabilidade, de motilidade da mucosa intestinal, e infiltracdo de células que podem
atuar na eliminacdo deste parasito (ABBAS et al., 2008). Além da ativagéo via IgE, o
mastocito também pode ser ativado levando a secrecdo seletiva do contetdo de alguns
granulos através do contato com SCF, fatores C3a e Cba produzidos durante a ativagcédo
do sistema complemento, por neuropeptideos (substancia P), por ligantes de receptores
do tipo Toll (TLR) expressos em sua membrana e apds a exposicao a certas citocinas,
como IL-2, IL-18, IL-4 e IFN-y (BROWN et al., 2007; SASAKI et al., 2005). Além da
secrecdo de mediadores inflamatorios e proteases capazes de produzir alteracdes
fisiologicas, mastocitos ativados durante a infeccdo por nematddeos gastrintestinais
secretam proteoglicanas fortemente sulfatadas que dificultariam a fixacdo dos vermes no
epitélio da mucosa intestinal e, consequentemente facilitariam a eliminagcdo dos mesmos
(MARUYAMA e NAWA, 1997; MARUYAMA et al., 1998; MARUYAMA et al.,, 2000;

MARUYAMA et al., 2003). Mecanismo semelhante também pode ocorrer com a secre¢éo
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de mucinas sulfatadas produzidas por células caliciformes durante a infecgédo (ISHIKAWA
et al., 1995; MARUYAMA et al., 2002).

A participacdo de anticorpos na resposta imune protetora desenvolvida contra
nematodeos parasitos foi inicialmente sugerida pela freqiente elevagédo de anticorpos,
especialmente IgE e 1gG1 (em camundongos) ou 1gG4 (para humanos), durante as
infeccdes. A transferéncia de soro imune ou de fragcfes purificadas contendo anticorpos
para animais ndo infectados resultou em diminuicdo de carga parasitaria em alguns
modelos de infeccdo por nematddeos gastrintestinais, sugerindo a participacdo de
anticorpos no processo de eliminacdo de vermes adultos. Um desses modelos é o de
Ligas et al. (2003) no qual transferéncia de soro completo ou de IgG e IgM purificados
de camundongos imunizados contra S. stercoralis para camundongos virgens levou a
reducdo no numero de larvas vivas recuperadas. Entretanto, a participacdo de
anticorpos no mecanismo protetor contra nematdédeos, especialmente durante a
infeccdo primaria, ainda € bastante controversa. A principal razdo para esta
controvérsia baseia-se na possibilidade de induzir protecdo contra alguns nematédeos
gastrintestinais na auséncia de qualquer nivel detectavel de anticorpos especificos.
Uma forte evidéncia experimental da possibilidade de induzir uma resposta protetora
durante a infeccdo priméria na auséncia de anticorpos foi apresentada por Herbert et al.
(2002) em duas linhagens diferentes de camundongos deficientes na producéo de
linfcitos B. Os autores demonstraram que os camundongos deficientes foram capazes
de eliminar larvas de S. stercoralis de maneira semelhante ao observado em
camundongos capazes de produzir anticorpos especificos. E preciso ressaltar que o S.
stercoralis ndo é parasito natural de camundongos, o que gera limitacbes a

extrapolacao desses resultados.
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2.3.2 Re-infecgoes

Em animais previamente expostos a infeccdo por nematdédeos gastrintestinais,
como Strongyloides sp., tem sido relatado que o controle do parasito inicia-se
precocemente, com reducdo de carga parasitaria e fecundidade dos vermes
recuperados. No caso da re-infeccdo de camundongos C57BL/6 e de ratos Wistar por
S. ratti, houve diminuicdo da carga parasitaria de vermes adultos, reducdo de ovos
eliminados nas fezes e diminuicdo do tempo necessario para a eliminacdo do parasito,
tais fendbmenos foram cineticamente associados ao aumento da eosinofilia periférica
(DAWKINS et al., 1982). Existem outros trabalhos com resultados similares
demonstrando reducdo de carga parasitaria durante o processo de re-infeccdo de
camundongos com S. venezuelensis (FERNANDES et al., 2008; SATO e TOMA, 1990;
NEGRAO-CORREA, 1990; NEGRAO-CORREA et al., 2004;). Estes dados revelam que
a reducdo da carga parasitaria ocorre precocemente, ocorrendo redugdo no niamero de
larvas que atingem o pulm&o e dos vermes que chegam ao intestino, que séo
eliminados antes atingir maturidade sexual. Sendo assim, diferentemente do que
acontece na infecgdo primaria, no caso de re-infeccbes a imunidade estaria
principalmente direcionada contra larvas durante o processo de migracdo e
estabelecimento no intestino. Os mecanismos responsaveis pela ocorréncia desse
fendmeno ainda n&o estdo completamente esclarecidos.

A participacdo de eosinofilos no mecanismo de destruicdo das larvas de
Strongyloides em animais previamente expostos ao parasito foi sugerida em varios

modelos experimentais. A administragdo de anticorpos monoclonais anti-IL-5 ou anti-IL-
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5R (anti receptor de IL-5) ocasionou um aumento no numero de larvas recuperadas do
pulmdo durante a re-infeccdo por S. venezuelensis (KORENAGA et al., 1991). De
maneira semelhante, a administracdo de anticorpos anti IL-5 também resulta em
aumento no numero de larvas de S. stercoralis em camundongos previamente
imunizados (ROTMAN et al., 1997). Ainda utilizando S. stercoralis foi demonstrado que
camundongos geneticamente deficientes na producgéo de IL-5 ndo desenvolveram uma
resposta protetora eficiente contra a re-infeccdo com o parasito (HERBERT et al.,
2000).

Entretanto, estudos mais recentes sugerem que eosinoéfilos ndo sdo essenciais
para o desenvolvimento de protecdo em animais previamente expostos ao parasito.
Galioto et al. (2006) utilizando camundongos tratados com anticorpo monoclonal anti-
CCR3 (receptor de eotaxina, quimiocina que atrai eosindfilo para o sitio inflamatorio),
demonstraram que, nos animais previamente infectados por S. stercoralis e tratados
com anti-CCR3, os eosindfilos ndo sdo atraidos para o local onde as larvas do parasito
foram implantadas. Apesar da falta de infiltracdo de eosindfilos as larvas implantadas
Nnos animais previamente expostos ao parasito foram destruidas de maneira semelhante
nos animais tratados ou ndo com anti-CCR3. No mesmo trabalho, foram testados
camundongos geneticamente deficientes na producdo do receptor de CXCL2
(CXCR2™), quimiocina envolvida com o recrutamento de neutréfilos para o sitio
inflamatorio (ABBAS et a., 2008), sendo demonstrado que a deficiéncia no
recrutamento de neutrofilos para o local da implantagcdo das larvas de S. stercoralis
implicou em reducdo da protecdo em camundongos previamente imunizados. Os
autores também verificaram que independente da deficiéncia na migracdo celular, os

animais previamente expostos ao parasito foram capazes de produzir anticorpos



38

parasito-especificos. Estes dados indicam que neutrdfilos, mas ndo eosindfilo, sdo
essenciais para a destruicdo das larvas de S. stercoralis durante o processo de re-
infeccdo em camundongos.

Diferentemente dos dados conflitantes relatados durante a infeccdo priméria, a
resposta mediada por anticorpos esta associada ao processo de protecdo observado
em infec¢des secundarias por Strongyloides. Em pacientes humanos a importancia das
Ig’'s na protecdo contra a infeccdo por S. stercoralis pode ser demonstrada quando
comparamos 0s niveis de IgM e IgG no soro de pacientes com estrongiloidiase
assintomatica ou oligossintomatica com os niveis dessas Ig’s no soro de pacientes com
a doenca grave, nesses Uultimos, o nivel das Ig’'s no soro € menor que nos primeiros
(CARVALHO et al., 1983).

Um trabalho experimental que demonstra a possivel participacdo da producéo de
anticorpos especificos no mecanismo de protecdo contra S. venezuelensis € o de
Fernandes et al. (2008) que demonstra um aumento de IgG1l, IgG2 e IgG3 parasito-
especificas em animais previamente imunizados com Ag soluvel de larva.

Camundongos Balb/CByJ imunizados contra o L3 de S. stercoralis demonstraram
aumento de IgA, IgM e IgG1 especificas contra Ag sollveis da larva e presenca de IgM
especifica contra Ag de superficie de larva (ABRAHAM et al., 1995). A transferéncia de
soro completo ou de IgG e IgM purificados de camundongos imunizados contra S.
stercoralis para camundongos ndo primados levou a uma reducédo de 80% no numero
de larvas vivas recuperadas da camara de difusdo implantadas nesses camundongos.
Nesse mesmo trabalho foi demonstrado também que a inibicdo do fator C; da cascata

do complemento, leva a reducdo da protecédo contra S. stercoralis conferida pela IgG



39

transferida de animais imunizados para animais expostos primariamente ao parasito
(LIGAS et al., 2003).

Camundongos geneticamente deficientes na producdo de linfécitos B quando
imunizados e depois expostos ao S. stercoralis gastam mais tempo que seus controles
selvagens, para eliminar o mesmo de seu organismo. O fendbmeno ocorre apesar da
elevada producéo de IL5 e eosinofilia no microambiente da larva (HEBERT et al., 2002).

Baseado nos dados apresentados existem evidéncias experimentais da
participacdo de eosindfilos, neutréfilos e anticorpos no mecanismo de protecdo contra
larvas infectantes de Strongyloides stercoralis em camundongos, porém, essa espécie
de Strongyloides ndo é capaz de completar seu ciclo de desenvolvimento nos
hospedeiros utilizados, o que consiste em mais um obstaculo para extrapolacdo dos
dados de laboratérios para a situacdo do campo. Outro fator pouco considerado no
estudo da imunidade adquirida € a carga parasitaria e o nimero de exposi¢cdes do
hospedeiro ao parasito, uma vez que o perfil final de uma resposta imune adaptativa
depende da maneira como o sistema imunologico foi ativado no primeiro encontro com o
patégeno (DE VEER et al., 2007).

Nas infec¢cdes humanas o hospedeiro é repetidamente exposto a uma pequena
guantidade de parasito que pode se acumular no organismo dando origem a altas
cargas parasitarias e estimulando frequentemente este hospedeiro. Desta forma, a
principal critica a extrapolagdo de resultados obtidos em modelos experimentais de
infecg@o por nematddeos reside no fato dos modelos normalmente utilizarem uma Unica
infeccdo com um numero elevado de parasitos, o que representaria uma resposta

artificial (HAYES et al., 2004).
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Nesse contexto, infeccbes repetidas com baixas cargas parasitérias,
denominadas de “trickle infection”, tém sido usadas para produzir em laboratério uma
situacdo mais fidedigna a encontrada na natureza (HAYES et al., 2004). Este tipo de
estimulacdo do hospedeiro tem resultado em grandes alteracfes no padrdo de resposta
imunoldgica e, consequentemente, na eliminacdo de alguns nematodeos parasitos.

Em sua revisdo, Maizels et al. (2004) citam um trabalho experimental no qual foi
constatado que quando camundongos expostos a altas doses infectivas de
Nippostrongylus brasiliensis, estabelecem uma infeccdo breve com estimulacdo de uma
forte resposta protetora do tipo Th-2. Entretanto, quando a dose infectante a qual o
camundongo era exposto era do tipo trickle, baixa e repetitiva, a infeccdo estabelecida
era do tipo cronica. Posteriormente, Bancroft et al. (2001) demonstraram que a carga
parasitaria a qual o camundongo é exposto também influencia no tipo de resposta
induzida por Trichuris muris. Cargas parasitarias elevadas induzem uma resposta do
tipo Th-2 e a resisténcia do hospedeiro, enquanto mdultiplas infeccbées com pequeno
numero de larvas deste mesmo nematdédeo induzem uma resposta do tipo Th-1 e a
suscetibilidade do hospedeiro a novas infecgdes.

Ao contrario do observado em camundongos, Pedersen e Saeed (2001)
demonstraram que porcos submetidos a varias infeccées com um pequeno nimero de
ovos de T. suis apresentaram uma grande resisténcia a re-infec¢des, com reducédo de
96% no numero de vermes recuperados quando comparados aos porcos que nao
receberam infeccao prévia.

Desta forma, o trabalho experimental aqui apresentado pretende comparar
parametros parasitolégicos e imunolégicos induzidos pela exposicdo prévia de

camundongos a multiplas infec¢cdes com baixo numero de larvas de S. venezuelensis
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(10 infeccdes com 10 L3) ou pela infeccdo Unica com alto nimero de larvas (100 L3) no
desenvolvimento de protecéo contra infeccdo desafio. Juntamente com esses aspectos,
pretendemos avaliar diretamente o papel do eosinofilo no processo de re-infecgédo

utilizando animais incapazes de maturar essas células.



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da exposicdo a multiplas infecgbes com baixa carga parasitéria e
da eosinofiia no desenvolvimento da resposta protetora contra Strongyloides

venezuelensis em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

1) Verificar comparativamente a cinética da infeccdo por Strongyloides venezuelensis em
camundongos infectados, camundongos infectados e re-infectados e em camundongos

submetidos a multiplas infeccBes com poucas larvas de S. venezuelensis;

) Examinar parametros da resposta imunolégica induzida pela infeccdo por
Strongyloides venezuelensis em camundongos infectados, camundongos infectados e
re-infectados e em camundongos submetidos a mdltiplas infeccdes com poucas larvas

de Strongyloides venezuelensis;

[II) Avaliar a participacdo de eosindéfilos no estabelecimento da resposta imunolégica
protetora induzida pela infeccdo por Strongyloides venezuelensis em camundongos
infectados, camundongos infectados e re-infectados e em camundongos submetidos a

multiplas infec¢cdes com poucas larvas de Strongyloides venezuelensis,



4 METODOLOGIA
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4.1 Animais experimentais

Todos os animais utilizados para realizagcdo desse trabalho foram mantidos em
gaiolas apropriadas e alimentados com racao granulada para camundongos (Labina,
fabricado por Cargill Nutricdo Animal Ltda, S&o Paulo, Brasil) e &gua potavel ad libitum.

Rotineiramente antes do inicio do experimento, todos os animais utilizados foram
submetidos ao tratamento oral com 4 mg/Kg de Ivermectina (Laboratorio Chemitec Agro
— Veterinaria, S&o Paulo, Brasil) por sete dias consecutivos (KLEMENT et al., 1996) e
com 75 mg/KG em dose Unica de Cestox® (MERCK). No 10° dia apés o final do
tratamento os animais foram aleatoriamente separados nos diferentes grupos
experimentais e infectados por S. venezuelensis, conforme descrito nos delineamentos
experimentais.

Os procedimentos experimentais receberam aprovacao prévia do Comité de
Etica Animal (CETEA-UFMG) sob protocolo nimero 104/07, que se encontra em anexo.

Para a realizacdo do trabalho foram utilizados Rattus norvegicus da linhagem
wistar provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Mias Gerais (UFMG), para manutencdo da
cepa de S. venezuelensis. Os experimentos foram inicialmente realizados em
camundongos Swiss provenientes do CEBIO-ICB-UFMG. Posteriormente, para verificar
a participacdo de eosinofilos no mecanismo de protecdo a re-infeccdo foram utilizados
camundongos AdbIGATA (background genético de Balb/c), (YU et al., 2002) importados
pelo Professor Dr. Mauro Martins Teixeira e mantidos no biotério do Departamento de
Parasitologia, e camundongos Balb/c ndo deficientes (WT, para controle selvagem dos

camundongos geneticamente deficientes), provenientes do CEBIO-ICB-UFMG.
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4.2 Obtencao do parasito

A linhagem do parasito S. venezuelensis foi inicialmente isolada de Rattus
novergicus (BRENER e CHAIA, 1960), que no momento do isolamento consistia de
uma infecgdo mista de S. venezuelensis e S. ratti. Durante as infecgdes sucessivas em
ratos da linhagem Wistar, a espécie S. ratti foi perdida permanecendo somente a
espécie S. venezuelensis (Marcos Pezzi Guimardes, comunicacado pessoal). A cepa de
S. venezuelensis é mantida por infeccdes sucessivas em ratos Wistar no Departamento
de Parasitologia, ICB-UFMG.

Para obtencdo de formas infectantes (L3) de S. venezuelensis utilizadas nas
infeccdes, fezes dos ratos Wistar, entre o 7° e 20° dias de infecgao, foram coletadas
para realizacdo de coprocultura. As coproculturas foram feitas misturando-se as fezes
desses ratos, contendo ovos do parasito, com vermiculita, utilizada como substrato de
crescimento e para aeracdo do ambiente, na proporcdo de 1:2. A coprocultura foi
umedecida e mantida na estufa a 28°C, por 48 a 72 h, permitindo a eclosdo e
desenvolvimento das larvas do parasito até a fase infectante (Ls).

As larvas Lj presentes na coprocultura foram isoladas através da técnica de
Baermann Morais, lavadas em solucéo fisiolégica (0.85% NaCl) apds a sedimentacao
das larvas o sobrenadante era retirado e acrescentava-se mais solugéo fisiolégica, tal
processo foi repetido quatro vezes, quantificadas, por amostragem, e utilizadas para
infeccdo dos camundongos.

As infeccdes foram realizadas pela inje¢do subcutanea na regido abdominal dos
camundongos. A quantidade de larvas utilizada na infeccao e re-infec¢do de cada grupo

experimental esta detalhadamente descrita no delineamento experimental.
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4.3 Obtencao do antigeno soluvel de larva

Larvas infectantes (Ls) de S. venezuelensis também foram utilizadas para a
producéo de antigeno total de Ls. Para este propdsito as Lz recuperadas pela técnica de
Baermann Moraes foram lavadas com tampéo fosfato — PBS (1,4M de NaCl, 20mM de
KCI, 15mM de KH,PO4 e 43 mM de Na,HPO,0) e ressuspensas em PBS contendo um
coquetel de inibidor de protease (Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA - 1 tablete
em 25 mL de PBS). As larvas presentes nessa suspensao foram inicialmente rompidas
com pérolas de vidro (212-300 microns, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
misturadas em vortex (5 ciclos de 1 min). Posteriormente, as larvas processadas foram
transferidas para outro tubo e completamente destruidas em Sonicador (PGC
Scientific,Frederick MD), utilizando-se 10 ciclos de 30s em poténcia maxima, com
intervalos de 1 min.

O homogenato de larvas foi centrifugado a 400 g por 30 min., as proteinas
soluveis de larvas filaribides foram recuperadas com o sobrenadante e a sua
concentracdo determinada pelo método de Lowry (1951) antes de serem aliquotadas e

estocadas a -20°C.

4.4 Delineamento experimental
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4.4.1 Efeito da resposta imunolégica protetora cont ra infeccdo desafio apds
diferentes formas de exposi¢céo ao parasito vivo.

Apobs o tratamento anti-helmintico, 50 camundongos da linhagem Swiss, fémeas,
com idade entre 6 e 7 semanas de vida foram aleatoriamente separados em quatro
grupos, sendo que desses quatro grupos trés foram expostos de diferentes maneiras ao
S. venezuelensis e um grupo nao foi infectado.

O primeiro grupo foi submetido a 10 infeccdes, realizadas em dias alternados,
com uma carga parasitaria de 10 Lz cada (IT - Infeccdo Trickle), ao final dessas 10
infeccdes, os animais desse grupo foram submetidos a uma infec¢do desafio com 500
Ls.

Os camundongos pertencentes ao segundo grupo (IR — Infecgéo e re-infeccao),
foram inicialmente infectados com 100 Lz, juntamente com a primeira infeccdo do grupo
IT, e posteriormente, foram desafiados com 500 L3 juntamente com o0s animais do grupo
IT.

O terceiro grupo experimental (IP) foi submetido somente a infeccdo primaria
com 500 L; realizada juntamente com a infec¢éo desafio dos grupos 1 e 2.

Os animais pertencentes ao quarto grupo (NI) ndo foram infectados e serviram
como controle do experimento.

No segundo, sétimo e décimo dias apos ultima infeccdo, cinco animais de cada
grupo foram sacrificados para obtencdo de soro (realizacdo da ELISA), pulmao
(recuperacédo de larvas e quantificacdo de EPO), intestino (recuperacdo de vermes

adultos e quantificacdo de EPO) e fezes (quantificacdo de ovos do parasito por grama
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de fezes). Um esquema representando a estrutura experimental pode ser visto na figura

2.

50 Fémeas
Swiss

I
Tratamento anti-helmintico

IT IR IP NI
15 animais 15 animais 15 animais 5 animais
10 infecgdes 1 infeccdo
10 Lz cada 100 L3

I
Infeccdo com 500 Lj
I

|
Sacrificio 2, 7 e 10 dpi.

Soro Intestino Pulmao Fezes
| I I I
19G Vermes adultos, Larvas, EPO Ovo
EPO

Figura 2 - Delineamento experimental 1.

4.4.2 Participacdo de eosindfilos na resposta imuno  légica protetora contra
infeccao desafio apds diferentes formas de exposica 0 ao parasito vivo.

Com o intuito de avaliar detalhadamente a resposta imunologica e a
participacdo de eosindfilos durante o processo de re-infecgcdo de camundongos com S.

venezuelensis, 35 camundongos machos da linhagem isogénica Balb/c e seletivamente
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deficientes na maturacéo de eosindfilos (AdbIGATA) e 35 camundongos machos Balb/c
nao deficientes, com idade entre 6 e 7 semanas de vida, foram aleatoriamente
separados em grupos experimentais semelhantes aos descritos anteriormente. Os
camundongos Balb/c (WT) e Balb/c AdbIGATA (KO) foram divididos em 4 grupos cada.
Trés desses grupos receberam diferentes tipos de infeccdo e um grupo néo recebeu
infeccdo,conforme detalhamento abaixo:

Dez camundongos de cada linhagem, WT (WT IT) e KO (KO IT), foram
submetidos a 10 infec¢bes sucessivas, realizadas em dias alternados, com uma carga
parasitaria de 10 L; cada. Ao final dessas 10 infec¢des, os animais desse grupo foram
submetidos a uma infeccdo desafio com 500 Lz. Outros dez camundongos de cada
linhagem (WT IR e KO IR) foram submetidos a uma primeira infeccdo com 100 Ls,
juntamente com a primeira infeccdo dos animais IT, e posteriormente foram re-
infectados com 500 L3 cada, juntamente com a infeccdo desafio dos animais IT. O
terceiro grupo experimental de cada linhagem (WT IP e KO IP) foi submetido somente a
infeccdo priméaria com 500 L3 no momento da infeccdo desafio dos demais grupos
experimentais. Os animais restantes ndo foram infectados e receberam a denominacao
WT NI e KO NI.

Cinco animais de cada grupo foram sacrificados no segundo e sétimo dias ap6s
tltima infeccdo para coleta de materiais para analise. Um esquema representando essa

estrutura experimental pode ser visto na figura 3.
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35 Machos Balb/C AdbIGATA 35 Machos Balb/C WT
4-6 semanas 4-6 semanas

I Tratamento anti-helmintico I

KO IT KO IR KO IP KO NI WTIT WT IR WT IP WT NI
10 10 10 5 10 10 10 5
10 infecgbes 1 infecgéo 10 infecgbes 1linfecgéo
10 Lscada 100 L3 10 Lycada 100 Ls
I Infecgdo com 500 L; I I Infec¢éo com 500 L, I
1 |

Sacrificio 2 e 7dpi.

| | | l
BAL Ilntestino I !Pulméo ! IFezes I Pele

T 1
IgE, IgG1, Contagem de Vermes adultos, Larvas, EPO, I Ovo I I EPO e MPO I
1gG 2ae IgM leucdcitos EPO, MPO MPO, II-4, IL-13 e IL-5

Figura 3 - Delineamento experimental 2.

Foram realizados dois experimentos para cada delineamento experimental, que

apresentaram resultados semelhantes.

4.5 Sacrificio dos animais e Obtencédo do Soro.

Cada animal foi anestesiado intraperitonealmente com Ketamina/Xilazina (150
mg/Kg de Dopalen — Sespo Industria e comércio Ltda, Jacarei - SP - Br + 10 mg/Kg de
Kensol — Laboratérios kding S.A. — Avellaneda - Argentina) e o sangue foi retirado pelo
plexo braquial. Apés a retirada do sangue os animais anestesiados foram sacrificados
por deslocamento cervical e necropsiados para quantificacdo da carga parasitaria e

avaliacdo das alteragGes imunologicas.
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O sangue recolhido permaneceu em temperatura ambiente até coagular e
posteriormente foi mantido a 4 °C, por cerca de 12 h, para retracdo do coagulo. Apos a
formacdo e retracdo do coagulo, o sangue foi centrifugado (1500 g, 4 °C por 10

minutos) o soro retirado, aliqguotado e mantido a — 20 °C.

4.6 Obtencao da pele

A pele utilizada nos ensaios de EPO e MPO, descritos posteriormente, foi
retirada do quadrante direito inferior do abdémen dos camundongos, local da infeccéo.
O pélo foi retirado por raspagem com lamina cortante, a pele foi separada da camada

de gordura, cortada, pesada e armazenada a -20°C até o processamento.

4.7 Avaliacdo da resposta humoral

Com o soro coletado dos animais nos dias de sacrificio foram realizados ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) para avaliar a presenca de IgE total, IgG, 1gG1, IgG2a e IgM,
parasito especificas.

Para medir a concentracao de IgE total no soro dos animais infectados por S.
venezuelensis e dos animais ndo infectados, foi utilizado um kit comercialmente
disponivel (Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, TX). De acordo com as instru¢des do
fabricante, placas de 96 poc¢os (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester,

NY, USA) foram sensibilizadas com anticorpo purificado anti-lgE de camundongo. Entre
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cada etapa de incubacao as placas foram lavadas 5 vezes com tampao Tris-NaCl (Tris
50 mM, NaCl 0,14M). Apés bloqueio da placa com tampéo Tris-NaCl acrescido de 1%
de albumina bovina (BSA- Sigma), amostras de soro obtidas dos animais experimentais
e diluidas 1:200 (tampédo Tris-NaCl contendo 0,1% BSA) ou amostras com
concentracdes conhecidas de IgE purificada para curva padréo foram aplicadas a placa
e incubadas por 1 h a temperatura ambiente. Apos a aplicacdo das amostras e da curva
padrdo foi adicionado a placa o anticorpo de deteccdo (anti-Ig de camundongos,
obtida de cabra, conjugada a HRP) e em seguida foi feita a aplicacdo do substrato
(4mM OPD, contendo peroxido de hidrogénio em 0,05 M de tampéo citrato, pH 5). A
reacao foi interrompida com 4N H,SO, e a leitura realizada em leitor de micro-placas
(Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) no comprimento de onda de 492
nm. A concentracdo de IgE nas amostras foi calculado pela interpolacdo do resultado
da leitura de absorbancia das amostras na curva padréo, a sensibilidade do teste € de
3,9 ng/mL.

A presenca de IgG, ou seus subtipos 1gG1 e 1gG2a, e IgM reativas a antigeno
solavel de larvas filaridides de S. venezuelensis também foi estimada nos soros
coletados dos animais experimentais. Foram utilizadas placas de 96 pocos (Nunc
Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY, USA) sensibilizadas com 100 pL
antigeno soluvel de L3 (10 pg/mL) diluido em tampéo 0,1M de Carbonato-Bicarbonato
(0,05 M Na,CO0g3, 0,5 M NaHCOg; - pH 9,6). ApOs a sensibilizacdo da placa e entre cada
etapa de incubacéo as placas foram lavadas 5 vezes com tampéao fosfato (PBS — 13,7
mM de NaCl, 0,27 mM de KCI, 0,14 mM de KH,SO, e 0,43 mM de Na,HPO,. 7H,0)

contendo 0,5 % de Tween ,,. Posteriormente foi feito o bloqueio das placas com
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tampao fosfato contendo 1% de BSA por 1 h a temperatura ambiente seguido da
aplicacdo das amostras de soro diluidas em PBS contendo Tween 2o (0,5%) acrescido
de 0,1% BSA. Para deteccédo de 1gG1, 1gG2a e IgM as amostras de soro foram diluidas
na proporgao de 1:100 e para deteccao de IgG a diluicdo foi de 1:200. Apos a aplicagéo
do soro, adicionou-se o anticorpo de detecc¢éo anti-IgG (goat anti-mouse 1gG H&L chain
Biotin-Conjugate Lot. B31895) anti-IgG1 (Goat anti Mouse 1gG1 affinity purified, Bethyl,
Lot. A90-105A-14), anti-lgG2a (Goat anti Mouse IgG2a affinity purified, Bethyl, Lot. A90-
107A-18) ou anti-IgM (Goat anti-Mouse IgM (u-chain-specific) - Peroxidase, Sigma.
Lot.125K6055) diluidos em PBS na proporcdo 1:10000 para IgG e IgM e na proporcéo
de 1:1000 para IgGl e IgG2a. A reacdo de IgG foi detectada pela adicdo de
estreptoavidina (Calbiochem U.S. and Canada Lot. B37509) conjugada a peroxidase
(1:2000), enquanto para deteccdo de IgG1l e IgG2a foi adicionado anticorpo anti-Ig de
cabra conjugado a peroxidase (1:5000). A revelacdo da cor foi feita pela adicdo de
substrato (4mM OPD, contendo peroxido de hidrogénio em 0,05 m Tampao Citrato pH
5). A reacdo foi interrompida apds 30 min. com 4N H,SO, e a leitura realizada em leitor

de micro-placas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) a 492 nm.

4.8 Avaliacdo da infeccéo

A infeccdo por S. venezuelensis foi avaliada pela quantificacdo de larvas
recuperadas do pulméo, de vermes adultos recuperados do intestino e de ovos de S.

venezuelensis eliminados pelas fezes dos camundongos experimentais.
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Para contagem de larvas no pulmao, realizada aos 2 dpi (dias pds-infec¢do ou
re-infeccdo), apds a realizacdo de lavagem broncoalveolar, o pulméo foi separado e,
seguindo a padronizac¢ao utilizada no laboratério, dividido em lobo direito e esquerdo.

O lobo esquerdo foi utilizado para quantificacdo de larvas e o direito para
dosagem de Peroxidase de Eosindfilo (EPO), Mieloperoxidase (MPO) e quantificacdo
de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 (descrito adiante).

Para a quantificacdo de larvas do parasito, o lobo esquerdo foi fragmentado em
pequenos pedacos, colocado sobre uma tela dentro de um célice de sedimentacéo,
coberto com solucéo fisiolégica (0.85% NaCl) e incubado em Banho Maria a 37°C por 4
h, para migracdo das larvas presentes no parénquima pulmonar para a solucao.
Passado este periodo, as larvas recuperadas foram contadas em microscopio
estereoscopio (NEGRAO-CORREA et al., 2004).

Para a quantificacdo de vermes recuperados do intestino delgado, no 7° e 10°
dpi, o intestino foi dividido em duas partes. A metade proximal do intestino delgado foi
seccionada longitudinalmente, lavada em solucéo fisiologica (0,85% NaCl) e colocada
sobre uma tela dentro de um calice de sedimentacdo coberto com solucéo fisiologica.
Esses calices foram incubados em Banho Maria, & 37°C por 4 horas. Ap0s esse
periodo, os vermes depositados no fundo do célice foram contados em microscopio
estereoscopio e o intestino colocado em placas de Petri com solucao fisiolégica para
quantificacdo dos vermes presentes na mucosa intestinal (NEGRAO-CORREA et al.,
2004). O total de vermes recuperados em cada camundongo é obtido através da
somatéria do numero de vermes presentes no fundo do célice com o nimero de vermes

ainda aderidos na mucosa intestinal. A metade distal de cada intestino delgado foi
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congelada e destinada a dosagem da atividade de EPO e MPO, e quantificacdo de
citocinas.

Para contabilizar o nUmero de ovos eliminados nas fezes, de cada camundongo
experimental sacrificado, no 7° e 10 ° dpi, o reto destes animais foi retirado, as fezes
bem formadas retiradas e pesadas. Apds a pesagem as fezes foram diluidas e
solubilizadas em solucgéo fisiolégica contendo formol 10%, sendo que o volume final de
todas as amostras foi 0 mesmo (10 mL). Posteriormente, duas amostras de 100 ul do
material fecal, de cada animal, foram analisadas em microscopio Optico (MO) para
guantificacdo dos ovos. A quantidade de ovos por grama de fezes, forma como o
resultado esta expresso, foi estimada pela média do numero de ovos obtidos nas duas
contagens em relacdo ao volume total da solucdo contendo as fezes (NEGRAO-
CORREA et al., 2004).

A fecundidade das fémeas foi avaliada aos 7 e 10 dpi através da raz&o entre o
numero de ovos/g de fezes e o numero de fémeas recuperadas de um mesmo

camundongo.

4.9 Quantificagao de citocinas no homogenato tecidu al.

Niveis das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 foram estimados no homogenato de
pulm&o aos dois e sete dias apos a infec¢ao.

Para essa quantificacdo amostras de 100 mg do tecido foram maceradas em um
homogeneizador de tecidos (Power General 125; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) na

presenca de 1mL de tampéao fosfato contendo 0,5 % Tween 20; 0,5% BSA; 0,1 mM de
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fluoreto de fenilmetilsufonila, 0,1mM de cloreto benzeténico, 10 mM de EDTA e 20 Ul de
aprotinina. O homogenato resultante foi centrifugado por 10 min a 10.000 g a 4°C e 0
sobrenadante recolhido aliquotado e imediatamente congelado a - 70°C para dosagem
de citocinas.

As citocinas foram quantificadas utilizando-se kits para ELISA de camundongo
seguindo especificacdes do fabricante (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN). Para
tanto, placas de 96 pocos (Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY,
USA) foram sensibilizadas com anticorpo de captura anti-citocina de interesse (IL-4, IL-
13 ou IL-5). Blogueou-se a placa com PBS BSA 1%. Foi feita a diluicdo da amostra,
homogenato de pulmédo em PBS BSA 0,1% na proporcédo de 1:3. Juntamente com as
amostras, foi adicionado as placas tampao PBS-BSA contendo diluicdo seriada de
guantidades conhecidas da citocina de interesse para gerar uma curva padrdo. Para
deteccdo da citocina aderida a placa foi adicionado anticorpo de detec¢do conjugado a
biotina na diluicdo recomendada e, apés 2 h de incubacéo, a reacéo foi revelada pela
adicdo de estreptoavidina conjugada a peroxidase (Streptoavidin — R&D systems
Minneapolis, MN, Lot. AEM374111) diluida em tampé&o de diluicdo (PBS + BSA 1%)
(1:2000), seguida pelo substrato (1.6 mM OPD e 0,5 mM H,0, em 0,05 mM de tampé&o
NaPO, pH 5,4) e a deteccao da cor foi realizada a 492 nm.

Para inferir a quantidade de citocinas presente na amostra, interpolou-se o
resultado da leitura de absorbéncia das amostras com a curva padrédo gerada pela
diluicdo seriada de quantidades conhecidas de citocinas, sendo a sensibilidade do teste

de IL-4 15,62 pg/mL, do teste de IL-5 31,25 pg/mL e do teste de IL-13 de 62,5 pg/mL.
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4.10 Avaliacdo do infiltrado celular.

Em cada camundongo dos diferentes grupos experimentais, nos diferentes dias
de necropsia, foi feito o lavado broncoalveolar (BAL) com o objetivo de analisar o
infiltrado celular pulmonar. Para obtenc&o do BAL foi feita uma traqueotomia seguida de
inoculacdo e aspiracdo de 1 mL PBS acrescentada 0,3% de BSA. Essa solucéo foi
injetada e aspirada 3 vezes, através da canula introduzida na traquéia. Tal
procedimento foi feito em um total de trés vezes, obtendo-se entdo cerca de 3 mL de
BAL mantido em tubos a temperatura de 4 °C. Ao final do procedimento, o material
obtido foi centrifugado (200 g, 7 min. a 4 °C), para separar as células do sobrenadante.
O sedimento das células foi ressuspenso em 100 yL de PBS contendo 3% BSA, esse
material foi utilizado para contagem total de leucdcitos e confeccdo de laminas para
contagem diferencial de leucécitos.

Para contagem total de leucdcitos recuperados na lavagem broncoalveolar, uma
aliquota de 20 pL da suspenséao celular do BAL foi diluida em solucéo de Turk (1:20), e
a contagem feita na camara de Neubawer, em MO.

Para contagem diferencial de leucdcitos no BAL aliquotas de BAL contendo 5000
células suspensas em PBS 3% BSA, de cada animal experimental, foram utilizadas
para realizacdo do Cytospin (Shandon CytoSpin Il Cytocentrifuge - GMI, Inc.,
Minnesota, EUA - 3 minutos 4500 rpm). Posteriormente as laminas obtidas secaram a
temperatura ambiente e, em seguida, foram coradas com May-Grunwald-Giemsa.

Um total de 300 leucocitos foi analisado por lamina examinada, sendo
classificado em trés tipos celulares diferentes; neutrofilos, eosinéfilos e mononucleares,

atraveés de critérios morfologicos padrdes para diferenciacéo celular. O total de cada tipo
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celular é calculado a partir da porcentagem encontrada em relacdo ao nimero total de
células. Os valores obtidos estdo expressos em n° de células x 10°/mL de BAL.

A infiltracdo de eosinofilos na pele, parénquima pulmonar e intestinal foi
indiretamente estimada através da atividade enzimética de peroxidase de eosindfilo
(EPO), conforme descrito por Strath et al. (1985) e modificado por Silveira et al. (2002).
Resumidamente, 100 mg dos tecidos (coletados nos dias de sacrificio e armazenados
em freezer —20°C) foram pesados e processados em um homogeneizador de tecidos
(Power General 125; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) juntamente com 1,9 mL de PBS.
O material foi centrifugado a 3.000 g durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, e foi adicionado ao pellet 1,5 mL de salina 0,2% seguida de 1,5 mL de
salina 1,6% contendo 5% de glicose para lise de heméacias. As amostras foram
novamente centrifugadas a 3.000g durante 10 min a 4°C. O pellet foi ressuspendido em
1,9 mL PBS contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetiiaménio (HTAB). As
amostras passaram por trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio
liquido e foram entdo centrifugadas a 3.000 g durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para realizacdo do ensaio enzimatico em placas de 96 pocos (Plate Flat
Bottom — SARSTEDT, Inc. USA), aos quais foram adicionados 75 yL de cada amostra,
ou somente 75 pL do diluente (branco), juntamente com 75 pL da solucédo do substrato
composta por 1,5 mM o-fenilenodiamina (OPD) em tampéao tris-HCL 0,075 mM, pH 8
suplementado com 6.6 mM de H,O,. Apés o desenvolvimento da cor, a reacao foi
interrompida pela adicdo de solugéo 4N de H,SO, e a intensidade da cor foi estimada
através da leitura da absorbancia em leitor de micro-placas (Status-Labsystems

Multiskan RC, Helsinki, Finland) a 492 nm.
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Como medida indireta da infiltracdo e/ou ativacdo de neutrofilos no parénquima
pulmonar e intestinal foi feita a quantificacdo de mieloperoxidase (MPO). O ensaio foi
conduzido conforme descrito por Bailey (1988) e detalhado por Barcelos et al. (2005).
De forma sucinta, 100 mg do tecido foi homogeneizado em 1,9 mL de tampéo de
extracdo (0,1 M NaCl, 0,02 M NazPO,4, 0,015 M NaEDTA pH 4,7), centrifugado e o
sedimento submetido a lise de hemacias conforme detalhado para o ensaio de EPO.
Apoés centrifugacdo e descarte do sobrenadante o pellet foi homogeneizado com
tampédo de extracdo (0,05 M de NazPO4, pH 5,4 contendo 0,5% de HTAB) para lisar
membranas celulares. Este homogenato foi entdo centrifugado e o sobrenadante
passou por trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido para
rompimento das vesiculas.

O material resultante foi centrifugado e o sobrenadante utilizado para realizagao
do método colorimétrico da seguinte maneira: 25 yL da amostra foram acrescentados a
placas de 96 pocos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT, Inc. USA) contendo 25 uL de
substrato (3,3- 5,5 — tetramethylbenzine — TMB diluido em dimetilsulféxido — DMSO na
concentracao final de 1,6 mM) em seguida, foi feita a incubacdo a 37 °C por 5 min.
Apoés esse periodo foram adicionados 100 pyL de H,O, 0,5 mM diluida em tampéo de
extracdo (0,05 M de NazPO,, pH 5,4 contendo 0,5% de HTAB) apds nova incubacao a
37 °C por 5 min a reacéo foi interrompida pela adicdo de H,SO, 1M e quantificada

através da absorbancia em leitor de ELISA em comprimento de onda de 450 nm.
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4.11 Andlise estatistica

Os dados referentes ao numero de larvas recuperadas do pulmdo, nimero de
vermes recuperados do intestino, ovos eliminados nas fezes, absorbancia no ensaio de
EPO, MPO, ELISA e andlise de citocinas foram apresentados como média + desvio
padréo. As diferencas entre os grupos experimentais foram comparadas pelo teste de
andlise de variancia (ANOVA) seguidos pelo teste de Newman — Keuls. Diferencas de
p<0.05 foram consideradas significativas, as expressas por trés letras repetidas mostram
um p<0.001, as expressas por duas letras p<0.01 e as expressas por somente uma letra

p<0.05.



5 RESULTADOS
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5.1 Efeito da resposta imunoldgica protetora contra infeccéo desafio

apos diferentes formas de exposi¢c&ao ao parasito viv 0.

5.1.1 Avaliacéo da cinética parasitaria

A contagem de larvas recuperadas do lobo esquerdo do pulm&o dos
camundongos aos 2 dias apés a infeccdo primaria (grupo IP) resultou em 42,8 + 18,5
larvas de S. venezuelensis. Nos camundongos do grupo IR, infectado e re-infectado, o
numero de larvas recuperadas foi de 25,6 + 12,3 larvas. Apesar da grande reducdo no
numero de larvas observadas nos camundongos do IR, 41 % do total recuperado dos
animais pertencentes ao grupo IP, a andlise estatistica ndo mostra diferenca
significativa no nimero de larvas recuperadas. Entretanto, no lobo esquerdo do pulméo
dos camundongos do grupo submetido a multiplas infec¢des (IT) foram recuperadas
somente 1,6 + 2,3 larvas do parasito. A0 comparar esse numero com 0 numero de
larvas obtido dos individuos do grupo IP, é possivel observar que ele é estatisticamente
menor (p<0,001), correspondendo a uma reducdo de 96,3% no numero de larvas
recuperadas. O numero de larvas recuperadas do pulm&o de camundongos do grupo IT
também foi estatisticamente menor que o numero de larvas recuperadas do pulméao de
camundongos do grupo IR (p<0,05), sendo correspondente a uma reducdo de 94% no
numero de parasitos (gréafico 1A).

Com relacdo aos vermes adultos recuperados do intestino delgado (grafico 1B),
nos camundongos do grupo IP foram encontrados 118,8 + 68,75 e 1,4 + 3,1 vermes

adultos de S. venezuelensis por intestino, aos 7° e 10° dias ap0s a infeccao,
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respectivamente. Em animais re-infectados, grupos IT e IR, o nimero de vermes
recuperados foi estatisticamente menor quando comparados aos animais submetidos
apenas a infeccdo primaria. No grupo experimental Infectado Re-infectado, IR, a
reducdo na carga de vermes aos 7 dpi foi de 99,4% (p<0,001) quando comparada a
carga parasitaria de IP, sendo contabilizados no intestino dos camundongos deste
grupo apenas 0,8 £ 1,09 vermes, aos 7 dpi, e 0,2 + 0,4 vermes aos 10 dpi. Nos
camundongos do grupo IT, submetido as multiplas infec¢des, somente 0,2 £ 0,4 vermes
adultos foram recuperados do intestino, aos 7 dpi, nUmero esse que representa 99,9%
de reducdo na carga parasitaria quando comparado com o niamero de vermes obtidos
(p<0,001) do intestino delgado dos camundongos do grupo IP necropsiados nesse
mesmo dia. Aos 10 dpi, ainda foi possivel recuperar um pequeno nimero de vermes do
intestino delgado dos camundongos do grupo IT e IR, que nado foi estatisticamente
diferente do observado no intestino dos camundongos do grupo IP nesse mesmo dia
(grafico 1B).

A contagem de ovos do parasito eliminados nas fezes dos camundongos Swiss
(grafico 1C) mostrou que o grupo que sofreu somente uma infeccdo (IP) eliminou
46.179 £ 26.175 ovos por grama de fezes no 7° dpi e no 10° dpi o nimero de ovos
eliminados por grama de fezes foi reduzido para apenas 236,25 + 387,75. Refletindo o
namero reduzido de vermes adultos detectado nos animais do grupo IR, a contagem de
ovos eliminados nas fezes destes animais revelou 2.281 + 3126,5 ovos/ g de fezes aos
7 dpi, reducao de 95% no namero de ovos em relagédo ao IP (p<0,001). J& aos 10 dpi,
nao foram encontrados ovos nas fezes dos camundongos experimentais desse grupo.

Nos animais do grupo IT o numero de ovos por grama de fezes aos 7 dpi foi de 346,6 +
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775,02, o que significa uma reducdo de 99,3% no numero de ovos eliminados em
comparagdo com o grupo IP (p<0,001). Também n&o foram detectados ovos nas fezes
dos animais do grupo IT aos 10 dpi.

A fecundidade das fémeas do parasito recuperadas de camundongos
submetidos a infeccdo primaria foi de 346,16 ovos/fémea aos 7 dpi. Nos animais re-
infectados, tanto no grupo IT e IR, ndo foi possivel calcular a fecundidade das fémeas,
pois, apesar de haver alguns ovos remanescentes nas fezes, a maioria dos
camundongos ndo apresentaram fémeas adultas no intestino ou se apresentavam

fémeas adultas no intestino ndo apresentavam ovos nas fezes.
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Gréafico 1 — Formas de S. venezuelensis recuperadas do pulmdo, intestino e fezes de
camundongos Swiss infectados (IP), infectados e re- infectados (IR) ou submetidos a mdltiplas

infecgBes (IT). IP infecgdo priméria; IR infeccdo e re-infecgdo; IT infeccao trickle; NI Nao Infectado. a -
diferenca em relagédo ao grupo WT NI; b - diferenga em relagdo ao grupo WT IP; ¢ - diferenga em relagao
ao grupo WT IR; d - diferenga em relag&o ao grupo WT IT; e - diferengca em relagdo ao grupo KO NI; f -
diferenca em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenca em relagdo ao KO IR. Cada ponto representa média +
desvio padrdo, n=5 animais por grupo, por experimento.
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5.1.2 Infiltrado eosinofilico pulmonar e intestinal

A quantificacdo de EPO no parénquima pulmonar dos camundongos Swiss
(gréfico 2 A) mostrou que no 2° dia apés a ultima infeccdo, o nivel de EPO nos
diferentes grupos experimentais mostrou-se estatisticamente semelhante, entretanto o
valor sempre foi mais elevado no pulmdo dos camundongos do grupo IT. Aos 7 dpi
observamos que os niveis dessa enzima encontram-se elevados nos animais IR e IT
guando comparados aos animais NI (p<0,001) e aos animais IP (p<0,01 e p<0,001
respectivamente). Aos 10 dias apoés infecgdo desafio, o grupo IR teve um nivel maior de
EPO quando comparado aos grupos NI (p<0,001), IP e IT (p<0,01).

Ja no parénquima intestinal os niveis de EPO aumentam gradualmente com a
infeccdo em todos os grupos experimentais examinados, sendo que somente apos 10
dpi, os animais do grupo IR apresentaram niveis de EPO intestinal estatisticamente

superior aos animais néo infectados e dos demais grupos experimentais, IP e IT.
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S. venezuelensis . IP infec¢éo primaria; IR infec¢do e re-infecgdo; IT infecgdo trickle; NI Nao Infectado. a
- diferenca em relacéo ao grupo WT NI; b - diferenca em relagdo ao grupo WT IP; ¢ - diferengca em
relagdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relacdo ao grupo WT IT; e - diferenca em relagdo ao grupo KO
NI; f - diferenca em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenga em relagdo ao KO IR. Cada ponto representa
média  desvio padrdo, n=5 animais por grupo, por experimento.
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5.1.3 Niveis imunoglobulina G especifica para antig  enos de S. venezuelensis

Em relacdo a determinacdo dos niveis de IgG parasito-especifica detectada nos
soros dos camundongos Swiss (grafico 3), foi possivel observar que, no soro dos
camundongos IP a deteccdo de IgG parasito reativa se eleva gradualmente, atingindo
pico no 10 dpi.

Com relacédo ao nivel de IgG parasito-especifica presente no soro dos animais
experimentais IR foi possivel observar que ocorre aumento ja aos 7dpi e aumenta aos
10 dpi, quando € estatisticamente maior do que 0s niveis inespecificos detectados no
soro dos animais NI (p<0,05).

No soro dos animais IT foi observado a maior e mais precoce aumento no nivel
de 1gG parasito-especifica em relagdo aos demais grupos experimentais. O aumento se
mantém praticamente o0 mesmo durante todos os dias verificados e foi estatisticamente
significativo quando comparado ao nivel dessa imunoglobulina no soro dos animais NI

(p<0,05).
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Gréfico 3 — Niveis de IgG parasito-especifica no so  ro dos camundongos Swiss aos 2, 7 e 10 dias

apoés a infeccdo ou desafio dos animais com 500 L3 d e S. venezuelensis . IP infeccdo priméria; IR
infeccdo e re-infeccao; IT infecgéo trickle; NI N&o Infectado. a - diferenca em relagdo ao grupo WT NI; b -
diferenca em relagédo ao grupo WT IP; ¢ - diferenga em relagcdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relacéo
ao grupo WT IT; e - diferenga em relagcdo ao grupo KO NI; f - diferenga em relag&o ao grupo KO IP, g -
diferenca em relacdo ao KO IR. Cada ponto representa média + desvio padréo, n=5 animais por grupo,
por experimento.

5.2 Participacao de eosindfilos na resposta imunolo gica protetora
contra infeccéo desafio apds diferentes formas de e xposi¢ao ao

parasito vivo.

5.2.1 Cinética parasitaria

Com o intuito de detalhar as alteracdes imunoldgicas observadas nas diferentes

formas de exposicéo ao parasito e avaliar diretamente a importancia do eosinéfilo neste
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processo, a proxima etapa de experimentos foi realizada com camundongos isogénicos
geneticamente deficientes na maturagdo de eosinofilos (Balb/c AdbIGATA) e seus
controles selvagens (Balb/c). Como foi visto nos experimentos com camundongos
Swiss que aos 10 dpi ndo se recuperava mais parasitos nem ovos, nNos animais
AdbIGATA e nos Balb/c as andlises foram restritas ao segundo e sétimo dias de
infeccdo ou desafio com S. venezuelensis.

Nos animais Balb/c selvagens que sofreram infec¢do priméaria (WT IP) a média
da recuperacao de larvas do lobo esquerdo do pulméo foi 43,00 + 26,67 larvas, aos 2
dpi. Ja no pulméo dos animais AdbIGATA que sofreram infec¢do primaria (KO IP) foi
recuperada uma média de 89,25 + 39,39 larvas no mesmo periodo, essa diferenca é
estatisticamente significativa com p<0,05. Nos animais previamente expostos ao
parasito, foram recuperadas 28,00 + 16,59 larvas no pulmao dos animais do grupo WT
IR e ndo foi possivel detectar larva nos pulmdes dos animais que sofreram mudltiplas
exposicdes a um pequeno numero de parasitos (WT IT). Quando o mesmo
procedimento experimental foi realizado nos animais AdbIGATA previamente expostos
ao parasito foram recuperadas 34,33 = 25,57 larvas no pulm&o do grupo KO IR,
constituindo uma reducédo de 62% em relacdo ao grupo KO IP (p<0,01). Também néo
foram vistas larvas no pulmao dos animais deficientes expostos as varias infeccbes com
poucas larvas infectantes (KO IT). A diferenca estatistica existente entre a recuperacao
de larvas no pulméo dos animais do grupo KO IP e KO IT foi de p<0,001 (grafico 4A).

Aos 7 dpi, a média de vermes recuperados foi de 142,40 + 58,33 no intestino
delgado de camundongos Balb/c que receberam a infec¢do primaria (WT IP). Nos
camundongos Balb/c previamente expostos ao parasito, ndo foi possivel recuperar

vermes adultos do intestino delgado dos animais do grupo WT IR e a recuperacao de
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vermes nos animais expostos a infeccdo mdultipla (WT IT) foi muito baixa (3,5 + 3,1
vermes). Este resultado representa uma reducao significativa de vermes nos grupos
previamente expostos ao parasito comparado ao grupo de infec¢do priméria (p<0,001),
entretanto ndo ocorreu diferenca estatistica entre os grupos WT IR e WT IT. Nos
animais AdbIGATA, foram recuperados 234,00 + 76,15 vermes no intestino dos animais
expostos a infeccdo primaria (KO IP), 21,20 + 14,21 vermes no intestino do grupo KO
IR e 8,20 + 7,49 vermes no intestino do grupo KO IT, sendo que novamente foi
constatado uma reducdo estatistica do niumero de vermes recuperados nos grupos
previamente expostos ao parasito em relacdo ao grupo KO IP (p<0,001), mas nédo
houve diferenca no numero de vermes do grupo KO IR e KO IT (gréfico 4B).

Ao compararmos os animais WT e KO, foi detectado, durante a infec¢ao primaria
(IP), aumento estatisticamente significante na carga parasitaria dos animais deficientes
em eosindfilos comparado aos ndo deficientes, tanto em relagdo ao nimero de larva no
pulmé&o (gréfico 4A) como de vermes no intestino (grafico 4B). De maneira interessante,
0S animais previamente expostos ao parasito ndo apresentaram diferencas estatisticas
na carga parasitaria entre animais deficientes e ndo deficientes em eosinoéfilos, com
relacdo ao numero de larvas no pulméao (grafico 4A) ou de vermes no intestino (gréafico

4B).
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ongos

trickle; NI N&o Infectado. a - diferenca em relagéo ao grupo WT NI; b - diferenca em relagéo ao grupo WT
IP; c - diferenca em relacdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relagdo ao grupo WT IT; e - diferengca em
relagdo ao grupo KO NI; f - diferenca em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenca em relagdo ao KO IR.
Cada ponto representa média + desvio padrao, n=5 animais por grupo, por experimento.
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Na contabilizacdo do numero de ovos eliminados nas fezes dos hospedeiros aos
7 dpi (gréafico 5A), foram detectados 49925,77 + 28793,49 ovos/g fezes nos animais do
grupo WT IP, enquanto que ndo foram observados ovos do parasito nos animais do
grupo WT IR e somente 1062,50 + 471,86 ovos g/fezes estavam presentes em
camundongos do grupo WT IT. A reducdo de ovos observada nos animais previamente
expostos ao parasito, WT IR e WT IT, foi estatisticamente diferente comparado aos
animais submetidos a infeccdo primaria (WT IP). Nos animais AdbIGATA submetidos
somente a infeccdo primaria (KO IP), a eliminacédo foi de 190237,50 + 44706,83 ovos/ g
de fezes, enquanto que essa meédia nos animais KO IR foi de 5512,50 + 5796,75 e nos
animais KO IT nédo foram observados ovos nas fezes apés 7 dias da infec¢do. Assim, a
reducdo de ovos nos animais previamente expostos ao parasito foi estatisticamente
significante em comparagdo a infeccdo primaria, mesmo em animais deficientes de
eosindfilos. Entretanto, ao compararmos a eliminacdo de ovos do parasito nos animais
selvagens e deficientes temos diferenca entre os grupos WT IP e KO IP (p<0,001) e
entre os grupos WT IR e KO IR (p<0,05), mas ndo entre os animais submetidos a
infeccdo multipla.

A fecundidade das fémeas do parasito recuperadas de camundongos selvagens
submetidos a infeccao priméaria (WT IP) foi de 333,89 + 114,07 ovos/fémea, ndo sendo
possivel estimar este valor nos animais WT IR e WT IP, pois, a maioria dos
camundongos destes grupos nao apresentou fémeas adultas no intestino ou se
apresentavam fémeas adultas no intestino ndo apresentavam ovos nas fezes. Nos
animais deficientes em eosindfilos a fecundidade foi de 830,59 + 92,76 ovos/fémea nos
camundongos do grupo KO IP e de 293,74 = 239,64 ovos/fémea nos animais do grupo

KO IR. Nao foi possivel detectar a fecundidade das fémeas do grupo KO IT (gréfico 5B).
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Ao comparar a fecundidade dos camundongos WT E KO (gréafico 5B) observamos que a
fecundidade nos animais deficientes foi estatisticamente maior que nos animais nao
deficientes, tanto durante a infeccdo priméria (p<0,001) como na fecundidade das

fémeas recuperadas dos animais infectados e re-infectados (p<0,05).
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S. venezuelensis .

fezes (OPG) (A) e fecundidade das fémeas
s Balb/c (WT) ou Balb/c AdbIGATA (KO)
IP infec¢@o primaria; IR infec¢do e re-

infecgdo; IT infecgdo trickle; NI N&o Infectado. a - diferenga em relagdo ao grupo WT NI; b - diferenga em
relagéo ao grupo WT IP; c - diferenga em relagdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relacdo ao grupo WT
IT; e - diferenca em relagéo ao grupo KO NI; f - diferenca em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenca em
relacdo ao KO IR. Cada ponto representa média * desvio padrdo, n=5 animais por grupo, por

experimento.
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5.2.2 Quantificagcao de citocinas no parénquima pulm  onar

Como as principais alteracbes de carga parasitaria ocorreram durante a
migracdo do parasito, a quantificacdo de citocinas do perfil Th-2 foi realizada em
homogenato de pulmé&o (grafico 6). Aos 2 dias apods a infeccdo ou desafio dos animais,
o nivel de IL-4, IL-5 e IL-13 detectados no homogenato de pulm&o dos animais
examinados nos diferentes grupos experimentais foram estatisticamente semelhantes
ao nivel destas citocinas detectado nos animais nao infectados. Aos 7dias da infeccao
priméria foi detectado aumento significativo do nivel de IL-4 dos animais ndo deficientes
para eosinofilo (WT IP), mas nos animais AdbIGATA (KO IP) os niveis destas citocinas
permanecem semelhante ao ndo infectado e estatisticamente diferente do detectado no
grupo WT IP (grafico 6A e 6B). Apesar da elevacdo da concentracdo de IL-13 neste
experimento ndo ter sido estatisticamente significante em relagdo ao detectado no
pulmdo dos animais ndo infectados, aos 7 dpi, o nivel desta citocina estava
significativamente elevado nos animais do grupo WT IP comparado ao KO IP (grafico
6B). Entretanto, durante a re-infeccdo néo foi observado um aumento significativo na
producédo de IL-4 e IL-13 no pulmdo dos camundongos do grupo WT IR ou dos
camundongos KO IR em relagéo ao detectado nos animais ndo infectados (graficos 6A,
6B ). Em contraste, o0 homogenato pulmonar dos animais do grupo WT IR apresentaram
niveis elevados de IL-5 apos 7 dias do desafio, que foram estatisticamente maiores que
o detectado nos animais nao infectados (grafico 6C), sugerindo a importancia do

eosindfilo na producéo local desta citocina.
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Gréfico 6 — Quantificacdo de IL-4 (A), IL-13 (B) e IL-5 (C) no parénquima pulmonar dos
camundongos Balb/c (WT) ou Balb/c  AdbIGATA (KO) aos 2 e 7 dias da infec¢éo ou desafio por S.
venezuelensis . IP infeccdo primaria; IR infeccdo e re-infecgdo; IT infeccao trickle; NI N&o Infectado. a -
diferenca em relagédo ao grupo WT NI; b - diferenga em relag&o ao grupo WT IP; c - diferenga em relacdo
ao grupo WT IR; d - diferenga em relagdo ao grupo WT IT; e - diferengca em relacdo ao grupo KO NI; f -
diferenca em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenca em relacdo ao KO IR. Cada ponto representa média +
desvio padrédo, n=5 animais por grupo, por experimento.
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5.2.3 Atividade de peroxidase de eosindfilo e mielo  peroxidase na pele

Aos 2 dpi os animais nao deficientes expostos somente a uma infeccéo (WT IP) e
os animais re-infectados (WT IR) ndo apresentam aumento significativo da reatividade da
peroxidase de eosindfilo (EPO). Entretanto, os animais ndo deficientes submetidos as
multiplas infec¢des apresentaram aumento de reatividade da EPO (p<0,001) em relacéo
aos demais grupos selvagens (WT NI, WT IP e WT IR).

Aos 7 dpi observamos que o grupo de infeccdo priméaria ndo apresenta aumento
na reatividade da EPO, porém, nos animais re-infectados (WT IR) nesse dia, observa-se
aumento de reatividade em relacdo aos animais néo infectados e de infeccdo primaria
(p<0,001). Os animais AdbIGATA nado apresentam aumento da reatividade da EPO em
nenhum dos grupos experimentais, sendo estatisticamente diferentes dos animais
selvagens submetidos ao mesmo procedimento experimental em todos os pontos
examinados (grafico 7A), confirmando a deficiéncia na maturacdo desta célula nestes
animais.

A atividade da mieloperoxidase - MPO (grafico 7B), medida indireta de ativacdo
neutrofilica, encontra-se aumentada na pele dos animais ndo deficientes (WT) ja aos 2
dpi, sendo que a diferenca entre todos os grupos infectados ou desafiados com relacao
ao grupo nao infectado foi estatisticamente significante, mas néo diferente entre si. Aos 7
dpi, foi detectado que a atividade de MPO nos animais néo infectados (WT IP) e nos
animais re-infectados (WT IR) cai, sendo que ndo ha mais diferenca entre esses animais
e seus controles nao infectados (WT NI) (p>0,05). Porém, a queda da reatividade é mais
acentuada nos animais WT IP uma vez que quando se compara a reatividade nesses

animais a reatividade que ocorre nos animais re-infectados (WT IR) vé-se que ocorre
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diferenca entre elas (p<0,05). Ao contrario do que foi observado nos demais grupos
experimentais, a reatividade da MPO se mantém elevada apds 7 dias do desafio nos
animais WT IT, sendo estatisticamente superior ao detectado nos animais ndo infectados
e nos animais do grupo WT IP (p<0,01). Nos animais AdbIGATA (KO), apesar de ser
detectado uma pequena atividade enzimatica nos animais desafiados, o aumento de
MPO na pele dos animais infectados ou desafiados (KO IP, KO IR, e KO IT) nao foi
significativo em relagdo ao detectado nos animais deficientes ndo infectados (KO NI). Ao
comparar a atividade de MPO entre os animais selvagens e deficientes foi observado que
a atividade desta enzima nos animais ndo deficientes (WT) foi estatisticamente superior

ao detectado nos animais deficientes (KO) em todos os pontos avaliados.
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Gréfico 7 — Determinagdo dos niveis de peroxidase d e eosindfilo (A) e mieloperoxidase (B) no
homogenato de pele dos camundongos Balb/c (WT) ou B alb/c AdbIGATA (KO) aos 2 e 7 dias da
infeccdo ou desafio por S. venezuelensis. I[P infec¢do priméria; IR infeccdo e re-infecgdo; IT infecgdo
trickle; NI N&o Infectado. a - diferenga em relagéo ao grupo WT NI; b - diferengca em relagéo ao grupo WT
IP; ¢ - diferenca em relacdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relagdo ao grupo WT IT; e - diferengca em
relagdo ao grupo KO NI; f - diferenca em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenca em relagcdo ao KO IR.
Cada ponto representa média + desvio padrao, n=5 animais por grupo, por experimento.
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5.2.4 Infiltrado celular e atividade de peroxidase de eosindfilo e mieloperoxidase
no Pulméo.

A avaliacdo do BAL mostrou que a infeccdo ou desafio de camundongos Balb/c
com S. venezuelensis induz infiltracdo de leucécitos no espaco broncoalveolar, sendo
gue aos 2 e 7 dias do desafio, nos animais expostos a infecgdo multipla, o0 nimero de
leucécitos no BAL foi significativamente maior que o detectado em seus controles nao
infectados, tal diferenca ocorreu tanto nos animais selvagens quanto nos animais
AdbIGATA (gréfico 8 A).

A grande maioria dos leucdcitos recuperados do lavado broncoalveolar dos
animais infectados correspondeu a células mononucleares (grafico 8 B), sendo que aos
2 dias ap0s desafio, camundongos Balb/c expostos as infeccbes multiplas (WT IT)
apresentaram numero de mononucleares significativamente maior que 0s animais 0s
demais grupos experimentais (NI p<0,01; WT IP p<0,05 e WT IR p<0,05). Os neutroéfilos
apresentam uma pequena parcela das células recuperadas do BAL de camundongos
infectados (grafico 8C) sendo que os animais WT IR apresentaram mais neutrofilos que
os animais NI p<0,05, essa diferenca também ocorreu entre os animais KO IT e NI
p<0,05. A presenca de eosindfilos s6 foi detectada no lavado broncoalveolar dos
camundongos selvagens (WT), sendo que o nimero de eosindfilos no BAL dos animais
WT IT, 2 dias apds o desafio, foi estatisticamente maior que o niumero de eosinofilos
encontrado no BAL dos animais néo infectados e dos demais grupos experimentais

(gréfico 8D). Aos 7 dpi, foi quantificado um numero estatisticamente superior de
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eosindfilos no BAL dos animais do grupo WT IR e WT IT em relagdo ao numero

detectado nos animais ndo infectados e do grupo WT IP (p<0,01).
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Gréfico 8 — Avaliacdo do numero de leucdcitos totai s (A), células mononucleares (B), neutréfilos
(C) e eosindfilos (D) no lavado broncoalveolar (BAL ) camundongos Balb/c (WT) ou Balb/c
AdbIGATA (KO) aos 2 e 7 dias da infec¢do ou desafio por  S. venezuelensis . IP infeccao priméria; IR
infeccdo e re-infeccao; IT infecgdo trickle; NI N&o Infectado. a - diferenca em relacdo ao grupo WT NI; b -
diferenca em relagédo ao grupo WT IP; ¢ - diferenga em relacdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relacéo
ao grupo WT IT; e - diferengca em relagcdo ao grupo KO NI; f - diferenga em relagéo ao grupo KO IP, g -

diferenca em relacdo ao KO IR. Cada ponto representa média + desvio padréo, n=5 animais por grupo,
por experimento.
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A infiltragdo celular no parénquima pulmonar foi indiretamente avaliada através
da quantificagdo da atividade enzimética (EPO e MPO) no tecido. Aos 2 dpi notamos
aumento da reatividade da EPO no pulmé&o dos animais WT IP, WT IR e WT IT em
relacdo a seus controles ndo infectados (p<0,001) (grafico 9A). Ainda nesse dia vemos
gue ocorre maior reatividade da enzima nos animais WT IR que nos animais WT IP
(p<0,05) e maior reatividade nos animais WT IT que nos animais WT IR (p<0,01). Aos 7
dpi, a reatividade da enzima nos animais selvagens expostos ao parasito continua
maior que a reatividade apresentada por seus controles ndo infectados (p<0,001).
Nesse dia, a atividade de EPO foi maior no pulmé&o dos animais WT IR que quando
comparados com animais WT IP e WT IT (p<0,001), e os animais do grupo WT IT
apresentaram maior reatividade que os animais WT IP p<0,001. De maneira
semelhante ao observado na pele, nos animais deficientes (KO) de todos os grupos
experimentais submetidos a infeccao pelo parasito, a atividade de EPO foi inferior ao
detectado nos animais selvagens néo infectados. Assim a diferenca da atividade
enzimatica entre os animais WT e KO submetido ao mesmo tratamento experimental foi
sempre estatisticamente significante.

Quanto a atividade de mieloperoxidase no pulméo (grafico 9B), aos 2 dpi a
elevacdo na atividade desta enzima detectada nos diferentes grupos experimentais nao
foi estatisticamente significante em relacdo ao seu controle ndo infectado. Aos 7 dpi, a
atividade de MPO no pulméo dos animais WT IT foi superior (p<0,001) ao que foi
detectado nos demais grupos experimentais. Também foi possivel observar que a
atividade de MPO detectada no pulm&o dos animais nao deficientes foi
significativamente maior do que a atividade detectada no pulmdo dos animais

AdbIGATA (KO) submetidos ao mesmo tratamento experimental.
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Gréfico 9 — Determinacdo dos niveis de peroxidase d e eosindfilo (A) e mieloperoxidase (B) no
homogenato de pulmé&o dos camundongos Balb/c (WT) ou Balb/c AdbIGATA (KO) aos 2 e 7 dias da
infeccdo ou desafio por S. venezuelensis . IP infec¢do priméria; IR infeccdo e re-infecgdo; IT infecgdo
trickle; NI N&o Infectado. a - diferenca em relagéo ao grupo WT NI; b - diferenca em relagéo ao grupo WT
IP; ¢ - diferenca em relacdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relagdo ao grupo WT IT; e - diferengca em
relagdo ao grupo KO NI; f - diferenca em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenca em relagdo ao KO IR.
Cada ponto representa média + desvio padrdao, n=5 animais por grupo, por experimento.
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5.2.5 Atividade de peroxidase de eosindfilo e mielo  peroxidase no intestino.

No intestino, aos 2 dpi observamos diferenca na reatividade da peroxidase de
eosindfilo somente entre os camundongos deficientes e seus controles selvagens que
apresentam uma maior reatividade da enzima (p<0,001) aos 7 dpi, foi observado que a
atividade de EPO nos animas ndo deficientes submetidos a infeccdo priméria foi
estatisticamente maior a atividade de EPO do intestino dos animais do grupo WT IR
(p<0,01) e do grupo WT IT (p<0,001). Os animais deficientes AdblIGATA n&o apresentam
aumento da reatividade da EPO em nenhum dos grupos experimentais, sendo portanto
estatisticamente diferente dos ndo deficientes (grafico 10A).

A atividade de mieloperoxidase (grafico 10B) aos 2 dpi ja se apresenta aumentada
nos animais WT IP e WT IT em relagcdo ao controle nédo infectado (p<0,01). A atividade
enzimatica aumenta no decorrer da infeccdo, sendo que aos 7 dpi encontra-se
estatisticamente aumentada na mucosa intestinal de todos os animais WT expostos ao
parasito com relacdo ao grupo nao infectado (p<0,001). Ndo ha aumento significativo da
atividade dessa enzima nos animais deficientes sendo que ocorre diferenca entre esses
animais e seus controles selvagens submetidos ao mesmo tratamento foi sempre

estatistico.
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Gréfico 10 — Determina¢d@o nos niveis de peroxidase de eosindfilo (A) e mieloperoxidase (B) no
homogenato de intestino camundongos Balb/c (WT) ou Balb/c AdbIGATA (KO) aos 2 e 7 dias da
infeccdo ou desafio por S. venezuelensis . IP infecgcdo primaria; IR infec¢@o e re-infecgdo; IT infeccdo
trickle; IP infeccao primaria; IR infec¢do e re-infec¢do; IT infeccao trickle; NI Ndo Infectado. a - diferenca
em relacdo ao grupo WT NI; b - diferenca em relagdo ao grupo WT IP; ¢ - diferenca em relagéo ao grupo
WT IR; d - diferenca em relagdo ao grupo WT IT; e - diferenga em relacdo ao grupo KO NI; f - diferenca
em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenca em relagdo ao KO IR. Cada ponto representa média + desvio
padrdo, n=5 animais por grupo, por experimento.
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5.2.6 Niveis de IgG1 parasito-especifica.

Os niveis de IgG1 especifica contra antigenos de larvas do parasito (grafico 11)
apesentam-se elevados nos animais do grupo que recebeu multiplas infeccdes, tanto KO
IT como WT IT, j& aos 2 dias apds o desafio, apesar da elevacdo ndo ter se mostrado
estatisticamente significante. Aos 7 dpi, 0s animais que receberam somente uma infeccao
(WT IP e KO IP) e os re-infectados (WT IR e KO IR) os niveis séricos de IgG1 parasito-
especifica ainda ndo mostram elevagéao significativa. Entretanto, os animais submetidos a
multiplas infec¢cdes (WT IT e KO IT) apresentaram elevacao significativa de 1IgG1 parasito
reativa em relacdo aos demais grupos experimentais, apos 7 dias do desafio. Apesar da
elevacdo na IgG1 parasito reativa, os niveis desta imunoglobulina foram estatisticamente

maiores em animais do grupo WT IT que no grupo KO IT.
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Gréfico 11 — Niveis de IgG1 parasito-especifica no  soro dos camundongos Balb/c (WT) ou Balb/c
AdbIGATA (KO) aos 2 e 7 dias da infecgdo ou desafio por  S. venezuelensis . IP infecgcdo priméria; IR
infeccdo e re-infeccao; IT infeccgéo trickle; NI N&o Infectado. a - diferenca em relagdo ao grupo WT NI; b -
diferenca em relagédo ao grupo WT IP; ¢ - diferenga em relacdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relacéo
ao grupo WT IT; e - diferengca em relagcdo ao grupo KO NI; f - diferenga em relagéo ao grupo KO IP, g -
diferenca em relacdo ao KO IR. Cada ponto representa média + desvio padrdo, n=5 animais por grupo,
por experimento.

5.2.7 Niveis de IgG2a parasito especifica

N&o foi registrado aumento nos niveis de IgG2a parasito-especifica presentes no

soro dos camundongos experimentais (gréafico 12).
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Grafico 12 - Niveis de IgG2a parasito-especifica no  soro dos camundongos Balb/c (WT) ou Balb/c
AdbIGATA (KO) aos 2 e 7 dias da infeccdo ou desafio por  S. venezuelensis . IP infeccao priméria; IR
infeccdo e re-infeccao; IT infeccao trickle; NI N&o Infectado. a - diferenca em relagdo ao grupo WT NI; b -
diferenca em relagdo ao grupo WT IP; ¢ - diferenga em relacdo ao grupo WT IR; d - diferenga em relacéo
ao grupo WT IT; e - diferengca em relagcdo ao grupo KO NI; f - diferenga em relagéo ao grupo KO IP, g -
diferenca em relacdo ao KO IR. Cada ponto representa média + desvio padrdo, n=5 animais por grupo,
por experimento.

5.2.8 Niveis de IgM parasito-especifica

Os niveis de IgM néo especifica contra antigenos de larvas de S. venezuelensis
observada nos animais néo infectados foram consistentemente maiores nos animais
Balb/c AdbIGATA (KO NI) que nos animais Balb/c ndo deficientes (WT NI). Esta
elevacao significativa de IgM parasito reativa nos animais deficientes em eosinofilo (KO)
em relacdo aos ndo deficientes (WT) que tiveram 0 mesmo tratamento experimental foi
observada em todos os grupos e durante todo o periodo de analise (gréfico 13). Aos 2
dpi, a reatividade sérica de IgM a antigenos das larvas foi estatisticamente elevada em
relacdo ao seu controle ndo infectado somente nos animais previamente expostos a
infecgBes multiplas pelo parasito, tanto nos animais ndo deficientes (WT IT) como nos

deficientes (KO IT). Aos 7 dpi, além das diferencas nos niveis de IgM detectados entre
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KO e WT, foi observada elevacdo significativa de IgM parasito-reativa nos animais
previamente expostos ao parasito, tanto re-infectado como os que tiveram multiplas
infeccdes, em relacdo aos seus respectivos controles ndo infectados. Tais diferencas

estdo representadas no grafico 13.
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Grafico 13 —Niveis de IgM parasito-espcifica no sor o dos camundongos Balb/c (WT) ou Balb/c
AdbIGATA (KO) aos 2 e 7 dias da infeccdo ou desafio por  S. venezuelensis . IP infeccdo priméria; IR
infeccdo e re-infeccao; IT infecgao trickle; NI N&o Infectado. a - diferenca em relagdo ao grupo WT NI; b -
diferenca em relagédo ao grupo WT IP; ¢ - diferenga em relacdo ao grupo WT IR; d - diferenga em relacéo
ao grupo WT IT; e - diferengca em relagcdo ao grupo KO NI; f - diferenga em relagéo ao grupo KO IP, g -
diferenca em relacdo ao KO IR. Cada ponto representa média + desvio padrdo, n=5 animais por grupo,
por experimento.

5.2.9 Niveis séricos de IgE total

Semelhante ao detectado para IgM parasito-reativa, a concentragdo sérica de
IgE total foi sempre estatisticamente superior nos animais deficientes (KO) do que nos
animais selvagens (WT), nos diferentes grupos experimentais (grafico 14). Comparando

a concentracdo de IgE total nos animais infectados ou desafiados com seus respectivos
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controles nao infectado foi observado que nos animais que foram submetidos a
infecgdo primaria, tanto WT como KO, ndo ocorreu aumento significativo de IgE total
aos 2 ou 7 dpi. Entretanto, os animais previamente expostos ao parasito, tanto os re-
infectados como aqueles que foram submetidos as infec¢cdes mdltiplas, apresentaram
elevacéo significativa na concentracdo de IgE total aos 2 e 7 dias apds o desafio em
comparacdo com seus respectivos controles ndo infectados. Os resultados estdo

representados no gréfico 14.
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Grafico 14 - Niveis de IgE total no soro dos camund ongos Balb/c (WT) ou Balb/c AdbIGATA (KO)
aos 2 e 7 dias da infeccdo ou desafio por S. venezuelensis . IP infec¢do primaria; IR infeccdo e re-
infecgdo; IT infecgdo trickle; NI N&o Infectado. a - diferenga em relagdo ao grupo WT NI; b - diferenga em
relagéo ao grupo WT IP; ¢ - diferenga em relagdo ao grupo WT IR; d - diferenca em relacdo ao grupo WT
IT; e - diferenca em relagéo ao grupo KO NI; f - diferenca em relagdo ao grupo KO IP, g - diferenca em
relacdo ao KO IR. Cada ponto representa média + desvio padrdo, n=5 animais por grupo, por
experimento.
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No presente trabalho foi comparativamente analisada a cinética parasitaria e a
resposta imunoldgica frente a diferentes formas de exposicdo primaria do hospedeiro
ao parasito S. venezuelensis. Como hospedeiro utilizamos trés diferentes linhagens de
camundongos Swiss, Balb/C e AdbIGATA. A utilizacdo dos camundongos incapazes de
maturar eosinoéfilos (AdbIGATA) foi feita com o objetivo de estabelecer o papel do
eosinofilo durante a re-infeccao pelo parasito.

Em camundongos, as larvas de S. venezuelensis migram da pele para os
pulmdes, onde sdo recuperadas em maior numero 2-3 dias apos a infecgéo, e dai para
o intestino delgado, onde atingem a maturidade sexual e iniciam a postura de ovos
entre 5-7 dias apés a infeccdo, sendo expontaneamente eliminadas apés 10 — 14 dias
(TAKAMURE 1995; NEGRAO-CORREA, 1990; NEGRAO-CORREA et al., 2004). Desta
forma, a contagem de larvas recuperadas no pulmao aos dois dias apos a infeccao e
vermes do intestino aos 7 dias € um bom indicativo da resposta imune protetora
(FERNANDES et al.,, 2008; SATO e TOMA, 1990). Os dados obtidos neste trabalho
experimental mostram grande reducdo no numero de larvas de S. venezuelensis
recuperadas do pulméo, vermes recuperados do intestino e ovos eliminados nas fezes
dos animais de grupos experimentais que foram previamente expostos ao parasito,
independente da forma de exposi¢cdo primaria utilizada. Tais resultados séo coerentes
com os apresentados em outros trabalhos que utilizaram infeccdo e re-infeccao de
camundongos com alta carga de larvas de S. venezuelensis (FERNANDES et al., 2008;
SATO e TOMA, 1990) que demonstraram grande diminuicdo do numero de larvas
recuperadas do pulmao e de vermes presentes no intestino, sendo que que 0S poucos
vermes de S. venezuelensis que atingem o intestino de hospedeiros resistentes sofrem

uma diminuigcdo drastica na postura de ovos.
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Entretanto, os camundongos das diferentes linhagens (Swiss, Balb/c ou Balb/c
AdbIGATA) submetidos a mdltiplas infeccdes com baixo numero de larvas (IT) a
recuperacao de larvas no pulmao foi insignificante, sugerindo que as larvas filaridides
com as quais os animais IT foram desafiados (500 Lg) foram destruidas antes mesmo
de chegarem ao pulméo. Apesar do numero também reduzido de larvas recuperadas no
pulmdo dos animais re-infectados (IR) durante a infeccdo desafio, estas sempre
estavam presentes em numero significativamente maior que nos IT, entretanto, aos 7
dias apos desafio um nimero muito reduzido de vermes foi recuperado no intestino dos
camundongos do grupo IT e do grupo IR. Essa reducédo indica que as larvas de S.
venezuelensis, com as quais esses animais re-infectados foram desafiados, passaram
pelo pulméo, mas foram destruidas antes de chegarem ao intestino e se tornarem
vermes adultos, ou seja, embora seja um pouco mais lenta que a protecado conferida
pela infeccao trickle a infeccdo com alto nimero de larvas seguida de infeccdo desafio
também confere protecéo contra S. venezuelensis.

O desenvolvimento da intensa protecdo a infec¢do desafio por S. venezuelensis
em camundongos submetidos ao protocolo de multiplas infeccbes com baixa carga
parasitaria corroboram os dados apresentados por Pedersen e Saeed (2001) que
demonstraram que porcos submetidos a varias infeccées com um pequeno numero de
ovos de Trichuris suis apresentaram uma grande resisténcia a re-infecgdes. Entretanto,
o resultado obtido contraria os dados de Bancroft et al. (2001). Segundo estes autores
camundongo com cargas parasitarias elevadas de Trichuris muris apresentam uma
resposta do tipo Th-2 e resisténcia do hospedeiro, enquanto multiplas infeccbes com
pequeno numero de larvas deste mesmo nematddeo induzem uma resposta do tipo Th-

1 e a suscetibilidade do hospedeiro a novas infecgoes.
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Apés ser verificado o estabelecimento de uma resposta protetora contra re-
infeccdes por S. venezuelensis frente a diferentes tipos de exposicdo primaria ao
parasito, foi feita a avaliagdo de alguns aspectos da resposta imunoldgica para verificar
qual o perfil de resposta foi estabelecido. Os dados aqui apresentados mostram que,
tanto em camundongos (Swiss ou Balb/c) previamente expostos a uma infeccdo com
alta carga parasitéria (IR) como nos animais expostos a multiplas infecgcbes com baixa
carga parasitaria (IP) foi detectado aumento da atividade de peroxidase de eosinoéfilo na
pele e pulméo, aumento de eosinofilo no BAL, aumento da concentragdo sérica de IgE
e de IgG1 parasito-reativa, mas ndo de lgG2a. Todas estas alteracBes sdo induzidas
pelo aumento de citocinas de perfil Th-2 (ABBAS, et al., 2008). Estes dados indicam
gue a exposicdo multipla do camundongo a poucas larvas de S. venezuelensis néo altera
o perfil da resposta imunolégica, ao contrario do que acontece em infecgdes com T. muris
(BANCROFT et al., 2001).

Apesar da ativacado de uma resposta predominantemente Th-2, a intensidade da
resposta foi associada ao protocolo experimental de exposicdo ao parasito. Desta
forma, a ativagdo dos eosindfilos e neutrofilos na pele e a producdo de imunoglobulinas
foi mais precoce nos animais que receberam infeccdo multipla (IT), sé ocorrendo nos
animais re-infectados aos 7 dpi. A ativacdo intensa e precoce da resposta imunoldgica
nos animais do grupo IT pode estar associada a destruicdo de grande parte das larvas
do parasito antes mesmo de atingirem o pulmé&o. Isto também poderia justificar a menor
ativacdo de eosindfilos no parénquima pulmonar e intestinal dos animais WT IT. A
auséncia de vermes também poderia justificar a baixa infiltracdo celular observada no

intestino dos camundongos previamente expostos ao parasito.
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Como os dados experimentais apresentados neste trabalho e em outros
(DAWKINS et al., 1982; FERNANDES et al., 2008) mostram a ativacdo precoce de
eosindfilos durante a re-infeccdo, decidimos verificar a participacdo desta células no
mecanismo de prote¢do contra S. venezuelensis. Para verificar o papel do eosindfilo no
processo de re-infecgcdo por parasitos do género Strongyloides, trabalhos anteriores
utilizaram a manipulacao da citocina IL-5 e seu receptor e a infeccéo de roedores por S.
stercoralis (HERBERT et al., 2000; KORENAGA et al., 1991; ROTMAN et al., 1997). Os
trabalhos que utilizam a manipulacdo de IL-5 ou de seu receptor inferem que a auséncia
de eosindfilos, devido a falta dessa citocina, implica em aumento de larvas circulantes no
hospedeiro. Porém, embora a maturacao e atracao de eosindfilos para o local da infec¢ao
sejam dependentes de IL-5, essa citocina ndo € a Unica a atuar nessa célula e essa ndo
€ a sua Unica funcdo (HERBERT et al., 2000; KORENAGA et al., 1991). Dessa forma, 0os
resultados obtidos através da manipulacdo da IL-5 ndo mostram a participagéo direta e
exclusiva do eosinofilo no processo de re-infec¢do. Outro fato a ser considerado € que a
espécie S. stercoralis, utilizada em muitos desses trabalhos experimentais que avaliam o
papel de eosindfilos, ndo completa seu ciclo de vida em roedores, dessa maneira, a
resposta imunologica nesses modelos ndo retrata uma resposta a um parasito natural.

Desta forma, neste trabalho experimental utilizamos camundongos AdbIGATA
(camundongos que possuem delecdo em um sitio de afinidade para o fator de transcri¢cao
GATA 1 que leva a perda seletiva de eosindfilos in vivo) experimentalmente infectados
com S. venezuelensis (parasito natural de roedores, capaz de completar o seu
desenvolvimento em camundongos) no intuito avaliar diretamente a participacdo do
eosinofilo no mecanismo de protegdo observado em animais previamente expostos ao

parasito.



99

Nossos resultados mostram houve aumento na carga parasitaria recuperada dos
animais Balb/c AdIbGATA, deficientes na maturacdo de eosindéfilos, comparado aos
camundongos Balb/c ndo deficientes durante a infeccéo priméria. Esse resultado ja havia
sido descrito por Pereira (2008) e foram integralmente confirmados neste trabalho.
Entretanto, independente do tipo de exposi¢cdo primaria ao parasito, ndo ha diferenca
estatistica no numero de larvas recuperadas do pulméo e de vermes adultos recuperados
do intestino delgado entre os animais deficientes e seus controles selvagens. Estes
dados indicam que, a auséncia do eosinofilo ndo impede ou mesmo diminui a inducdo da
resposta imune protetora responsavel pela destruicdo das larvas ou vermes de S.
venezuelensis em camundongos previamente expostos ao parasito. A Unica alteracdo
detectada na carga parasitaria dos animais deficientes na maturacdo de eosindfilos
durante a infecdo desafio foi o0 aumento de fecundidade das fémeas recuperadas do
intestino delgado destes hospedeiros, sugerindo que o eosindéfilo possui participacdo no
controle na oviposicdo das fémeas partenogenéticas.

Diferentemente do observadod em camundongos Balb/c, a infecgcdo ou desafio
com S. venezuelensis nos camundongos AdbIGATA nédo resultou em aumento de
atividade de EPO nos diferentes tecidos avalidados ou de eosindfilo no BAL. Este dado
mostra que, mesmo sendo expostos a nematdédeos gastrintestinais, que sao fortes
indutores da diferenciacdo de eosinofilos (TSAI et al., 2002; KLION e NUTMAN, 2004),
os camundongos AdbIGATA foram incapazes de maturar eosindfilos.

A auséncia de ativagdo eosinofilica ndo alterou o recrutamento de leucdécitos para
0 BAL dos camundongos infectados ou desafiados por S. venezuelensis. Resultado
semelhante também foi observado por Voehringer et al., (2006) ao examinar 0s animais

AdIbGATA infectados por N. brasiliensis. Em contraste, a auséncia de ativacdo de
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eosindfilos durante a infeccdo e o desafio dos camundongos AdbIGATA foi
acompanhado de reducdo na atividade tecidual de neutrdfilos. Este dados corroboram
os dados apresentados por Pereira (2008) em camundongos AdbIGATA primariamente
infectados por S. venezuelensis. Neste mesmo trabalho experimental, Pereira (2008)
mostrou, através da analise da composicdo celular de lavados da medula 6ssea dos
animais deficientes, que a diferenciagdo de neutrofilos ndo é afetada nesses animais. A
reducdo significativa na migracdo de neutrdfilos para o intestino de camundongos
AdbIGATA com colite ulcerativa foi associada a menor producdo das quimiocinas
CXCL1-3/KC e CCL-3/MIP1-a, que possuem funcdo quimioatrativas para neutrofilo, nos
camundongos deficientes para eosinofilo (VIEIRA, 2008).

Galioto et al. (2006) sugerem que neutrofilos, mas ndo eosinodfilos, estdo
associados com a destruicdo de larvas de S. stercoralis em camundongos previamente
expostos ao parasito. Entretanto, nossos dados mostram que as larvas de S.
venezuelensis inoculadas em camundongos AdbIGATA previamente expostos ao
parasito podem ser destruidas mesmo na auséncia de uma ativacdo expressiva destas
células, sugerindo que outros mecanismo estejam envolvidos neste processo.

Como eosinofilos sédo células capazes de liberar IL-4 depois de ativados (SABIN
et al., 1996) e de se comportar como células apresentadoras de antigenos de S.
stercoralis para ativagdo de linfocitos T virgens e producéo de citocinas do perfil Th2
(PADIGEL et al., 2006), neste trabalho foi avaliado a producédo de IL-4, IL-5 e IL-13 no
pulméo dos camundongos AdbIGATA e Balb/c submetidos a infec¢éo e re-infeccédo. De
maneira semelhante ao observado no intestino (PEREIRA, 2008), a concentracado de
citocinas de perfil Th2 no pulm&o dos camundongos AdbIGATA submetidos a infeccédo

primaria foi menor que nos camundongos Balb/c ndo deficientes e infectados, mais uma



101

vez indicando a importancia dos eosinodfilos no estabelecimento da resposta Th2 em
animais virgens. Entretanto, a concentracdo pulmonar de IL-4 e IL-13 ndo mostra
diferencas entre os animais deficientes e seus controles selvagens, sugerindo que
eosindfilos ndo participem da inducdo da resposta Th2 em camundongos previamente
expostos ao parasito. E também interessante salientar que, em animais previamente
exposto ao parasito, o nivel de IL-4 e IL-13 pulmonar também ndo é diferente do
detectado em animais ndo infectados, apesar de outros elementos da resposta
imunologica demonstrem que estes animais apresentem uma resposta imunolégica com
perfil Th2. Este dado sugere nos animais previamente estimulados a producdo destas
citocinas pode ndo estar compartimentalizada nos sitios de infeccdo e sim em érgaos
linfaticos.

O maior nivel de IgM no soro dos animais deficientes pode ser explicado pela
falta dos vasodilatadores liberados pela ativacdo do eosindfilo (ROTEMBERG e
HOOGAN, 2006). Sendo apresentado na forma pentameérica esse isotipo de Ig precisa
de mais espacgo para passar da circulagdo para o tecido, onde serd usado (ABBAS et
al., 2008). Estando os elementos vasodilatadores presentes em menor quantidade
devido a auséncia do eosinofilo, IgM parasito especifica que é produzida pode ter
dificuldade de extravasar para o tecido, tendo maior concentragcédo no soro. A diferenga
existente entre as quantidades de IgE presentes no soro dos animais WT e KO pode
estar relacionada a auséncia dos eosinofilos nos animais KO, pois essa célula possui
em sua membrana um receptor de altissima afinidade para porcdo Fc da IgE
(ROTEMBERG e HOOGAN, 2006). Sendo assim, na auséncia de eosintfilos a
guantidade de IgE consumida seria menor, o que pode explicar maiores concentracdes

desse isotipo de Ig no soro dos animais deficientes.
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Desta maneira, os dados aqui apresentados mostram que re-exposicoes ao
parasito, independentemente da carga parasitaria, levam a protecdo do hospedeiro e
eliminacdo de grande parte das larvas infectantes, através de mecanismos
imunolégicos independentes de eosinofilos. Este resultado pode justificar o fato de
infeccdes por helmintos em areas endémicas raramente induzirem manifestacdes
agudas, embora os pacientes estejam sempre em contato com formas infectantes de
helmintos (BETHONY et al., 2006). Essas evidéncias experimentais também suportam
a possibilidade de desenvolvimento de uma alternativa vacinal, mesmo que nao estéril,

para controle de helmintos parasitos.



7 CONCLUSOES
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A partir desse trabalho foi possivel concluir que:

*,

A exposicao prévia as larvas de S. venezuelensis, tanto em infeccdo com alta
carga parasitaria como multiplas infecgbes com baixa carga parasitaria, €
eficiente na inducao de protecao contra o desafio dos animais com 0 mesmo

parasito;

A destruicdo das larvas de S. venezuelensis utilizadas na infeccdo desafio
ocorre mais precocemente nos camundongos submetidos a mudltiplas
infeccdes com baixa carga parasitaria que nos infectados uma Unica vez com

alta carga parasitaria,;

Diferentes tipos de pré-exposicdo dos camundongos ao S. venezuelensis
levam alteracbes imunoldgicas caracteristicas de resposta imune

predominantemente do tipo 2.

Eosinofilos ndo sdo necessarios para o desenvolvimento de protecéo contra a
infeccdo desafio por S. venezuelensis em camundongos, independente do
tipo de exposicdo primaria ao parasito, mas estas células participam do

mecanismo anti-fecundidade;

A auséncia da ativacdo de eosindfilos durante a infec¢do primaria ou desafio

com S. venezuelensis em camundongos AdbIGATA tem como conseqiéncia
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reducdo drastica da atividade de mieloperoxidase nos sitios da infeccao

(pele, pulmé&o e intestino);

A auséncia de eosindfilos, em camundongos AdbIGATA, leva a aumento na
concentracao sérica de IgE total e de IgM parasito-reativa, especialmente em

animais previamente expostos ao parasito;

Diferentes tipos de re-exposicdo de camundongos ao S. venezuelensis
induzem aumento nos niveis de IL-5 no pulmé&o, mas ndo de IL-4 e IL-13,
tanto em camundongos deficientes na maturacdo de eosinofilos como em

animais nao deficientes.
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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