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RESUMO
Este trabalho teve como objetivo avaliar, no hamster, os efeitos imuno-parasitoldgicos da
administragdo de farmacos imunomoduladores na infeccdo por Ancylostoma ceylanicum.
Foram avaliadas quatro classes de drogas (imunossupressores, anticorpos anti-linfocitarios,
anti-inflamatérios e anti-histaminicos). Entre os imunosspressores, foram testadas a
ciclosporina A (CsA) e a prednisolona. Os resultados mostraram que o tratamento com CsA,
nao interfere na ancilostomiase experimental. Jd o tratamento com prednisolona alterou a
regulacdo do sistema imune, afetando diretamente a integridade intestinal e a postura de
ovos de A. ceylanicum. O tratamento com anticorpos anti-CD3, ndo alterou o quadro de
infecgao por A. ceylanicum em hamsters; no entanto, quando associado a prednisolona,
observou-se que o anticorpo especifico ameniza o quadro de inflamacdo. Ndo obtivemos
sucesso em mostrar as prostaglandinas como mediadores inflamatdrios de importancia na
ancilostomiase. Ndo foram observadas diferencas em aspectos parasitolégicos e
imunoldgicos entre animais tratados ou ndo com acido acetilsalicilico, diclofenaco ou
etoricoxibe e infectados com A. ceylanicum. Os animais tratados com drogas anti-
histaminicas (loratadina e ranitidina) apresentaram sinais clinicos graves e foram sacrificados
apos 24 dias de infeccdo. Observamos um aumento na eliminacdo de ovos e o nimero de
eosindfilos e neutrdfilos periféricos nos animais tratados com a combinacdo de drogas.
Mostramos que farmacos imunossupressores sao drogas que, ndo necessariamente
suprimem a resposta efetora do organismo — Th; ou Th, — mas sdo responsaveis por
favorecer a regulacdo do processo de resposta imune efetora. Portanto, a imunorregulacao
exacerbada da resposta do organismo leva a um desequilibrio na infecgdo por A. ceylanicum
no intestino, levando a quadros exacerbados de inflamacdo intestinal e consequlente
prejuizo ao desenvolvimento dos vermes adultos e a postura de ovos. O aumento da
inflamacao intestinal, decorrente do excesso de regulagdo da resposta imune, associado a
diminuicdo do numero de células caliciformes é responsavel pelo aumento da perda de
mucosa intestinal. Neste trabalho, mostramos um comportamento inverso entre o numero
de células caliciformes e inflamagao intestinal: quanto mais células caliciformes, menor
inflamacdo tecidual. Dessa forma, as células caliciformes estariam associadas a protecdo da

mucosa intestinal na infecgao por A. ceylanicum.



ABSTRACT
This study aimed to evaluate, the effects of immunomodulatory drugs upon the immune
response and parasitological patterns of hamsters infected with Ancylostoma ceylanicum.
Four classes of drugs (immunosuppressants, anti-lymphocyte, anti-inflammatory and
antihistamines drugs) were used in this study. Among the imunossupressors cyclosporin A
(CsA) and prednisolone were tested. The results showed that CsA treatment does not
interfere with the experimental hookworm’s infection. On the other hand, the treatment
with prednisolone has altered the regulation of the immune system, affecting, directly the
intestinal integrity and oviposition of A. ceylanicum. Treatment with anti-CD3 had no
influence in the A. ceylanicum infection in hamsters, however, when associated with
prednisolone, it was observed that the specific antibody alleviated the context of
inflammation. Prostaglandins did not work as a inflammatory mediators of importance in the
hookworm’s infection, in this study. There were no differences in parasitological and
immunological aspects between animals treated or not with aspirin, diclofenac or etoricoxib
and infected with A. ceylanicum. Animals treated with anti-histamine (loratadine and
ranitidine) presented severe clinical signs and were euthanized after 24 days of infection. We
observed an increase in the number of eliminated eggs and the number of peripheral
eosinophils and neutrophils in animals treated with a combination of both drugs. We show
that immunosuppressive drugs do not necessarily suppress the Thl or Th2 organism’s
effector response but they are responsible for regulating this process. Therefore, a
exacerbated immunoregulated response of the body leads to an imbalance in the infection
by A. ceylanicum in the intestine, leading to conditions that exacerbate the intestinal
inflammation and consequently damaging the development of adult worms and egg’s
elimination. The increase in intestinal inflammation, due to excessive regulation of immune
response associated with a reduction in the number of goblet cells is responsible for the
increased loss of intestinal mucosa. We show an inverse behavior between the number of
goblet cells and inflammatory bowel disease: as highest were the number of goblet cells, less
tissue inflammation was present in the intestine. Thus, goblet cells were associated with

protection of the intestinal mucosa in infection by A. ceylanicum.
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l. INTRODUCAO



20

A ancilostomiase é uma das infec¢des parasitarias mais prevalentes no mundo. Em paises em
desenvolvimento, leva a quadros de anemia e desnutricdo entre a populacdo mais carente. A
doenga acomete entre 576 e 740 milhdes de pessoas em regides tropicais e subtropicais do
mundo (De Silva et al., 2003). E considerada como uma das doencas negligenciadas em
paises tropicais e como a segunda doenga parasitaria mais importante no homem, superada

apenas pela malaria. (Hotez et al., 2005; Hotez, 2008).

Entre os ancilostomideos parasitos do homem destacam-se o Ancylostoma duodenale e o
Necator americanus. Outras espécies, tais como o Ancylostoma caninum, Ancylostoma
braziliense, Ancylostoma ceylanicum, sdo infectantes para os seres humanos, sendo
considerados agentes zoonoticos (parasitos de cdes e/ou gatos), mas de pouca importancia
na saude publica ou de importancia localizada com distribuicdo geografica bem delineada

(Bungiro et al., 2004; Hotez et al., 2004; Loukas e Prociv, 2001).

I.1. Posicao taxondmica e morfologia dos ancilostomideos
Segundo Blaxter et al. (1998, 2000), o Ancylostoma é um parasito que esta incluido no reino

Metazoa, filo Nematoda, classe Secernentea, ordem Strongylidea, familia Ancylostomidae.
Esta familia é caracterizada por nematddeos que apresentam capsula bucal desenvolvida,
armada com dentes ou laminas quitinosas cortantes em sua margem ventral (Rey, 2001).
Parasitos desta familia apresentam um nitido dimorfismo sexual, sendo os machos
possuidores de uma bolsa copuladora bem desenvolvida na regido posterior. A maioria das
espécies parasita o intestino delgado, alimentando-se do sangue de varios hospedeiros

mamiferos, incluindo o homem.

Dentre as subfamilias pertencentes a esta familia, podemos destacar duas de interesse para
a parasitologia médica e/ou veterinaria: Ancylostominae e Bunostominae. Os individuos
pertencentes a subfamilia Ancylostominae caracterizam-se por apresentarem, na margem
da cdpsula bucal, um a trés pares de dentes quitinosos. Na subfamilia Bunostominae, além
de outras caracteristicas diferenciais, os adultos possuem laminas cortantes em substituicdo

aos dentes. Nesta subfamilia, destaca-se o N. americanus.
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1.2. Ciclo biolégico dos ancilostomideos

O ciclo de vida dos ancilostomideos estd representado na FIG. 1. O ciclo é direto, sem
hospedeiros intermediarios. Vermes adultos vivem no intestino delgado e se alimentam de
mucosa e sangue do hospedeiro. As fémeas adultas fazem postura de ovos que sdo
eliminados nas fezes do hospedeiro e se embrionam no meio exterior. Do ovo eclodem as
larvas de primeiro estadio (L1), que se alimentam de microorganismos no ambiente e sofrem
duas mudas, passando a larvas de segundo (L,) e terceiro (Ls) estadio. As L3, filariddes, ndo se
alimentam, sdo envolvidas pela bainha das L, e apresentam grande capacidade de
movimentacdo, sendo infectantes para o hospedeiro definitivo. As Ls, livres no ambiente,

infectam o hospedeiro pelo contato com a pele e/ou mucosa do mesmo (Soulsby, 1965).

As L3 infectantes penetram na pele do hospedeiro via foliculos pilosos e alcangam os
capilares sanguineos e/ou linfaticos. Durante a penetracdo, as L; perdem a bainha de L,, que
as envolvia, e voltam a se alimentar de componentes do soro do hospedeiro (Hawdon e
Shad, 1990). As larvas sdo entdo carreadas até os pulmdes, onde sofrem mais uma muda,
para larvas de quarto estadio (Ls). As Ly possuem um primérdio de capsula bucal e
apresentam sistema genital em desenvolvimento. Dos pulmdes, as larvas passam a traquéia,

sdo deglutidas, alcancando o intestino delgado.

No intestino, as L4 se fixam com o primdrdio de capsula bucal nas microvilosidades e iniciam
o parasitismo, passando a adultos imaturos. Com o desenvolvimento da maturidade sexual,
machos e fémeas copulam e as fémeas iniciam a postura de ovos, cerca de 14 dias apds a

infeccdo (Loukas e Prociv, 2001).

Apenas Ancylostoma é capaz de infectar por via oral e, nestes casos, as larvas ndo passam
pelos pulmdes (Haas et al., 2005). As Ls; infectantes passam pelo trato gastro-intestinal,
atingem o estdOmago e perdem a cuticula externa pela acdo do suco gdstrico. Apos,
aproximadamente, trés dias de infecgao, migram para o intestino delgado e penetram nas
células de Lieberkiihn onde ocorre a muda para a larva Ls. Posteriormente, estas voltam a luz
do intestino, transformam-se em adultos jovens, fixando-se a mucosa intestinal por meio de

suas capsulas bucais para realizar hematofagia e copula.
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Pode ocorrer ainda que as Ls de Ancylostoma apds a penetracdo atinjam a circulacdo
sistémica e se dispersem pelos tecidos (migracdo somatica), ficando instaladas em fibras
musculares esqueléticas como larvas Lz hipobidticas (Cury e Lima, 2002). Estas larvas
hipobidticas podem ser reativadas para o desenvolvimento e migracao, levando a formacao
de vermes adultos no intestino, possivelmente quando as condicdes ambientais sdo
favoraveis, como por exemplo, em periodos de maior umidade e calor (onde as condicGes
sdo otimas para a transmissdo) e interferem com o metabolismo do hospedeiro. Além disso,
em cdes, estas larvas podem promover infec¢des transplacentarias e transmamaria as quais
sao influenciadas por mudangas hormonais durante o periparto, assumindo uma

importancia epidemioldgica muito elevada (Cunha, 2009).

FIGURA 1 - Representacdo esquematica do ciclo de vida dos ancilostomideos. Adaptado de Hotez et al. (2005).

1.3. Patogenia e sinais clinicos
Durante a penetracdo da Ls, a larva perde a cuticula do estadio anterior (L,) e secreta

enzimas que facilitam a sua migracdo através dos tecidos. Muitas larvas sdo mortas pelo

sistema imune do hospedeiro ao longo do caminho. Neste momento, muitas reacdes
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inflamatdrias sao montadas no organismo, podendo variar entre reagdes assintomaticas até

erupcOes cutaneas (Loukas e Prociv, 2001).

Durante a fase de migracdo tecidual até os pulmdes, as larvas podem induzir lesdes
hemorragicas e inflamatérias focais, que podem se manifestar clinicamente como sintomas
da sindrome de Loeffler, associada a migracdo de larvas de helmintos no pulmao. Quadros
clinicos respiratdrios sdo raros e podem ser vistos apenas em casos de infec¢des macicas por
ancilostomideos ou em casos de resposta imunolégica direcionada as larvas, com

consequente morte destas (Loukas e Prociv, 2001; Prociv e Croese, 1990).

No intestino, os parasitos adultos alimentam-se fixando profundamente a capsula bucal nas
microvilosidades do epitélio. A presenca de dentes/ldaminas na capsula bucal ajuda o
parasito a se ancorar na mucosa, facilitando a maceragdo do tecido (Cury e Lima, 2002;

Prociv e Croese, 1990).

Glandulas do parasito secretam varios produtos, incluindo proteases e anticoagulantes, que
sdo liberados através da capsula bucal no local de fixacdo. Ocorre, assim, uma “pré-digestao”
da mucosa intestinal do hospedeiro. Em resposta ao desgaste do tecido e/ou inicio da
resposta inflamatdria, os parasitos mudam de posicdo na mucosa a cada 4-6 horas (h)

(Loukas e Prociv, 2001).

A patogenia da doenca é consequéncia direta da perda de sangue que ocorre durante a
fixagdo e alimentagao dos parasitos adultos no intestino. Ancilostomideos sdo a principal
causa de anemia ferropriva, que, em infeccdes macicas, podem causar, devido a
enteropatias por perda de proteinas, retardo fisico e mental em criangas, além de 6bito

(Gasser et al., 2008; Hotez et al., 2004; Hotez et al., 2006; Prociv e Croese, 1990).

1.4. Diagnéstico
O diagndstico parasitolégico da infecgdo por ancilostomideos é feito baseado no encontro

de ovos nas fezes do hospedeiro, utilizando diversas técnicas de exame de fezes. A principal
técnica utiliza a camara de McMaster, que quantifica o numero de ovos por grama de fezes

(OPG), fornecendo dados que permitem estimar a intensidade de infeccdo, que, de acordo
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com a Organizacdo Mundial de Saude, é definida como: baixa, aquela com OPG abaixo de
1999; moderada, quando varia entre 2000-3999; e, intensa, acima de 4000 (Gordon e
Whitlock, 1939; Hotez et al., 2005; Gasser et al., 2008).

As caracteristicas morfolégicas dos ovos sdo tipicas (¥65x40 pm), mas ndo permitem
identificar as espécies. Para superar essa limitacdo no diagndstico, o método de coprocultura
(Roberts e O’Sullivan, 1950) pode ser usado para desenvolver ovos em Ls, que permitem
identificar microscopicamente o género do parasito. Entretanto, esta identificacdo é
laboriosa e demorada, ja que o desenvolvimento ovo-L; leva cerca de uma semana e a

identificagdo, por espécie, ndo é possivel.

I.5. Epidemiologia

Ancilostomideos ocorrem quase exclusivamente em comunidades rurais pobres de paises
em desenvolvimento nas regides tropicais do globo terrestre (FIG. 2). A prevaléncia regional
da ancilostomiase é dependente do clima local e da composicao do solo. Isso ocorre devido
a dependéncia do ciclo biolégico do parasito, que tem uma fase de desenvolvimento larvario

no ambiente/solo, em condigdes ideais de temperatura e umidade (Hotez, 2008).

Os dois fatores mais importantes na infec¢ao por ancilostomideos sdao as condigdes socio-
econdmicas e de desenvolvimento do pais/regido. Nas regides tropicais em
desenvolvimento, a maioria dos casos de ancilostomiase ocorre em regides rurais de
extrema pobreza, onde a populacdo possui renda menor do que US$2/dia, confirmando a
relacdo entre a prevaléncia da infeccdo e a baixa condicdo sécio-econémica (Hotez et al.,

2005; Hotez, 2008).

A relacdo entre ancilostomiase e pobreza tem origem multifatorial, incluindo instalaces
sanitarias inadequadas, auséncia de saneamento basico e dificuldade ao acesso a
medicamentos essenciais. Além disso, condicbes de pobreza facilitam a infeccdo por
ancilostomideos e a infec¢do por ancilostomideos promove a pobreza, isto porque leva a

efeitos negativos na saude e educagao em criangas e na produtividade dos trabalhadores.
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Nas ultimas décadas, a reducdo na pobreza e crescente urbanizacdo dos paises em

desenvolvimento diminuiram com sucesso a prevaléncia da ancilostomiase (Hotez, 2008).

Enquanto altas cargas parasitarias continuam ocorrendo entre criancas em diversas areas
tropicais, estudos conduzidos em todo mundo nos Ultimos anos mostram que a infec¢do por
ancilostomideos ndo confere protecdo a re-infecgdes e indicam que o pico de prevaléncia e
intensidade de infec¢ao para ancilostomideos tem ocorrido com freqiiéncia em individuos

adultos ou mais velhos (Bethony et al., 2002; Gandhi et al., 2001; Hotez at al., 2003).

Hookworm
Prevalence (%)

W o-99

10-299
a0-498
50-799
&0 - 100
Mo Data

FIGURA 2 — Distribui¢do e prevaléncia da ancilostomiase humana no mundo. llustragdo: Margaret Shear, Pulic

Library of Science, adaptado de Silva et. al., 2003.

1.6. Controle
Ancilostomideos adultos podem viver de um a cinco anos no intestino delgado e sao causas

importantes de morbidade devido a deficiéncia de ferro no sangue (Quinnell et al., 2004).
Portanto, pode-se dizer que a morbidade é maior entre os hospedeiros que albergam maior

numero de parasitos adultos (Hotez et al., 2005).

Devido ao alto potencial de transmissao, os ancilostomideos sdo de dificil erradicacdo em
areas pobres ou de condicdes sanitdrias precarias. Esforcos de controle tém, por esta razao,

reduzido a morbidade através de tratamentos em massa de popula¢des afetadas com drogas
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anti-helminticas, principalmente benzimidazéis (Hotez et al., 2005). Estas drogas sdo seguras
e efetivas quanto a reducdo na prevaléncia e intensidade das infeccGes e, em termos,
podem fornecer condicbes do organismo de recuperar os niveis de hemoglobina e

crescimento (Bungiro e Cappello, 2005).

Tratamentos anti-helminticos periddicos e repetidos, complementados com saneamento
basico e utilizacdo de dgua limpa apresentam a melhor relacdo custo-beneficio e sao
consideradas as melhores formas de controle de morbidade causada pelos ancilostomideos
(Hotez et al., 2005). Embora estes tratamentos antihelminticos sejam eficazes na eliminacao
de vermes adultos, reinfeccdes ocorrem cerca de 120 dias apds o tratamento (Albonico et

al., 1995, 2003; Quinnell et al., 1993).

Infelizmente, os beneficios de programas de tratamento com anti-helminticos, a longo
prazo, tém sido dificeis de quantificar, visto que o tratamento é voltado, sobretudo a
criancas em idade escolar, enquanto as maiores prevaléncias e intensidade de infecc¢do
ocorrem em individuos adultos (Bethony et al., 2006). Além disso, apesar de estudos darem
suporte ao valor do tratamento quimioterapico em &areas endémicas, alguns trabalhos
sugerem que uso repetido de algumas drogas pode levar a diminuicdo de sua eficacia,
sugerindo a emergéncia de resisténcia a drogas (Albonico et al., 2003; Bungiro e Cappello,

2005).

Outro enfoque no controle da ancilostomiase é o desenvolvimento de vacinas contra o
parasito. Ensaios de imunizacdes com antigenos de excrecdo e secrecdo (ES) de larva e de
adulto isolados produziram bons resultados e, de acordo com Bethony et al. (2006) a
tendéncia é criar uma vacina que redna um antigeno especifico de cada fase do helminto
(vacina bivalente) ou uma vacina que contenha um produto ES que seja expresso tanto na

fase de larva quanto na de adulto (vacina monovalente).

E esperado que o uso de uma vacina em larga escala prolongue o intervalo requerido entre

os tratamentos anti-helminticos periddicos e leve também a um atraso no surgimento de
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resisténcia as drogas hoje disponiveis, além de prevenir o quadro de doenca (reducdo da

morbidade) (Bethony et al., 2006).

I.7. Resposta imune

A complexidade do ciclo de vida dos ancilostomideos oferece numerosas oportunidades
para o parasito e o hospedeiro interagirem molecularmente. Assim, o contato do parasito
com suas barreiras criticas, como durante a invasdo cutdnea e passagem através dos tecidos
pulmonares, bem como durante a chegada e penetragdo na mucosa intestinal, expdem o
hospedeiro a uma diversidade antigénica muito grande (Loukas e Prociv, 2001). Além disso,
cada fase de desenvolvimento do parasito (Ls, Ly e adulto) expressa um perfil de proteinas
antigénicas. Esses dois fatores representam um desafio para o sistema imune do hospedeiro

vertebrado.

No entanto, ancilostomideos geram uma resposta imunoldgica tipica de nematdides
gastrointestinais em seus hospedeiros definitivos. Pacientes infectados por ancilostomideos
produzem altos niveis de imunoglobulina (Ig) E, com eosinofilia sistémica e localizada
(pulmoes e intestino), se caracterizando como uma resposta do perfil T helper tipo 2 (Th,)

(Loukas et al., 2006).

Uma resposta humoral exacerbada é montada contra adultos e larvas de ancilostomideos,
mas o efeito que esta tem sobre os parasitos ainda nao é muito claro. Além disso, é dificil
distinguir entre a resposta anti-larva e anti-adulto, dado que ambos produzem muitos

antigenos (Loukas e Prociv, 2001).

Ancilostomideos sobrevivem relativamente bem em um ambiente imunologicamente hostil,
onde o ambiente com fendtipo Th, (com predominio das interleucinas (IL)-4 e IL-5) esta
associado com protecdo parcial do hospedeiro. No entanto, esta resposta ndo protege
contra reinfec¢cdes. Os mecanismos pelos quais isso ocorre ainda sdo desconhecidos (Loukas
et al, 2006). O parasito pode promover sua sobrevivéncia secretando agentes
imunossupressores e, acredita-se que estimulando o aparecimento de populacdes T

regulatorias (Treg) (Pritchard et al., 2007)
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Estudos mostram que a infecgdo por ancilostomideos tem um efeito imunomodulatdrio que
pode afetar a resposta imunoldgica do hospedeiro (homem) infectado, quando exposto a
antigenos exodgenos, tais como vacinas. Nesses estudos foram evidenciados diminuicdo da
resposta linfocitdria no sangue periférico de pacientes (Kalinkovich et al., 1998;
Onyemelukwe et al., 2001) e altos niveis de IL-10 (Geiger et al., 2004). Entretanto, tem sido
mostrado que o tratamento com mebendazol pode recuperar a resposta imunoldgica celular

contra os ancilostomideos (Geiger et al., 2004).

I.7.1. Resposta imune contra larvas infectantes (L)
Quando a infecgdo ocorre pela penetracdo cutanea, as Ls perdem a cuticula de L, e secretam
enzimas que facilitam a migracao pelos tecidos. Nesta fase, muitas larvas sdo mortas pela

resposta imune do hospedeiro.

Quando alcancam a circulacdo, inicia-se a fase de interacdo com o sistema imune do
hospedeiro e o parasito logo alcanca os pulmdes. A chegada neste 6rgao é facilitada pela
secrecdo de mais antigenos, que induzem respostas representativas do sistema imune local.
Neste “ataque” muitas larvas morrem, mas as que sobrevivem fazem a escalada mucociliar,
interagindo com células apresentadoras de antigenos (APC’s) localizadas na mucosa. Ainda
nos pulmdes sofrem mais uma muda, para L4, liberando mais moléculas antigénicas, com

propriedades imunomodulatérias (Loukas e Prociv, 2001).

Camundongos imunocompetentes desafiados com A. caninum e A. duodenale ndao se
infectam, mas, neles, as L3 realizam a migracdo tecidual pelos pulmdes, assim como ocorre
em hospedeiros definitivos. Neste modelo, foi observado aumento nos niveis de IgM, 1gG; e
IgE, no entanto, a dose-desafio em camundongos é desproporcional (Hotez et al., 1999;

Loukas e Prociv, 2001).

No que diz respeito a resposta imune celular, os eosindfilos predominam na resposta
inflamatdria contra L; de ancilostomideos nos tecidos e, dependendo da dose de larvas

infectantes, este quadro se reflete em eosinofilia periférica (Loukas e Prociv, 2001).
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Evidéncias sugerem que estas células sao capazes de matar os estagios infectantes, mas nao

adultos (Meeusen e Balic, 2000).

1.7.2. Resposta imune contra vermes adultos

A invasdo de tecidos por ancilostomideos, e helmintos de forma geral, esta associada a
elevados niveis de IgE no soro do hospedeiro. A maior parte desta IgE produzida estd
diretamente ligada ao estimulo provocado pelos antigenos do parasito. Citocinas do tipo Th;
(IL-4, IL-5 e IL-13, principalmente) predominam na resposta, com IL-4 promovendo a sintese

de IgE, enquanto citocinas do tipo Thy, inibem a sua producao (Loukas e Prociv, 2001).

Ancilostomideos adultos induzem a producdo de IgE, IgG e IgM no soro de pacientes. Os
niveis destas imunoglobulinas voltam ao normal apds o tratamento anti-helmintico (Ganguly
et al., 1988; Kumar et al., 1980; Loukas e Prociv, 2001). No entanto, Bungiro et al. (2008)
encontraram altos niveis de IgA especifica no intestino delgado e nas fezes de hamsters
experimentalmente infectados com A. ceylanicum. Apesar de a secrecao de IgA especifica na
luz intestinal ndo estar relacionada a protegao, ela atua em conjunto com outras respostas
de mucosa, criando um ambiente desfavoravel ao parasito, tais como: mastocitose,
hiperplasia das células de muco, eosinofilia e alteracdes na arquitetura da mucosa (Bungiro
et al., 2008). IgA pode ainda estar associada a neutralizagdo de moléculas excretadas e
secretadas pelo parasito (Underdown e Schiff, 1986; Woof e Keer, 2006) e/ou a indugdo da

degranulacdo de eosinéfilos (Abu-Ghazaleh et al., 1989).

Eosindfilos sdo as células predominantes na resposta leucocitdria causada por
ancilostomideos adultos. O numero de eosindfilos circulantes esta relacionado a carga
parasitdria no hospedeiro (Pritchard et al., 1990). Os eosindfilos circulantes estdo em
transito da medula dssea para os sitios de infeccdo, no caso, intestino. Em infeccOes
humanas, o principal fator é a infiltragdo deste tipo celular para o local onde esta ocorrendo
o parasitismo (local onde o parasito estd se alimentando), mas isso varia de acordo com o
estagio e intensidade da infec¢do e com o hospedeiro (Loukas e Prociv, 2001). Além disso, a
degranulacdo de mastdcitos em resposta a Igk tem papel fundamental na mobilizacdo local e

na ativacdo dos eosindfilos (Else e Finkelman, 1998). Proteases liberadas por mastocitos
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degradam o colageno cuticular de adultos de N. americanus (McKean e Pritchard, 1989).
Fujiwara et al. (2009) observaram que eosindfilos de pacientes infectados por Necator

apresentam maior grau de ativacao celular, se comparados aos controles.

1.8. Resposta imune em ancilostomideos X modelo experimental
Modelos experimentais para infeccbes por ancilostomideos se fazem cada vez mais
necessarios para o desenvolvimento de novas drogas anti-helminticas e, especialmente, para

o desenvolvimento de vacinas (Fujiwara et al., 2006).

Camundongos ja foram desafiados com Ancylostoma spp. e N. americanus, no entanto, tal
modelo se mostrou ndo permissivel ao desenvolvimento de larvas em vermes adultos.
Consequentemente, nao foi possivel avaliar a perda de sangue intestinal pela alimentagao

do adulto ou hemorragia intestinal (Fujiwara et al., 2006; Soh, 1958).

Atualmente, os modelos usados para o estudo da infec¢do por ancilostomideos sao modelos
naturais ou permissiveis, tais como o cdo e hamsters, respectivamente. Apesar de estes
modelos apresentarem limitacdes quanto ao desenvolvimento de resisténcia as infecgdes,
cdes podem ser utilizados na infeccao por A. ceylanicum e A. caninum, enquanto hamsters
albergam A. ceylanicum e N. americanus (Fujiwara et al., 2006; Garside et al., 1990; Loukas e

Prociv, 2001).

A infeccdo de hamsters (Mesocricetus auratus) por A. ceylanicum tem sido usada como
modelo da infec¢ao experimental por ancilostomideos em estudos de patologia, imunologia
e vacinacdo (Alkazmi et al., 2006, 2008; Bungiro et al., 2001; Dondji et al., 2008; Ghosh et al.,
2006; Menon et al., 1985). Ao contrdrio de camundongos, que n3do permitem o
desenvolvimento de parasitos adultos de Ancylostoma, hamsters imunocompetentes sdo
permissiveis ao desenvolvimento de ancilostomideos parasitos do homem, inclusive A.
ceylanicum. Assim, larvas infectantes (Ls) administradas por via oral no hamster se
desenvolvem no intestino delgado em vermes adultos (Bungiro et al., 2003). O modelo é util
porque reproduz a perda de peso, diminuicdo no ritmo de crescimento e anemia

encontrados em infecgdes macigas por ancilostomideos em humanos (Bungiro et al., 2001,
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2003; Garside e Behnke, 1989; Ghosh et al.,, 2006; Menon et al., 1985;). Entretanto,
hamsters desenvolvem uma resisténcia parcial a infecgGes secundarias por A. ceylanicum

(Garside et al., 1990).

Estudos realizados sobre a resposta imunoldgica de hamsters experimentalmente infectados
por A. ceylanicum mostram que infeccdo oral com 100 Ls; resulta em uma resposta
predominantemente Th; com regulagdao de citocinas pré-inflamatdrias, tais como IFN-y e
TNF-a, que ocorre durante a fase de migracdo larvaria e continua nos 14 dias ap6s a infeccao
(pré-paténcia). O desenvolvimento das larvas em adultos sexualmente maduros (paténcia)
coincide com uma alteracdo no perfil de resposta, mudando para uma resposta

predominantemente Th,, com aumento na producdo de IL-4 e IL-10 (Mendez et al., 2005).

Além disso, o perfil de citocinas observados em hamsters infectados por A. ceylanicum
durante a paténcia é similar a resposta de citocinas no sangue periférico em infec¢des
humanas cronicas por ancilostomideos, nas quais IFN-y e IL-12 s3ao suprimidas, mas ha

elevacdo de IL-10, IL-4, IL-5 e IL-13 (Fujiwara et al., 2006).
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Il. OBJETIVOS
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11.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo de farmacos comerciais amplamente utilizados na
medicina humana na infec¢do por Ancylostoma ceylanicum, avaliando a administracdo

destas drogas no papel imunomodulador de vias especificas na resposta a infecgao.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar os efeitos de imunssupressores (prednisolona e ciclosporina) na infeccdo de
hamsters por A. ceylanicum, em relacdo a aspectos parasitoldgicos, imunoldgicos e
histopatoldgicos

2) Avaliar os efeitos de anticorpos antilinfocitarios anti-CD3 associados ou ndo a
glicocorticéides (prednisolona) na infeccdo de hamsters por A. ceylanicum, em relacdo a
aspectos parasitolédgicos, imunoldgicos e histopatolégicos

3) Avaliar os efeitos de anti-inflamatdrios (acido acetilsalicilico, diclofenaco e etoricoxibe) na
infeccdo de hamsters por A. ceylanicum, em relacdo a aspectos parasitolégicos,
imunoldgicos e histopatologicos

4) Avaliar os efeitos de anti-histaminicos (loratadina e cloridrato de ranitidina) na infecgdo
de hamsters por A. ceylanicum, em relacdo a aspectos parasitolégicos, imunoldgicos e

histopatoldgicos
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lIl. MATERIAIS E METODOS
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A seguir serdo apresentados os materiais e métodos comuns que foram utilizados em todos
os capitulos. As particularidades de cada experimento serdo descritas no respectivo item

(RESULTADOS E DISCUSSAO).

lll.1. Ensaio de proliferagao celular

Para os experimentos que envolveram imunossupressdo, realizamos a avaliagdo da
proliferacdo celular de células de linfonodo mesentérico de hamsters nao infectados e
incubadas com o farmaco em estudo através de ensaio de MTT (Sigma, EUA) como

previamente descrito por Chow et al. (2000).

Resumidamente, aliquotas de 160 pl da suspens3o celular (1 x 10° células de linfonodos
mesentéricos), em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, EUA) suplementado com 2% de
antibidtico (Invitrogen, EUA), 1,6% de L-Glutamina (Synth, Brasil) e 10% de Soro Fetal Bovino
(Cutlab, Brasil) foram cultivadas em placas de cultura de fundo chato de 96 pocos, com 20 pl
do farmaco em diferentes concentracGes (30 a 300000 ng/ml) e 20 ul de 50 pg/ml de
fitohemaglutinina (PHA) (Sigma Chemical Co. - St Louis, EUA) por 24 horas. Apds a incubacao,
20 pl de solucdo de MTT (5 mg/ml) foram adicionados em cada pogo, e a placa incubada por
mais 4 horas em uma atmosfera Umida a 37° C e 5% de CO,. Apds esse periodo de reagdo, o
sobrenadante foi retirado cuidadosamente e substituido por 100 pl de DMSO 10% (Merk,

Alemanha), seguida de agitacdo intensa com pipeta multicanal.

A densidade o6ptica foi determinada a 570 nm no leitor de placas de ELISA (Versamakx,
Molecular Devices, EUA), e a proliferacdo celular foi expressa em relacdo a porcentagem de
absorbancia de culturas controles, obtida por células ndo tratadas (sem droga), apds

subtracdo da absorbancia dos pocos utilizados como branco (sem células).

I11.2. Infec¢ao de hamsters com Ancylostoma ceylanicum

Todos os procedimentos relativos a manipulagao infeccdo e eutandsia dos hamsters
seguiram as recomendacdes do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), conforme projeto aprovado sob o nimero 066/08
(ANEXO A) e 088/09 (ANEXO B).
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Foram utilizados hamsters (Mesocricetus auratus), fémeas, com idade entre quatro e seis
semanas, nascidos no Biotério de Reprodugao do Departamento de Parasitologia do

Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG).

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Parasitologia Molecular, sem
controle de luz/temperatura, no Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG, em gaiolas
plasticas, em grupos de cinco animais, sendo oferecidas agua e racdao comercial para

camundongos ad libitum. A limpeza das gaiolas foi feita duas vezes por semana.

Para infeccdo, 50 L; de A. ceylanicum previamente recuperadas e preparadas foram

inoculadas via oral, com auxilio de gavage, no tubo digestivo superior dos hamsters.

Sete dias apds o indculo, foi iniciada a coleta de fezes dos animais infectados para realizagao
do exame de fezes, que consistiu na realizacdo de OPG, utilizando cdmara de McMaster
(Gordon e Whitlock, 1939), e coprocultura (Roberts e O’Sullivan, 1950). Esta foi incubada a
27° C por sete dias, quando foi entdo feito o exame de Baermann Moraes modificado

(Barcante et al., 2003) para recuperacao das Ls.

As Ls; recuperadas foram lavadas em solugdo salina tamponada (PBS —“phosphate buffer
saline”, pH 7,4) e centrifugadas (200 g — 5 minutos — 25° C). Este procedimento foi repetido
trés vezes e as L; foram contadas por estimativa em microscopio estereoscopio. As larvas
recuperadas foram tratadas com HCI 0,1% por 10 min sob agitacdo. Ao término, a solugdo foi
novamente lavada em solucdo salina e as larvas congeladas em freezer -80° C para sua

utilizagao na produgao de antigeno.

A fim de evitar a eliminagao espontanea dos vermes adultos, trinta dias apos a infecgdo os

animais foram sacrificados com sobredose de anestésico (150 mg/kg de Thiopental sédico’).

Apds a eutandsia, o animal foi colocado em decubito dorsal e a cavidade abdominal foi

aberta. Observou-se a condicdo geral dos intestinos, baco, figado e linfonodos mesentéricos.
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Uma amostra de tecido do bago e intestino delgado foi retirada, fixada em solugdao de

formaldeido para posterior andlise histopatoldgica.

O intestino delgado foi aberto em placa de Petri contendo PBS para recuperacao dos
parasitos. Os parasitos adultos foram recuperados diretamente da mucosa intestinal,

contados, sexados e congelados em freezer -80° C para os ensaios imunolégicos.

I11.3. Coleta de sangue

Cerca de 1 mililitro (ml) de sangue foi obtido diretamente do plexo retro-orbital de todos os
animais utilizando pipeta de Pasteur heparinizada. As coletas ocorreram dos animais
experimentais ainda negativos (sem tratamento e sem infec¢do) e no dia da eutanasia dos
animais (dia 30). O sangue coletado foi utilizado para realizacdo de hemograma completo
(Analisador de Hematologia Veterinaria BC2800, Quibasa, Brasil) e para obtencdo de plasma

para os testes imunoldgicos.

111.4. Quantificagdo do niimero de ovos por grama de fezes (OPG)

Todos os animais foram submetidos a contagem do OPG, utilizando camara de McMaster
(Gordon e Whitlock, 1939), a cada trés dias a partir do sétimo dia de infecg¢do, até o final dos
experimentos. As fezes foram coletadas durante a noite (cerca de 12 horas) em gaiolas

proprias, por grupo experimental.

I11.5. Testes imunoldgicos

I11.5.1. Preparagdo dos antigenos

111.5.1.1. Larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum

As larvas recuperadas das coproculturas de hamsters utilizados para manutengao da cepa de

A. ceylanicum em laboratério foram congeladas em freezer -80° C com coquetel de

inibidores de proteases, de acordo com o volume, até o momento de uso.
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Para preparacao dos antigenos, as larvas foram ressuspendidas em 2 ml de PBS, colocadas
em tubos conicos de 15 ml e sonicadas em aparelho de ultra-som (Branson Sonc Power —
Sonofer Cell Disruptor 450). Foram realizados 35 ciclos de 30 segundos, com intervalo de um
minuto em banho de gelo. O completo rompimento das larvas foi confirmado em

microscopio estereoscopico.

As amostras foram centrifugadas sob refrigeracdo a 15340 g, por 10 min. O sobrenadante foi

aliguotado e armazenado em freezer -80° C até o momento do uso.

111.5.1.2. Vermes adultos de Ancylostoma ceylanicum

Os adultos (machos e fémeas) recuperados de necropsias de hamters utilizados para
manuten¢ao da cepa de A. ceylanicum em laboratério foram descongelados e
ressuspendidos em 2 ml de PBS. Imediatamente apds, foram macerados manualmente,

utilizando um homogeneizador de tecidos.

As amostras foram centrifugadas sob refrigeracdo a 15340 g, por 10 minutos. O

sobrenadante foi aliquotado e armazenado em freezer -80° C até o momento do uso.

111.5.2. Dosagem de proteinas
Os antigenos de larva e de vermes adultos foram submetidos a dosagem de proteinas

utilizando o kit BCA® (Pierce), conforme recomendacdes do fabricante.

111.5.3. “Enzyme lynked immunosorbent assay” — ELISA
Todos os animais foram avaliados individualmente quanto a sua resposta por anticorpos IgG

total frente a antigenos brutos de L; e vermes adultos pela técnica de ELISA.

Para isso, a técnica foi padronizada e as condi¢des ideais definidas para o ensaio foram: a
placa (BD Falcon, EUA — 96 pogos) foi sensibilizada com 1 ug/ml de antigeno diluido em
tampao carbonato (NaHCOs 0,05 M, pH9,6), por 18 h, a 4° C. O bloqueio foi feito incubando
a placa por 2 h, a temperatura ambiente, em solugao contendo 2% de leite em pd desnatado

(Molico® — Nestlé) dissolvido em PBS Tween 20 (PBST) 0,05%. Apds este tempo, a placa foi
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incubada com os soros dos hamsters (individual) na diluicdo de 1:100, por 18 h, a 4° C. O
proximo passo foi incubar a placa com o anticorpo monoclonal 1gG, conjugado com biotina
(BD Biosciences), na diluicdo de 1:5000 em PBST 0,05%, por 2 h, a temperatura ambiente.
Em seguida, foi adicionada a estreptavidina (ReD Systems — EUA) diluida 1:200 em PBST
0,05%, conforme recomendacdes do fabricante. A incubacdo ocorreu por 20 minutos. A
revelacdo foi feita utilizando reagente o-phenylenediamine dihydrochloride - OPD’ (Sigma
Aldrich), incubado por 30 minutos. A reagao foi interrompida adicionando 50 pl de H,SO4 2 N

a cada poco da placa. A leitura da placa foi feita em espectrofotometro a 492nm.

Cabe ressaltar que apds cada etapa de incubacdo (exceto apds incubagcdo com OPD®), a placa

foi lavada cinco vezes com PBST 0,05%.

I1l.6. Analise histopatoldgica

Para anadlise histopatoldgica, realizada no Laboratdrio de Imunopatologia da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP), em parceria com a Dra. Claudia Martins Carneiro, parte do
baco e duodeno recuperados apds o eutandsia dos animais foram fixadas em
paraformaldeido 4% tamponado com tampdo fosfato. O intestino foi fixado aberto com
auxilio de alfinetes em papeldo duro. Em seguida as amostras foram desidratadas com
banhos de dlcool de 10 minutos cada, em concentragdes crescentes entre 70% a 100%. Apds
este passo as amostras foram diafanizadas com trés banhos de cinco minutos de xilol e, em
seguida, incluidas em parafina. Os cortes foram corados pela hematoxilina-eosina (HE) e

avaliados individualmente.

I11.7. Analise estatistica
Os dados foram submetidos ao teste de Grubb, para deteccdo de “outliers”. Os métodos

estatisticos foram escolhidos de acordo com a natureza dos dados: os paramétricos foram
avaliados por andlise de variancia ou pelo teste T ndo-pareado; os ndo-paramétricos foram
submetidos aos testes de Mann e Whitney ou Kruskal-Wallis. Foram usados os pacotes Instat

e Graph Pad Prism 5.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
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IV.1.IMUNOSSUPRESSORES"

! Parte dos dados apresentados neste capitulo foi submetida como artigo cientifico intitulado “Prednisolone
and cyclosporine A: effects on an experimental model of ancylostomiasis” para a revista International
Journal for Parasitology (APENDICE A).



42

Infec¢des helminticas em individuos imunossuprimidos sao prejudiciais e levam a um
aumento na suscetibilidade a infec¢des como tuberculose (Brooker et al., 2004). Isso ocorre
devido ao aumento no nivel de citocinas do tipo Th, e supressdo da resposta imune do tipo
Th, (Brooker et al., 2004). Borkow e Bentwich (2004) sugerem que a ativacdo cronica da
resposta imune por helmintos produzem grandes volumes de material antigénico tornando
os individuos mais propensos a se infectarem pelo virus HIV, e, uma vez infectados, a terem
maiores cargas virais e rapida evolucdo da doenca. O aumento da resposta imune do tipo
Th, pode levar a hiporesponsividade e anergia, afetando a resposta do hospedeiro a

imunizacdo (Lewthwaite et al., 2005).

Ainda segundo Lewthwaite et al. (2005), infec¢des helminticas induzem uma resposta por
citocinas do tipo Th, e diminuicdo ndo-especifica da resposta Thy, ao passo que, doencas
inflamatdrias do intestino, tais como a doenca de Crohn e colite ulcerativa, parecem ser
conseqiiéncia de uma falha do organismo em diminuir a resposta inflamatéria do tipo Th;. O
desenvolvimento desta resposta pode explicar a relagdo simbidtica que humanos tém com
parasitos intestinais e a relativa baixa incidéncia de doengas inflamatdrias do intestino em
paises em desenvolvimento, comparado com a alta incidéncia destas doengas em paises

desenvolvidos, onde a exposicdo a parasitos intestinais € menor (Lewthwaite et al., 2005).

Os corticosterdides sdo usados para suprimir efeitos indesejados das respostas imunes de
origem auto-imune ou alérgica, bem como aquelas induzidas pela rejeicao de transplantes.
Os corticosterdides sdo derivados farmacolégicos dos membros da familia de
glicocorticéides dos hormoénios esterdides. A prednisolona, um dos glicocorticdides mais
amplamente usados, atua por meio de receptores intracelulares expressos em quase todas
as células do corpo. O complexo formado pela associacdo do corticosteréide com seu
receptor intracelular interfere em uma regido regulatoria especifica do DNA, interferindo
com a sintese ou ligacdo de fatores de transcricdo na regido promotora dos genes

especificos, regulando a transcricdo destes (Paliogianni et al.,1993; Scheinman et al., 1995).

Levando em consideracdo que um grande numero de genes ¢é regulado pelos

corticosterdides e que diferentes genes sdo regulados em diferentes tecidos, os efeitos da
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terapia com esterdides sdo bem estabelecidos e muito complexos apesar de seus
mecanismos de acdo serem indefinidos ou pouco claros. Dentre os efeitos benéficos, temos:
i) a sua atividade anti-inflamatdria, com efeitos sobre a producdo de mediadores
inflamatdrios, incluindo citocinas, prostaglandinas e dxido nitrico; ii) ao inibir a expressdo de
moléculas de adesdo, os corticosterdides inibem a migracdo de células inflamatdrias aos
locais de inflamacdo; e, iii) promocdo da apoptose dos leucécitos e linfocitos (Janeway et al.,

2007).

Na forma oral, prednisona ou prednisolona é rapidamente absorvida. A via de metabolizacdo
é hepadtica, sendo a prednisona convertida a prednisolona. Em condicbes fisiolédgicas, o
corticosterdide participa na maturacdo intra-timica dos linfocitos T e na expressdao do
complexo de histocompatibilidade (“major histocompatibility complex” — MHC), mas, em
condi¢cGes suprafisioldgicas, inibe a proliferacdo celular de linfécitos T, a imunidade
dependente de célula T e a transcrigdo génica de citocinas, incluindo IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y e

TNF-a (Scheinman et al., 1995; Wilckens e de Rijk, 1997).

A ciclosporina é um decapeptideo ciclico, neutro e lipofilico, cujas propriedades
imunossupressoras tem sido bem caracterizadas. A ciclosporina ndo é uma droga citotdxica.
E considerada uma droga seletiva, visto que exerce seu efeito em uma populacdo restrita de
células linféides, e poupando outras células de linhagem mieldide (Pestana, 2001). E um
importante imunossupressor clinico com papel fundamental na manutencdo de Argaos

transplantados e no tratamento de doengas auto-imunes (Pestana, 2001).

O efeito farmacoldgico da ciclosporina depende da sua ligacgdo ao seu receptor
citoplasmatico, denominado ciclofilina, membro de uma familia de proteinas intracelulares
conhecidas como imunofilinas. Assim, a acdo imunossupressora depende da formacdo deste
complexo, interferindo com as rotas de sinalizagdo para a expansdo clonal de linfdcitos

(Janeway et al., 2007; Pestana, 2001) .

A ciclofilina, quando ligada a ciclosporina, inibe a expressdo de genes codificadores de

proteinas nucleares envolvidas na proliferagao de células T. Além disso, a ciclosporina inibe a
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expressao de varios genes de citocinas que sao normalmente induzidas na ativagao de
células T, principalmente IL-2, cujo blogueio é considerado o principal efeito da droga

(Fruman et al., 1992; Janeway et al., 2007; Kahan, 1989).

Embora o principal efeito imunossupressor da ciclosporina seja o resultado da inibigao da
proliferacdo das células T, ela tem uma grande variedade de outros efeitos imunoldgicos,
alguns dos quais podem ser importantes farmacologicamente. Entre eles temos: i) inibicdo
da apoptose de linfocitos T por antigenos; ii) inibicdo da proliferacdo de linfocitos T apds a
ligacdo de imunoglobulinas de superficie; iii) inducdo de apoptose de linfécitos T apds
ativacdo de células B; e iv) nos granulécitos, reduz a exocitose dependente de calcio das

serinas esterases associadas aos granulos (Janeway et al., 2007).

Em infec¢Ges parasitarias, a ciclosporina atua como imunossupressor, causando aumento da
infecgdo ou atraso na eliminagdo dos parasitos. No entanto, Chappell e Wastling (1992)°
apud Bell et al. (1996), revisaram a literatura sobre a atividade anti-parasitaria da
ciclosporina e mostraram que, in vivo, a ciclosporina A pode agravar algumas infeccdes mas,
em outras, pode aliviar o quadro. Em alguns casos, ambos efeitos sdo observados. Ndo é
possivel predizer quando a administracdo da ciclosporina em animais de laboratério
infectados vai resultar em agao anti-parasitaria ou imunomodulatéria porque o efeito do

tratamento parece ser independente do grupo taxonémico e da localizacdo dos parasitos no

corpo do hospedeiro.

Schad (1986) mostrou que uma Unica injecdo de ciclosporina (30 mg/kg), via subcutanea,
dada ao mesmo tempo da infec¢do de camundongos com Ls de Strongyloides ratti diminuiu
em 99,3% o estabelecimento de adultos. Este dado mostra que, neste caso, a ciclosporina

tem efeito protetor sobre a fase tecidual do parasito.

2 CHAPPEL, L.H.; WASTLING, J.M. Cyclosporin A: antiparasite drug, modulator of the host-parasite relationship
and immunosuppressant. Parasitology. n.105, suppl, p. 25-40, 1992.
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IV.1.1. Tratamento
Para avaliar o efeito da imunossupressdo em hamsters infectados por A. ceylanicum, os
animais foram tratados com farmacos imunossupressores utilizadas em pacientes humanos

transplantados.

Foram utilizados dois farmacos comerciais: i) Fosfato sddico de prednisolona® (Medicamento
genérico, 3 mg, Prati Donaduzzi); ii) Ciclosporina - CsA (Sandimun Neoral®, 100 mg, Novartis).

Além destes, foram mantidos 14 animais controle, ndo tratados e infectados.

Os animais foram tratados durante trés dias consecutivos antes da infeccdo e, a partir dai, o
tratamento ocorreu em dias alternados. A dose de tratamento foi definida como a dose
maxima recomendada em casos de transplantes e/ou doengas auto-imunes. Considerou-se o
hamster com peso médio de setenta gramas. A administracdo da droga ocorreu sempre no

final da tarde.

IV.1.1.1. Fosfato sddico de prednisolona
Este medicamento foi utilizado na forma de solucdo oral (3 mg/ml). O grupo tratado foi
composto por 14 hamsters e cada um deles recebeu a dose de 10 mg/kg (0,6 mg/hamster),

via oral, com auxilio de pipeta.

IV.1.1.2. Ciclosporina A (CsA)

O medicamento de escolha para este tratamento encontra-se sob a forma de cdpsula de
gelatina mole, cada uma contendo 1 ml de ciclosporina. Este volume foi retirado da capsula
em condi¢cBes estéreis, com auxilio de seringa e agulha, aliquotado em tubos de
microcentrifuga com 300 pl cada. Os tubos foram mantidos a 4° C por, no maximo, sete dias.
O grupo tratado foi composto por 14 hamsters, que receberam a dose de 10 mg/kg (0,6

mg/hamster), via oral, com auxilio de pipeta.
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IV.1.2. RESULTADOS

IV.1.2.1. Proliferagao celular

A dose administrada para prednisolona e ciclosporina A, foi de 0,6 mg/hamster (6 X 10°
ng/hamster). Neste ensaio, foram utilizadas doses maiores do que estas, com a maior delas
equivalendo & metade da dose administrada (3 X 10° ng/hamster). Os resultados mostram
que células de linfonodo mesentérico de hamsters estimuladas com PHA ndo apresentam
grande variacdo na proliferacdo quando incubadas com prednisolona (p > 0,05) e a
proliferacdo celular para todas as doses testadas foram menores do que as culturas de
células incubadas sem a droga (p < 0,05) (GRAF. 1 A). Neste ensaio, comparada ao grupo
estimulado com PHA, sem droga, metade da dose de prednisolona administrada foi

suficiente para inibir mais de 70% da proliferacdo (p < 0,001).

Para CsA (GRAF. 1 B), comparado as células estimuladas, mas sem droga, apenas altas doses
(> 30 pug/ml) foram capazes de inibir mais de 75% da prolifera¢do das células de hamsters (p

<0,001).
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GRAFICO 1 - Ensaio de proliferacdo celular de células de linfonodo mesentérico de hamsters n3o infectados,

estimuladas e incubadas com (A) prednisolona e (B) ciclosporina A em diferentes concentragGes. Dados
mostrados como média + SD. a = diferenca estatistica em relagdo a cultura estimulada com PHA. ** = p < 0,01

*%% = 5 < 0,001
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IV.1.2.2. Ganho de peso
Os animais foram pesados no dia da infeccdo (dia 0) e no dia do eutanasia (30 DAI). Os

animais dos grupos tratados ganharam, em média, vinte gramas, contra cerca de oito, nos

animais controle. Ndo houve diferenca estatistica entre nenhum dos grupos.

IV.1.2.3. Eliminag¢ado de ovos
A cinética de eliminagdo de ovos dos animais tratados e controle estad apresentada no GRAF.

2 A. O periodo pré-patente foi de 21 dias para todos os grupos experimentais. No entanto, a
maior eliminacdo de ovos para os grupos tratados com ciclosporina ocorreu 24 dias apds a
infeccdo (DAI) (OPG = 2400) e, para o grupo controle, aos 29 DAI (OPG = 3040). O grupo
tratado com prednisolona apresentou baixa eliminagao de ovos durante todo o periodo

observado, com maior OPG aos 24 e 29 DAI (OPG = 429 e 400, respectivamente).

IV.1.2.4. Recuperagao de vermes

O numero de vermes adultos recuperados estd representado no GRAF. 2 B. Do grupo
controle foram recuperados, em média, 16 vermes por hamster, enquanto dos animais
tratados com ciclosporina, foram recuperados 21 e, quando tratados com prednisolona
recuperou-se menor quantidade de vermes (em média, 12 por hamster). Ndo houve
diferenca estatistica na recuperacdo total de vermes adultos ou entre a recuperacdo de

machos e fémeas (dados ndo mostrados) entre os grupos.
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GRAFICO 2 - (A) Eliminacdo de ovos por grama de fezes e (B) vermes adultos de Ancylostoma ceylancium
recuperados do intestino delgado de hamsters fémeas infectadas com 50 larvas de terceiro estadio de A.
ceylanicum e infectadas e tratadas com ciclosporina - CsA (10 mg/kg, VO) e prednisolona (10 mg/kg, VO). n=14

hamsters/grupo. AUC = “area under curve” (area sob a curva). VO = via oral.
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IV.1.2.5. Exames hematolégicos

Os valores de referéncia mencionados (destacados nos graficos com linha pontilhada)
referem-se aos valores normais para hamsters, Mesocricetus auratus, fémeas, obtidos de
Mitruka e Rawnsley (1981)° apud Gad (2007). Os valores apresentados como negativos

foram obtidos de parte dos animais antes do tratamento e/ou infecgdo.

1IV.1.2.5.1. Hemacias e hemoglobina

Os niveis de hemdcias circulantes dos animais tratados e infectados se mantiveram em niveis
fisioldgicos normais durante todo o experimento (GRAF. 3 A). Observamos diferenca
estatistica entre todos os animais infectados e os animais negativos (p < 0,001). Ndo houve

diferenca estatistica entre os tratamentos.

Com relacdo aos niveis de hemoglobina, houve diferenca estatistica entre todos os animais

infectados e os animais negativos (GRAF. 3 B).

1V.1.2.5.2. Leucdcitos

1V.1.2.5.2.1. Total

O GRAF. 4 mostra as variagdes no numero de leucdcitos totais entre os animais negativos e
infectados. Observamos diminui¢cdes nas contagens para os grupos controle e tratado com
prednisolona, aos 30 DAI, sendo que, para o primeiro, a contagem média ficou abaixo dos

valores fisioldgicos considerados normais. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

3 Mitruka, B. M.; Rawnsley, H. M. Clinical biochemical and hematological reference values in normal

experimental animals and humans. 2. ed. New York: Masson. 1981.
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GRAFICO 3 - (A) Contagem global de hemécias e (B) niveis de hemoglobina por milimetro ctbico de sangue de
hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e infectados e
tratados com ciclosporina - CsA (10 mg/kg, VO) e prednisolona (10 mg/kg, VO). As linhas pontilhadas indicam
os valores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad (2007). n=14 hamsters/grupo. a =

diferenca estaistica para o grupo negativo. ** = p < 0,01. *** = p <0,001. VO = via oral.
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GRAFICO 4 - Contagem global de leucécitos por milimetro ctbico de sangue de hamsters fémeas infectados
com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e infectados e tratados com ciclosporina - CsA
(10 mg/kg, VO) e prednisolona (10 mg/kg, VO). As linhas pontilhadas indicam os valores de referéncia normais

obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad (2007). n=14 hamsters/grupo. VO = via oral.

IV.1.2.5.2.2. Linfocitos

Para todos os animais, houve ligeira diminuicdo na contagem de linfécitos em relacdo aos
animais negativos. Os numeros se mantiveram abaixo dos limites fisiolégicos normais nos
animais controle e tratados com prednisolona (GRAF. 5 A). Ndo houve diferenca estatistica

entre 0s grupos.

IV.1.2.5.2.3. Eosindfilos

O GRAF. 5 B mostra a contagem de eosinéfilos/mm?® de sangue. A média dos valores
encontrados nos animais nos animais negativos e infectados e tratados com prednisolona
(30 DAI) superaram os limites fisioldgicos normais. No entanto, os animais controle e
tratados com ciclosporina apresentaram diminuicdo na contagem de eosindfilos periféricos.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

IV.1.2.5.2.4. Neutrdfilos totais

Com relacdo a contagem de neutrdfilos totais (GRAF. 5 C), observou-se neutrofilia nos
animais negativos. No entanto, trinta dias apds a infecg¢ao, os animais controle apresentaram
marcada diminuigdo na contagem deste tipo celular (p < 0,05), assim como 0s animais

infectados (p < 0,05) e tratados com ciclosporina e prednisolona.
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GRAFICO 5 — Valores absolutos de (A) linfécitos, (B) eosindfilos e (C) neutrdfilos totais por milimetro ctbico de
sangue de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e
infectados e tratados com ciclosporina - CsA (10 mg/kg, VO) e prednisolona (10 mg/kg, VO). As linhas
pontilhadas indicam os valores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad (2007). n=14

hamsters/grupo. a = diferencga estaistica para o grupo negativo. * = p < 0,05. VO = via oral.
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IV.1.2.5.3. “Enzyme lynked immunosorbent assay” — ELISA
Foi realizado o exame de ELISA individual dos soros coletados dos animais no dia 0 e 30 apds
a infecgdo. Os resultados dos exames frente a antigeno bruto de larva e verme adulto estao

apresentados nos GRAF. 6 A e B, respectivamente.

E possivel observar a pouca ou nenhuma resposta por IgG frente a antigeno bruto de larva.
Ndo foi observada diferenca estatistica na média de absorbancia entre os grupos

experimentais.

Ja a resposta frente a antigenos de verme adulto (GRAF. 6 B), mostrou resultado expressivo.
N3o foi observada resposta nos animais negativos. Aos 30 DAI, foi observado aumento nos
niveis de anticorpos 1gG no grupo controle (p < 0,001), e, se comparados aos grupos
tratados, observou-se diferenga para os tratamentos com ciclosporina e prednisolona

(p < 0,01 e p<0,001, respectivamente).
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GRAFICO 6 — Niveis de anticorpos IgG frente a antigenos brutos de (A) larva e (B) verme adulto de Ancylotoma
ceylanicum de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e
infectados e tratados com ciclosporina - CsA (10 mg/kg, VO) e prednisolona (10 mg/kg, VO).
n=14hamsters/grupo. a = diferenca estaistica para o grupo negativo. b = diferenca estatistica para o grupo

controle. * =p <0,05. ** =p < 0,01. *** = p <0,001. DAI = dias ap6s a infecgdo. VO = via oral.



55

IV.1.2.6. Histopatologia

Hamsters negativos apresentam aspecto histoldgico normal do intestino delgado com
vilosidades da mucosa integras, altas, células caliciformes e de Paneth em reduzido nimero

no interior das criptas de Lieberkuhn.

O GRAF. 8 mostra a quantificagao relativa de alteragdes encontradas com relagdo ao
processo inflamatdrio (GRAF. 7 A), ao numero de células caliciformes (GRAF. 7 B) e a mucosa

(GRAF. 7 C) do intestino delgado dos hamsters infectados ou infectados e tratados.

N3do foi observada inflamacdo na camada muscular do intestino delgado de nenhum dos
grupos infectados. Nestes, foi observado um padrdo linfoplasmohistiocitario com poucos
eosinodfilos no infiltrado inflamatdrio da mucosa, o que é sugestivo de uma inflamagdo em
fase cronica. (FIG. 3). Este infiltrado inflamatério mostrou-se moderado, nos animais
tratados com ciclosporina; e, intenso, com alteracdo na arquitetura e congestdo, nos animais
tratados com prednisolona. No grupo controle, cerca de 40% dos animais mostraram perda
de epitélio intestinal, com manutencdo da vilosidade. Observou-se um aumento de células
caliciformes no intestino delgado decorrente da infecgdo por A. ceylanicum (FIG. 3 B, D, F,
H), exceto nos animais tratados com prednisolona (FIG. 3 J). Ainda com relacdo a este ultimo
tratamento, os animais apresentaram perda de mucosa intestinal, representando o grupo
mais alterado deste experimento (FIG. 3 1, J). Nos outros grupos, foi observada apenas uma

diminuicdo no tamanho da vilosidade (FIG. 3 C, E).

Com relagdo aos achados no baco, diferentemente dos animais negativos, que apresentaram
leve predominio da polpa vermelha sobre a polpa branca (FIG. 4 A, B), todos os animais
infectados apresentaram hiperplasia de polpa branca, com predominancia desta (FIG. 4 C, D,
F, G). Nos animais tratados com prednisolona, houve perda da arquitetura do tecido (FIG. 4

G).
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GRAFICO 7 - Quantificagdo relativa dos pardmetros avaliados no intestino delgado de hamsters fémeas
infectadas (INT) ou ndo (NINT) com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e infectados e
tratados com ciclosporina (10 mg/kg, VO) (ICICLO) ou prednisolona (10 mg/kg, VO) (IPRED). (A) Processo

inflamatério. (B) Células caliciformes — CC. (C) Mucosa.
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FIGURA 3 - Fotomicrografias de sec¢Bes de intestino delgado de hamsters no-infectados (A e B) ou infectados
com Ancylostoma ceylanicum (C e D) e tratados com ciclosporina (E e F) ou prednisolona (G e H). (A) aspecto
histolégico normal com vilosidades da mucosa integras, (B) células caliciformes (asterisco) e de Paneth (setas)
no interior das criptas de Lieberkuhn; (C) inflamagdo discreta, diminuicdo na altura das vilosidades e (D)
aumento acentuado de células caliciformes; (E) inflamagdo moderada, diminuigdo na altura das vilosidades e
(F) aumento acentuado de células caliciformes; (G) alteragdo da arquitetura mostrando inflamagdo intensa,
perda de mucosa e (H) discreto aumento de células caliciformes e de Paneth; (I) Infiltrado inflamatério
linfoplasmohistiocitario caracteristico em todos os grupos infectados com Ancylostoma com predominio de
plasmécitos. Hematoxilina Eosina, aumento de 20 x, em A, C, E e G; aumento de 40x em B, D, F e H; e

aumento de 100x em I.
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FIGURA 4 - Fotomicrografias de secgbes de bago de hamsters ndo-infectados (A e B) ou infectados com
Ancylostoma ceylanicum (C) e tratados com ciclosporina (D) ou prednisolona (E). (A) Leve predominio de polpa
vermelha sobre a polpa branca e, (B) presenca de trabélula. (C) Bago de hamsters infectados com Ancylostoma
mostrando discreta hiperplasia da polpa branca. (D) Bago com leve predominio de polpa branca. (E) Bago com
perda da arquitetura e intensa hiperplasia da polpa branca. (F) Foliculo linféide ativado em animais infectados

com Ancylostoma. Hematoxilina Eosina, aumento de 20 x.
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IV.1.3. DISCUSSAO

Diversos autores tém mostrado que a ciclosporina A, além da atividade imunossupressora,
tem ac¢do antiparasitaria em modelos experimentais de parasitos e hospedeiros. No entanto,
apesar de ndo se conhecer completamente o mecanismo pelo qual a ciclosporina exerce sua
funcdo antiparasitaria, acredita-se que a ligacdo desta ao receptor ciclofilina do parasito seja
responsavel por uma inibicdo das fun¢des normais deste (Armson et al., 1995; Bell et al.,
1996; Colebrook et al., 2002; El-Ganayni and Handousa, 1992; Gargione et al., 1998; Hurd et
al., 1993; Matsuzawa et al., 1998; MclLauchlan et al., 2000; Palau and Pankey, 1997; Ryffel,
1993; Yoshimura et al. 1993). Pouca informacao estd disponivel sobre o papel das ciclofilinas
de parasitos ou de seu envolvimento na sensibilidade dos mesmos a CsA. Colebrook et al.
(2002) sugere que a CsA interfira no processo de enovelamento das proteinas e que isso
possa interfir com a atividade das mesmas, interferindo, consequentemente, com o
desenvolvimento do parasito. Além disso, estudos mostram um aparente efeito residual
antiparasitario da ciclosporina contra Schistosoma mansoni em camundongos (Bell et al.,
1996; Bout et al.,, 1986; Chappell et al., 1987). Ja os glicocorticdides sdo os agentes
imunossupressores mais usados em esquemas terapéuticos. Em concentracdes fisiologicas
influenciam na distribuicdo de agua e eletrdlitos, metabolismo de glicose, na forca muscular
e outros pardmetros. Em concentra¢cdes farmacoldgicas, eles exercem efeitos anti-
inflamatdrios e imunossupressores. Interferem direta ou indiretamente na cinética de
leucécitos, na defesa exercida por fagocitose, na imunidade celular e na producdo de
mediadores inflamatdrios (Cohn, 1997). Para ancilostomideos, ndo ha descrito na literatura
nenhum trabalho mostrando o efeito de drogas, exceto anti-helminticos, na infeccdo de

humanos ou de modelos experimentais.

A eliminacdo de CsA e seus metabdlitos do sangue/plasma inicia apds 14-17 horas apos o
tratamento (Bell et al. 1996), no entanto, estudos mostram deteccdo da droga em tecidos de
camundongos por mais de duas semanas apds o término do tratamento (Kahan, 1985).
Corticosterdides sdo disponiveis em diversas formulagGes. Os ésteres, incluindo o acetato de
prednisolona, liberam o principio ativo aos poucos, ao longo de dias ou semanas (Cohn,

1997). Aqui, optamos pelo tratamento em dias alternados com a intencdo de minimizar os
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efeitos toéxicos, tais como, para CsA, disfuncdo renal e hipertensdo decorrentes do
tratamento prolongado (Bell et al., 1996) e, para prednisolona, efeitos que variam desde o
aumento na diurese a instalacdo de infec¢Ges oportunistas, que podem comprometer o

estado geral do individuo (Cohn, 1997).

A avaliacdo in vitro da resposta proliferativa de linfocitos induzidos por mitégeno (como o
ensaio de MTT) determina a capacidade funcional, a reatividade imunolégica e a
sensibilidade a terapia imunossupressora de células (Magee et al., 2001). No entanto, a
extrapolacdo para o ex vivo é complicada pelo fato de a resposta medida refletir o nimero
de linfécitos T presentes na amostra assim como a capacidade de responder ao desafio
imunoldgico, ambos afetados pela terapia imunossupressora (Meno-Tetang et al., 1999).
Neste trabalho, os animais foram tratados com 10mg/kg de acetato de prednisolona e CsA.
Para ambas as drogas, com a metade desta dose, observamos, in vitro, a reducdo de cerca
de 70% na proliferacdo de células de linfonodos mesentérios estimuladas com PHA apds 48h
de cultura. Olivos-Garcia et al. (2007) encontraram valores semelhantes de inibicdo da
proliferacdo celular em hamsters tratados diariamente, por 7 dias, com a mesma dose de
CsA. Para roedores, Adamcak e Otten (2000) recomendaram 0,5-2,2 mg/kg de prednisolona

como dose imunossupressora.

Nos animais tratados e infectados, apesar de o PPP ter sido igual para os outros grupos, foi
observado um adiantamento na eliminagao de ovos dos animais tratados com ciclosporina.
Os animais tratados com prednisolona eliminaram poucos ovos, apesar de ndo haver
diferenca entre o numero de vermes adultos, especialmente fémeas, recuperados. Neste
caso, acreditamos que a droga interfira indiretamente sobre este aspecto do parasito, visto
que a imunidade do hospedeiro pode influenciar na postura e desenvolvimento de ovos de

nematoides (Jorgensen et al., 1998; Strain et al., 2002).

Greer et al. (2005) avaliando a resposta de ovelhas infectadas com Trichostrongylus
columbriformes e tratadas com prednisolona mostraram que a resposta por anticorpos a
infeccdo é menor do que a de animais infectados e ndo tratados. Nossos resultados

mostraram o mesmo em relagdo aos dois tratamentos imunossupressores, principalmente
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com prednisolona, onde foi observada diferenga estatistica em relagao ao grupo controle,
gue, assim como descrito na literatura, apresentaram, aos 31 DAI, altos niveis de 1gG

circulantes (Bungiro et al., 2008; Mendez et al., 2005).

De acordo com nossos dados, a infeccdo por A. ceylanicum leva a um quadro de
imunossupressao celular periférica, caracterizada pela diminuicdo no nimero de leucdcitos
totais, linfopenia e neutropenia, semelhante ao dos animais tratados com CsA e/ou
prednisolona, ndo havendo diferenca entre os grupos. Apesar de existirem poucas
informacdes conclusivas a respeito da resposta imunoldgica na ancilostomiase experimental,
este achado concorda com outros autores, que mostram que a infeccdo de modelos
experimentais ou humanos por ancilostomideos e outros helmintos estd associada com o
comprometimento da proliferagao de linfocitos, da apresentagdao e processamento de
antigenos e com o aumento da secrec¢do de oxido nitrico (Dondji et al., 2008; Jenson et al.,
2002). Além disso, roedores sdo sabidamente conhecidos como espécies sensiveis a
glicocorticéides e, por isso, apresentam, no sangue periférico, componentes classicos de um
“stress leukogram”, que é caracterizado por neutrofilia madura (que ndo foi observada),
linfopenia por lise de linfécitos e eosinopenia (Cohn, 1997). No entanto, a infec¢do por A.
ceylanicum parece ter mascarado quaisquer efeitos adversos decorrentes do tratamento,
visto que ndo foram observadas diferengas nos exames hematoldgicos de animais tratados

ou nado tratados.

Neste trabalho, avaliamos a histologia do baco de animais infectados e também a influéncia
dos tratamentos sobre o 6rgao. Conforme descrito na literatura, encontramos, nos animais
infectados, um quadro de estimula¢do imunoldgica, caracterizada por hiperplasia de polpa
branca. Trabalhos mostram que, o bago de animais com 30 dias de infecgdo, é cerca de trés
vezes maior do que o de animais ndo infectados (Dondji et al., 2008; Garside et al., 1989).
No entanto, os trabalhos mostram que as células do bago e linfonodo mesentéricos de
animais infectados apresentam minima resposta proliferativa frente a um mitégeno (Dondji
et al., 2008; Garside et al., 1989). Dondji et al. (2008) mostraram a producdo de déxido
nitrico, relacionada com a suscetibilidade a infeccdo, e que células apresentadoras de

antigeno de animais ndo infectados recuperam a capacidade proliferativa dos linfécitos T.
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Nos animais tratados com prednisolona, observamos mesmo perfil de hiperplasia de polpa
branca, o que contradiz a literatura que mostra que hormoénios glicocorticéides induzem a

morte dos linfécitos da polpa branca esplénica (Luzikova and Efimova, 2009).

O perfil linfoplasmohistiocitario da mucosa intestinal encontrado em todos os animais
infectados confirma os dados da literatura que mostram altos niveis de IgA secretada sendo
excretada na fezes de hamsters infectados, uma vez que esta é a imunoglobulina mais
abundante na secrecdo da mucosa intestinal, além de 1gG (Bienenstock, 1970; Bungiro et al.,
2008; Haakenstad e Coe, 1971). IgA estaria relacionada com a neutralizacdo de moléculas
secretadas-excretadas pelo parasito (Kilian et al, 1988; Underdown et al., 1986; Wuff and
Kerr, 2006;) e/ou mesmo estimulando a degranulagdo de eosinéfilos (Abu-Ghazaleh et al.,
1989). Alkazmi et al. (2006) mostraram que hamsters infectados com A. ceylanicum
apresentam alteracGes ao nivel de proliferacdo celular e marcada alteragdo na arquitetura
da mucosa do intestino delgado dos animais. Os autores ressaltam ainda que estas
alteracGes sdo dependentes da presenca/auséncia de vermes e da densidade destes no local
(intensidade da infeccdo), além da duracdo da infeccdo (Alkazmi et al., 2006). Diversos
estudos vém mostrando que os ancilostomideos tém a capacidade de criar um sitio de
“privilégio imunolégico” em torno de si na mucosa intestinal. Esta estratégia rapidamente
induziria a formagdo de um infiltrado de leucdcitos ativados no sitio de colonizagdao do
parasito, levando a apoptose da célula, o que reduziria a inflamacdo e levaria a um quadro
de infeccdo assintomatica (Chow et al., 2000; Croese et al., 2006; Loukas e Prociv, 2001). Os
cortes de intestino dos animais tratados com prednisolona se destacam pela alteracdo na
arquitetura do 6rgao, com inflamacdo e congestdo intensas, ao contrario dos outros dois
grupos que apresentaram quadros moderados de inflamacdo. Croese e Speare (2006)
realizaram um estudo em voluntarios e mostraram por endoscopia e histologia que a
mucosa intestinal que circunda os vermes imaturos de N. americanus apresenta-se muito
mais inflamada do que a que circunda vermes maduros. Além disso, os mesmos autores
mostram que a intensidade da resposta eosinofilica no intestino estaria relacionada com a
expulsdo dos vermes adultos (Croese e Speare, 2006). A necropsia, encontramos machos e
fémeas acasalados. No entanto, ndo realizamos a avaliagdo da maturidade sexual

(principalmente em fémeas). Assim, os nossos achados no tratamento dos animais com
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prednisolona, concordam com os dados apresentados na literatura, mostrando que a
degradacdo da mucosa intestinal cria um ambiente completamente desfavoravel, obrigando
os vermes adultos a mudarem de lugar com frequéncia, o que, além de criar um balango
nutricional negativo, com a diminuicdo do tamanho dos vermes, dificultaria o encontro dos
casais e a copula e, conseqlientemente, diminuiria a postura de ovos (Alkazmi et al., 2006;

Bungiro et al., 2008; Croese et al., 2003).
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IV.2.ANTICORPOS ANTILINFOCITARIOS
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Ainda no campo da imunossupressao relacionada a rejeicao de transplantes, a introducdo de
anticorpos monoclonais possibilitou melhora consideravel nestas terapias e, a maior

vantagem é a especificidade de suas propriedades terapéuticas (Sgro, 1995).

Muromonab (“Murine monoclonal antibody”) CD3® é o primeiro anticorpo monoclonal a ser
disponibilizado para terapia em humanos. Ele reconhece as populacdes de linfécitos T
maduros que expressam CD3. E eficaz em episdédios de rejeicdo a transplantes renais, de

figado, cardiaco e pancreas (Sgro, 1995).

Estes anticorpos modulam o complexo receptor de célula T (TCR) — CD3 resultando em
células que ndo reconhecem o antigeno (modulagcdo antigénica). Além disso, o anticorpo
induz anergia ou apoptose de células T ativadas através de alteragdes na transdugdo de

sinais mediada por TCR (Chatenoud e Bluestone, 2007).

A ligacdo do TCR com o anticorpo (anti-CD3) induz o bloqueio da producdo de IL-2 e
subseqliente inativacao de células Th;. Essa cascata de eventos bioquimicos é resultado da
formacdo de uma sinapse imunoldgica incompleta durante a fase inicial da ativacdo de

células T (Chatenoud e Bluestone, 2007).

Em contraste, células T regulatdrias sdo mais resistentes a morte celular induzida pelos
anticorpos monoclonais anti-CD3, se comparadas com células T naive ou recentemente
ativadas. Este efeito parece ser dose-dependente, em que baixas doses de anticorpos
antilinfocitarios depletam seletivamente células T efetoras, enquanto altas doses, depletam
células Tg, dando suporte ao uso de baixas doses da droga imunomodulatdria para usos

terapéuticos (Chatenoud e Bluestone, 2007).

IV.2.1. Tratamento

Os animais foram tratados durante trés dias consecutivos antes da infeccdo e, a partir dai, o
tratamento ocorreu em dias alternados. A dose de tratamento foi definida como a dose
maxima recomendada em casos de transplantes. Para este experimento houve a

necessidade de ajuste de valores (dose/peso) para o animal e, para isso, considerou-se um
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individuo adulto com peso médio de sessenta quilos e o hamster com peso médio de cem

gramas.

Cada hamster (12 animais/grupo) recebeu 8 pg/dia (dose = 5 mg/kg/dia) da droga, via
intraperitoneal, com agulha de insulina. A utilizacdo do OKT3® (ANEXO E) pode, na clinica
médica, ser combinada ao uso de prednisolona e, para este caso, os animais receberam a
dose de OKT3’ (via intraperitoneal) combinada com Fosfato sddico de prednisolona®
(ANEXO C) (3 mg/ml), administrado por via oral, com auxilio de pipeta, na dose de 10 mg/kg
(0,6 mg/hamster) (Grupo OKT3® + Pd).

IV.2.2. RESULTADOS

IV.2.2.1. Proliferacao celular
Independente da dose utilizada (30 a 300000 ng/ml), ndo foi observada inibicio da
proliferacdo celular de células de linfonodo mesentérico de hamsters nao infectados com A.

ceylanicum (GRAF. 8).
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GRAFICO 8 — Ensaio de proliferacdo celular de células de linfonodo mesentérico de hamsters n3o infectados,

estimuladas e incubadas com OKT3® em diferentes concentragdes. Dados mostrados como média + SD.
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1V.2.2.2. Eliminag¢ado de ovos

A eliminacdo de ovos dos animais esta representada no GRAF. 9 A. No periodo avaliado, foi
observado pico de eliminacdo para o grupo controle aos 25 DAI, enquanto os grupos
tratados ao fim dos experimentos ainda apresentavam curva ascendente de eliminacdo de
ovos. De acordo com o calculo da area sob a curva, os animais tratados com OKT3® + Pd

apresentaram menor eliminagdo de ovos.

1V.2.2.3. Recuperagao de vermes
Com relacdo a quantificacdo dos adultos, foram recuperados mais vermes dos animais
tratados com OKT3® (cerca de 60%), se comparados aos grupos controle e OKT3® +

Prednisolona (38 e 42%, respectivamente) (p > 0,05) (GRAF. 9 B).

IV.2.2.4. Exames hematoldgicos

Os valores de referéncia mencionados (destacados nos graficos com linha pontilhada)
referem-se aos valores normais de hamsters, Mesocricetus auratus, fémeas, obtidos de
Mitruka e Rawnsley (1981)* apud Gad (2007). Os valores apresentados como negativos

foram obtidos de parte dos animais antes do tratamento e/ou infecco.

1V.2.2.4.1. Hemacias e hemoglobina

Apesar de todos os animais infectados terem apresentado diminuicdo nas contagens de
hemacias em relacdo aos negativos (p < 0,001), os valores encontrados se mantiveram
dentro dos valores fisioldgicos normais e ndo houve diferenca entre os tratamentos (GRAF.

10 A).

Ao contrdrio, os valores encontrados para hemoglobina aos 30 DAI, encontravam-se abaixo
dos valores fisiolédgicos normais, com diferencas estatisticas se comparados aos animais

negativos (p < 0,001) e ndo houve diferenca entre os tratamentos (GRAF. 10 B).

4 Mitruka, B. M.; Rawnsley, H. M. Clinical biochemical and hematological reference values in normal
experimental animals and humans. 2. ed. New York: Masson. 1981.
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GRAFICO 9 - (A) Eliminacdo de ovos por grama de fezes e (B) vermes adultos de Ancylostoma ceylanicum
recuperados do intestino delgado de hamters fémeas infectadas com 50 larvas de terceiro estadio e infectadas
e tratadas com OKT3' (5 mg/kg, IP), OKT3" + Prednisolona (Pd) (5 mg/kg, IP + 10 mg/kg, VO). AUC = “area
under curve” (4rea sob a curva). OPG = ovos por grama de fezes. n=12hamsters/grupo. VO = via oral. IP = via

intraperitoneal.
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GRAFICO 10 — (A) Contagem global de hemacias por milimetro cubico de sangue e (B) dosagem de hemoglobina
de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estddio de Ancylostoma ceylanicum e infectados e
tratados com OKT3' (5 mg/kg, IP), OKT3" + Prednisolona (Pd) (5 mg/kg, IP + 10 mg/kg, VO As linhas
pontilhadas indicam os valores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad (2007). a =

diferenca estaistica para o grupo negativo. *** = p < 0,001. VO = via oral. IP = via intraperitoneal.
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1V.2.2.4.2. Leucdcitos

1V.2.2.4.2.1. Totais

O GRAF. 11 mostra a contagem global de leucécitos totais antes e apds a infec¢cdo para os
grupos controle e tratados. Para todos os grupos, foi observado um aumento acima dos
limites fisioldgicos no numero de leucécitos aos 30 DAI, principalmente para o grupo tratado

com OKT3" + Pd (p < 0,05, em relagdo aos animais negativos).

1V.2.2.4.2.2. Linfocitos
Foi observado aumento na contagem de linfocitos para todos os grupos infectados,
superando os limites fisioldgicos, sendo que os grupos que receberam oKT3’ apresentaram

p < 0,001 em relagdo aos valores negativos (GRAF. 12 A).

1V.2.2.4.2.3. Eosindfilos

O GRAF. 12 B mostra que a contagem inicial de eosindfilos foi superior ao limite fisiolégico.
Aos 30 DAI foi observada diminuicdo na contagem de eosindfilos para o grupo controle, ao
contrario dos grupos tratados, onde, aos 30 DAI, este tipo celular apresentou altos niveis de

contagem, quase semelhantes aos valores negativos (p > 0,05).

IV.2.2.4.2.4. Neutrdfilos totais

O GRAF. 12 C mostra os valores encontrados nas contagens de neutrdfilos totais para os
animais negativos, controle e tratados. Os valores negativos obtidos mostraram contagens
acima dos valores fisioldgicos normais. No entanto, apds a infecgdo, foi observada uma
diminuicdo na contagem de neutréfilos periféricos no grupo controle (p > 0,05), ao contrario

dos outros dois grupos, a infec¢do/tratamento ndo alterou as contagens deste tipo celular.
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GRAFICO 11 - Contagem global de leucécitos por milimetro cubico de sangue de hamsters fémeas infectados
com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e infectados e tratados com oKT3" (5 mg/kg, IP),
OKT3" + Prednisolona (Pd) (5 mg/kg, IP + 10 mg/kg, VO). As linhas pontilhadas indicam os valores de
referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad (2007). a = diferenga estaistica para o grupo

negativo. * = p < 0,05. VO = via oral. IP = via intraperitoneal.
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GRAFICO 12 - Contagem diferencial de linfcitos (A), eosindfilos (B) e neutrdfilos (C) por milimetro clbico de
sangue de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e
infectados e tratados com OKT3" (5 mg/kg, IP), OKT3" + Prednisolona (Pd) (5 mg/kg, IP + 10 mg/kg, VO). As
linhas pontilhadas indicam os valores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad (2007). a
= diferenca estaistica para o grupo negativo. ** = p < 0,01. *** = p < 0,001. VO = via oral. IP = via

intraperitoneal.
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IV.2.2.4.3. “Enzyme lynked immunosorbent assay” — ELISA

Foi realizado o teste de ELISA frente a antigenos brutos de verme adulto e L3 de

A. ceylanicum avaliando a resposta individual de cada animal.

Para o antigeno de larva foi observada uma baixa resposta por anticorpos IgG, sendo maior
resposta encontrada nos animais controle (ndo tratados) aos 30 DAI (p > 0,05) (GRAF. 13 A).
Foi observada diferenca significativa entre os animais tratados com OKT3" + Pd e os animais

controle (infectados e ndo tratados) aos 30 DAI (p < 0,01).

No que diz respeito a resposta frente a antigeno bruto de vermes adultos (GRAF. 13 B),
pode-se observar um aumento, aos 30 DAI, no reconhecimento de anticorpos IgG para todos
0s grupos, principalmente nos animais controle, onde dois animais se destacaram na
resposta, mas nao foram considerados “outliers” pelo teste escolhido (p < 0,05). Os animais
infectados e tratados com OKT3® + Pd também apresentaram diferenca significativa para os

negativos (p < 0,05).
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GRAFICO 13 — Niveis de anticorpos IgG frente a antigenos brutos de (A) larva e (B) verme adulto de Ancylotoma
ceylanicum de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de A. ceylanicum e infectados e
tratados com OKT3' (5 mg/kg, 1P), OKT3" + Prednisolona (Pd) (5 mg/kg, IP + 10 mg/kg, VO). a = diferenca
estaistica para o grupo negativo. b = diferenca estatistica para o grupo controle. * = p <0,05. ** =p < 0,01. VO

=via oral. IP = via intraperitoneal.
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IV.2.2.5. Histopatologia

Hamsters negativos apresentam aspecto histoldgico normal do intestino delgado com
vilosidades da mucosa integras, altas, células caliciformes e de Paneth em reduzido nimero

no interior das criptas de Lieberkuhn.

Em todos os grupos infectados, no intestino delgado, o padrao do infiltrado inflamatdrio da
mucosa foi linfoplasmohistiocitario, do tipo mononuclear, o que sugere inflamacgdo cronica.

N3o foi verificado processo inflamatdrio na camada muscular.

O GRAF. 14 mostra a quantificacdo relativa de alteracbes encontradas com relacdo ao
processo inflamatério (GRAF. 14 A), ao niumero de células caliciformes (GRAF. 14 B) e a

mucosa (GRAF. 14 C) do intestino delgado dos hamsters infectados ou infectados e tratados.

O intestino delgado dos animais infectados (FIG. 5 F) com A. ceylanicum apresentou
inflamagdo moderada, com perda de epitélio e manutengao do arcabouco intestinal. Houve
aumento moderado a intenso de células caliciformes. J4 os animais tratados com OKT3®
apresentaram perda de mucosa intestinal e aumento moderado de células caliciformes (FIG.
5 G). Os animais que receberam o tratamento combinado de OKT3® + Pd apresentaram
maior alteracdo tecidual, que pode ser observada na FIG. 5 H. Nestes animais foram
encontrados quadros de inflamagdao moderada a intensa, com perda de mucosa e aumento

discreto a moderado de células caliciformes.

No baco de animais ndo infectados (negativos), foi observado leve predominio de polpa
vermelha sobre a polpa branca. Os animais infectados do grupo controle e tratados com
OKT3® apresentaram moderada hiperplasia de polpa branca, capsula com aspecto normal e
trabécula inflamada (FIG. 5 B e C). Ja os animais tratados com a combinacdo de OKT3® + Pd

apresentaram intensa hiperplasia de polpa branca e inflamacao de trabécula (FIG. 5 D).
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GRAFICO 14 — Quantificacdo relativa dos parametros avaliados no intestino delgado de hamsters fémeas

infectadas com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum (INT) e infectados e tratados com

oKT3’ (5 mg/kg, IP) (IOKT3), OKT3" + Prednisolona (Pd) (5 mg/kg, IP + 10 mg/kg, VO) (IOKT3+PRED). (A)

Processo inflamatdrio. (B) Células caliciformes — CC. (C) Mucosa.



77

OKT3 Controle Negativo

OKT3+ Pd

FIGURA 5 - Fotomicrografias de sec¢Ges de bago e intestino delgado de hamsters ndo infectados (A e E),
infectados com Ancylostoma ceylanicum (B e F) e tratados com OKT3 (C e G) ou OKT3 + Pd (D e H). (A) Leve
predominio de polpa vermelha sobre a polpa branca. (B) Hiperplasia moderada a intensa da polpa branca. (C)
Hiperplasia moderada da polpa branca. (D) Intensa hiperplasia da polpa branca. (E) Aspecto histolégico normal
com vilosidades da mucosa integras. (F) Inflamagdo moderada e perda de epitélio com manuten¢do da
arquitetura. (G) Inflamagdo moderada e perda de mucosa. (H) Processo inflamatdrio intenso com alteragdo da
arquitetura e perda de mucosa. Hematoxilina-Eosina, aumento de 10x em A, B, C e D; aumento de 20x em E, F,

GeH.
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IV.2.3. DISCUSSAO

O Orthoclone OKT3® foi o primeiro anticorpo monoclonal produzido em camundongos
especifico para anticorpos CD3 humanos. Estes anticorpos modulam o complexo TCR/CD3,
resultando em modulagdo antigénica. Além disso, ele induz anergia ou apoptose de células T
ativadas e inibe a producdo de IL-2 e conseqiiente ativacdao de células Th; (Chatenoud e
Bluestone, 2007). Os efeitos do tratamento com OKT3®, de acordo com Chatenoud e
Bluestone (2007), parecem ser dose-dependentes: baixas doses depletam células T efetoras,

enquanto altas doses de anticorpo depletam células Treg.

O estudo do papel de células T CD3+ na infeccdo por ancilostomideos ainda ndo foi
esclarecido, mas a infeccdo por ancilostomideos modula a resposta imune celular do
hospedeiro através de varios mecanismos, inclusive a proliferacdo de linfécitos, o
comprometimento com a apresentacdo e processamento do antigeno e reducdo de células T
CD4" no baco e linfonodo mesentérico (Dondji et al, 2008; Geiger et al., 2007; Onyemelukwe
e Musa, 2001). Estudo realizado por Dondji et al. (2010), usando anticorpos monoclonais
anti-CD4 de camundongos, mostraram o papel efetor de células T CD4" na resposta imune
de mucosa e sistémica na infeccdo de hamsters por A. ceylanicum, com diminuicdo no

numero de vermes e eliminagdo de ovos, por exemplo.

A terapéutica imunossupressora convencional em alguns casos clinicos de transplantes é
baseada no tratamento dos pacientes com a associacdo de prednisolona, azatioprina ou
ciclosporina. A introducdo do OKT3’ (que nunca é administrado sozinho em humanos) no
esquema terapéutico faz necessaria a reducdo das doses anteriormente administradas ao
paciente de outros imunossupressores (Sgro, 1995). Estudos randémicos realizados em
pacientes transplantados, comparando a administracdo de diferentes doses e em diferentes
esquemas terapéuticos mostraram que a administracdo de 2,5 mg de OKT3®/dia (metade da
dose recomendada) é eficaz na prevengdo de rejeicdo de transplantes (Midtvedt et al.,
1996). No entanto, a administracdo de 5 mg de OKT3® em dias alternados ndo o é (Lye et al.,
1998). Ainda sim, em camundongos, Schneider et al. (1997) observaram que o numero de

linfdcitos circulantes ocorre trés dias apds a injecao.
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A via de administracdo recomendada para o OKT3® é endovenosa e neste trabalho, ela foi
feita por via intraperitoneal, o que pode ter comprometido a eficdcia do tratamento. Ochi et
al. (2006) mostraram, em modelo de encefalomielite induzida (uma doenca autoimune), que
a via de administracdo do anticorpo monoclonal anti-CD3 estd diretamente relacionada com
o efeito do farmaco, uma vez que, ao contrdrio da administracdo venosa do anticorpo
especifico, nem mesmo a administracdo de altas doses (500 pg) por via oral modula o
complexo TCR-CD3 das células T, assim como ndo depleta ou induz a mitose deste tipo
celular (Ochi et al., 2006). Além disso, os autores descreveram o encontro do anticorpo
especifico na vilosidade intestinal (30 min — 3 h apds a administracdo) quando o anticorpo
foi administrado via oral, enquanto, por via endovenosa, ele foi encontrado apenas na
serosa do intestino. Segundo o trabalho, a administracdo oral do anticorpo pode
desencadear um sinal efetor pouco eficiente as células, o que favoreceria o aparecimento de

uma fungao reguladora das células (Ochi et al., 2006).

No ensaio de proliferacdo celular realizado, independente da dose utilizada, ndo observamos
nenhuma inibicdo em células de linfonodo mesentérico de hamsters ndo infetados
estimuladas com mitdogeno. Este efeito poderia ser esperado, visto que um dos efeitos
farmacoldgicos do OKT3® é que a propria droga seja um mitédgeno de células T em ensaios in
vitro, onde se observam a liberagao de IL-2, TNF e IFN-y (Abramovicz et al., 1989). Por isso,
como dito anteriormente, o OKT3® nunca é utilizado sozinho, e sempre é associado a outro

farmaco imunossupressor (Sgro, 1995).

Muitos trabalhos tém mostrado que o efeito considerado imunossupressor do OKT3® ¢é
proveniente da sua capacidade de estimular a producdo de células inibitérias (CD8"),
regulando o microambiente (Ablamunits e Herold, 2008; Lau e Goldstein, 1981). O anticorpo
monoclonal anti-CD3 gera a produgdo de citocinas relacionadas a estimulagao de células B,
tais como IL-2 e IL-4 (Schneider et al., 1997). No entanto, o principal mecanismo de ac¢do do
OKT3" é a modulagdo antigénica, através da modulagdo dos complexos TCR/CD3, induzindo

anergia e apoptose de células T (Chatenoud e Bluestone, 2007). Assim, ocorre inibicdo da
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proliferacdo das células T efetoras (T helper) e conseqliente diminuicdo do estimulo as

células B e producdo de anticorpos (Sgro, 1995).

De acordo com Aune e Pogue (1989), o OKT3® em culturas de células polimorfonucleares
sanguineas (PBMC) humanas estimuladas com PHA resulta na diminui¢do de células T CD4" e
no crescimento de linhagens quase puras de células T CD8, com atividade supressora. Além
disso, estudo publicado por Ishikawa et al. (2007), utilizando camundongos como modelo
experimental de diabetes, mostraram que a administracdo oral de anticorpos anti-CD3
suprime IL-2 e IFN-y e aumenta a secre¢ao de TGF-B, uma citocina imunoregulatéria. Dessa
forma, outra hipdtese possivel, seria a de que a ativacdo das células do linfonodo de
hamsters pelo OKT3® resultaria na inibicdo da proliferacdo de células T CD4" e no aumento
da proliferacdo de células reguladoras T CD8*, criando um ambiente imunologicamente

regulado (Ablamunits e Herold, 2008; Lau e Goldstein, 1981), tanto in vitro quanto in vivo.

Neste estudo, a cinética de eliminacdo de ovos, apesar de baixa, mostrou-se semelhante e
ascendente em todos os grupos experimentais. A queda observada no ultimo OPG dos
animais controle ndo indica necessariamente diminuicdo na eliminacdo de ovos a partir
daquele momento, visto que nossas observacdes mostram que, em hamsters, ocorre uma

eliminacdo de ovos de A. ceylanicum com muitas oscilagdes entre dias alternados.

Os animais dos grupos tratados receberam a(s) droga(s) por trés dias consecutivos antes da
infeccdo (-3 DAI), de forma que no momento da infeccdo, as larvas ja “encontrassem” um
organismo imunossuprimido, permitindo avaliar o efeito da imunossupressdo na taxa de
infeccdo através da recuperacdo final de vermes adultos. E, neste quesito, apesar de nao ter
sido observada diferenca estatistica, o grupo tratado com oKT3" apresentou maior
percentual de recuperacao de vermes. No entanto, essa maior recuperacao de adultos ndo
correspondeu a uma diminuicdo significativa do nimero de hemadcias e niveis de

hemoglobina, se comparados aos animais controle.

De acordo com Schneider et al. (1997), o tratamento de camundongos com uma dose Unica

de anticorpo anti-CD3 (10 pg/animal) resulta em modificagdes hematopoiéticas rapidas e
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pronunciadas no sangue periférico, enquanto a medula dssea permanece inalterada. Os
autores mostraram que houve diminuicdo drastica nos niveis de linfécitos 24 h apds a
injecdo do anticorpo, o que poderia ser explicado pelo seqliestro ou destruicao dos TCR. A
recuperacdo do numero de linfécitos/mm® de sangue ocorre trés dias apds a injecdo,

alcancando valores normais (Schneider et al., 1997).

Neste trabalho, os animais foram tratados com 8 pg de oKT3" por animal (dose
recomendada em casos de prevencdo a rejeicdo a transplantes em humanos) em dias
alternados. E, aqui, foi observado que no dia 0 (equivale a trés dias consecutivos de
tratamento), apesar de ndo ter diferenca estatistica, houve diminuicdo nas contagens de
leucdcitos totais, mas ndo linfdocitos, nos animais tratados com OKT3® (dados nao
mostrados). No entanto, aos 30 DAI, foi observado marcado aumento na contagem de
leucécitos totais e linfocitos em todos os animais infectados (independente do tratamento),
indicando que a infecgdo por A. ceylanicum pode ter sido responsavel pelo aumento nos

niveis destes tipos celulares circulantes.

Nos animais tratados com OKT3® e OKT3® + Pd foi observada menor diminui¢do no numero
de eosindfilos aos 30 DAI, o que ndo ocorreu nos animais controle, onde foi observada
queda entre o dia 0 e 30 apds a infeccdo. Schneider et al. (1997) também descreveram
aumento no numero de eosindfilos em camundongos tratados com anticorpo anti-CD3, o

gue nao foi observado nos animais controle.

De acordo com Schneider et al. (1997), a injecdo de anticorpos anti-CD3 leva, no dia seguinte
a aplicacdo, a um aumento no nimero de neutrdfilos circulantes no sangue periférico. Estes
dados corroboram com os encontrados neste trabalho, onde, ao contrdrio dos animais
controle, foi observado aumento no nimero de neutrdfilos circulantes aos 30DAI, nos

animais que receberam tratamento com OKT3".

Observamos diminuicdo significativa na resposta por anticorpos 1gG contra antigenos de
larva nos animais tratados com OKT3 + Pd, se comparados aos animais controle aos 30 DAI.

A mesma diminuicdo foi encontrada frente a antigenos de adultos, principalmente nos
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animais tratados apenas com OKT3®, onde n3o observamos diferenca estatistica para os
animais negativos. A diminuicdo nos niveis de células T efetoras decorrentes do tratamento
diminui consequentemente a estimulacdo de células B e a producdo de anticorpos (Sgro,
1995). No entanto, os animais que receberam a combinacdo com prednisolona

apresentaram niveis mais altos de anticorpos.

Com relacdo a histologia do baco, a hiperplasia de polpa branca observada é caracteristica
do drgdo estimulado antigenicamente, o que ocorre naturalmente nos animais infectados.
Nos animais tratados, isto poderia ser explicado pelo fato de que a administracdo de OKT3®
promove uma grande ativagao de linfécitos T, mas ndao uma deplegdo significativa desta

célula no 6rgdo (Ellenhorn et al., 1988; Ellenhorn et al., 1990).

Nos animais infectados, o perfil linfoplasmohistiocitario da mucosa intestinal confirma os
dados da literatura que mostram altos niveis de IgA e IgG secretadas sendo excretada na
fezes de hamsters infectados e alteracdes ao nivel de proliferacdo celular e na arquitetura da
mucosa do intestino delgado dos animais (Abu-Ghazaleh et al., 1989; Alkazmi et al., 2006;
Bienenstock, 1970; Bungiro et al., 2008; Chow et al., 2000; Croese et al., 2006; Haakenstad e
Coe, 1971; Kilian et al, 1988; Loukas e Prociv, 2001; Underdown et al., 1986; Wuff e Kerr,
2006). Nos animais que receberam o tratamento com OKT3®, o quadro de inflamagdo mais
acentuado pode estar relacionado ao maior numero de parasitos adultos presentes na
mucosa intestinal. E, quando associado a prednisolona, o quadro inflamatdrio se torna mais
intenso. O quadro descrito no capitulo anterior para o tratamento com prednisolona se
mostrou bem mais agudo, assim, é possivel perceber que a associacdo com OKT3® levou a
uma amenizacao do quadro inflamatério encontrado quando a prednisolona é administrada
sozinha. De acordo com a literatura, acreditamos que esta diferenca entre os tratamentos
em relacdo a inflamag¢do da mucosa intestinal possa ter sido a responsavel pela diminuicdo
da recuperacdo de vermes neste grupo (30 vermes em média, no grupo tratado com OKT3¢,
contra 20, no grupo com OKT3® + Pd) (Alkazmi et al., 2006; Bungiro et al., 2008; Croese et
al., 2006).
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IV.3.ANTI-INFLAMATORIOS



84

Quando ocorre um dano a membrana celular, que é basicamente composta de fosfolipideos,
a enzima fosfolipase A2, presente em leucdcitos e plaquetas, é ativada por citocinas pro-
inflamatdrias, tais como a IL-1. Esta enzima leva a degradacao dos fosfolipideos, produzindo
acido aracdonico. Este, quando metabolizado, déd origem aos leucotrienos, através da acdo
da lipoxigenase, e prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanas, através da acdo da enzima

ciclooxigenase (Hilario et al., 2006).

O mecanismo de acgdo das drogas anti-inflamatdrias consiste na supressdo de
ciclooxigenases (COX), resultando na reducdo da producdo de prostaglandinas, controlando,

assim, a inflamacao, dor e febre.

Existem alguns anti-inflamatdérios que, seletivamente ou especificamente, inibem COX-1 ou
COX-2. Apenas COX-1 inibe a formacdo de tromboxana (agente agregador de plaquetas). A
inibicdo de COX-1 é associada com o aumento no risco de danos e sangramento intestinais.
Inibidores seletivos e especificos de COX-2 foram desenvolvidos para reduzir a incidéncia de
efeitos adversos da inibicdo da COX-1 (Brune e Hinz, 2004). Estes inibidores incluem
diclofenaco e nimesulida, exemplo de drogas de primeira geracdo (inibidores ndo seletivos
de COX-); e etoricoxib e celecoxib, exemplo de drogas de segunda geracdo (inibidores

seletivos de COX-) (Van Hecken et al., 2000).

Ciclooxigenases (COX’s) sdo as primeiras enzimas envolvidas na producdo de prostaglandinas
a partir do acido aracdonico (Brune e Hinz, 2004; Cronstein, 2002; Fitzgerald e Patrono,
2001). Um importante avang¢o na terapia anti-inflamatdria foi a descoberta de duas
isoformas da COX: COX-1 e COX-2. Apesar de as duas serem muito semelhantes na forma
protéica, estas enzimas sao codificadas por diferentes genes. Geneticamente, COX-1 e COX-2
sdo 60% homologas e seus genes estdo localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente

(Cronstein, 2002).

COX-1 e COX-2 apresentam diferengas minimas, que conferem fungdes distintas a elas. COX-
1 estd presente na maioria dos tecidos (vasos sanguineos, plaquetas, estdmago, intestinos,

rins) e, por esta raz3o, é definida como enzima constitutiva. E associada com a producio de
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prostaglandinas e resulta em uma variedade de efeitos fisioldgicos, tais como agregagao
plaquetaria, protecdo gastrica e manutencdo da circulacdo sanguinea renal (Hilario et al.,

2006).

Ja COX-2 esta presente no sitio de inflamacao e, por esta causa, é denominada como enzima
induzida. E primeiramente expressa pelas células envolvidas no processo inflamatério, como
macrofagos e mondcitos. Também pode ser encontrada em outros tecidos e orgaos, tais
como rins, cérebro, cartilagens, endotélio, entre outros. COX-2 é induzida por citocinas (IL-1,
IL-2 e TNF-a) e outros mediadores (como fatores de crescimento e endotoxinas) no sitio
inflamatério (Harris, 2002). E expressa no sistema nervoso central e exerce papel na
mediacdo de dor e febre. A expressdo de COX-2 pode ser suprimida por glicocorticdides, IL-4,

IL-10 e IL-14 (Hilario et al., 2006).

As prostaglandinas estdo envolvidas em processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo
vasodilatagdo/vasoconstricdo, contracdo/relaxamento de musculatura uterina e broénquica,
aumento na circulacdo sanguinea renal, supressao da secre¢do de suco gastrico, resposta
imune, hiperalgesia, regulacdo da atividade celular quimiotatica, angiogénese, entre outras

(Hilario et al., 2006).

No trato gastrointestinal, as prostaglandinas sdao moléculas citoprotetoras da mucosa
gastrica, ja que suprimem a secre¢do de suco gastrico, aumentam a circulagdo sanguinea
local, provocam a secrecdo de muco e aumentam a sintese de glutationa (um anti-oxidante
relacionado ao metabolismo de radicais livres). Além disso, elas provocam o relaxamento de

musculo liso (Hilario et al., 2006).

Quando a producdo de prostaglandinas é aumentada, ha aumento da sensibilidade a dor e
febre e aumento da resposta inflamatéria. Entretanto, as prostaglandinas também sao
capazes de apresentar acdo anti-inflamatéria devido a supressao de IL-1 e da sintese de TNF-

o (Hilario et al., 2006).
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Prostaglandinas E2 (PGE2) sdo potentes imunomoduladores com efeitos estimulatdrios e
inibitérios (Celentano et al., 1995). PGE2 inibe a sintese de IL-2 e seus receptores (Walker et
al., 1983), a sintese de IFN-y e, consequentemente, a expressao de MHC de classe Il. Por
outro lado, prostaglandinas atuam na diferenciacdo de clones Thg para sintetizarem citocinas
do tipo Th;, (Freire de Lima et al., 2000), assim como induzem o “switch” nas classes de
imunoglobulinas, preferencialmente para os isotipos IgE e 1gG1 (Phipps et al., 1991; Roper et

al., 1990; Roper e Phipps, 1994).

O 4cido acetilsalicilico € um inibidor ndo seletivo de COX. Ele acetila irreversivelmente essa
enzima. A inibicdo destas enzimas pelo acido acetilsalicilico constitui o mecanismo principal
dos seus efeitos. A inibicdo da COX-1 é a responsavel por muitos efeitos indesejados. Os
efeitos anti-inflamatdrios também sao largamente dependentes da inibicdo da producdo de
mediadores importantes em todos os fenOmenos associados a inflamagdo, como
vasodilatagdo, dor e atragao de leucécitos ao local. Além disso, os salacilatos sao eficazes em
neutralizar os radicais livres, moléculas produzidas na inflamagdo e altamente nocivas para
os tecidos (ex. superoxido, perdxido de hidrogénio).

E um composto ndo-esteréide com propriedades anti-reumatica, anti-inflamatdria,
analgésica e antipirética. O mecanismo de acdo do diclofenaco, um inibidor ndo seletivo de
COX, é a inibicao da sintese das prostaglandinas, fatores principais na causa da inflamagao,

dor e febre.

O etoricoxib € um anti-inflamatério nao-hormonal, bem absorvido por via oral e com alta
seletividade pela COX-2. A inibicdo da COX-2 por esta medicacdo leva a efeitos analgésicos e
anti-inflamatdrios potentes com riscos minimos para o trato gastro-intestinal, visto que nao
interfere com a COX-1. O etoricoxib ndo inibe a sintese gastrica de prostaglandinas e ndo

tem efeitos sobre a fungao plaquetaria.

IV.3.1. Tratamento
Para avaliar o efeito de anti-inflamatdrios em hamsters infectados com A. ceylanicum, os

animais foram tratados com farmacos utilizadas em humanos.
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Os animais foram tratados a partir do dia de infeccdo (dia 0) e, a partir dai, o tratamento
ocorreu diariamente. As doses foram determinadas de acordo com a maior dose
administrada em pacientes humanos. Quando houve a necessidade de ajuste de valores
(dose/peso) para o animal, considerou-se um individuo com peso médio de cinquenta quilos
e o hamster com peso médio de cem gramas. A administracdo ocorreu sempre no final da

tarde.

Foram utilizadas trés drogas comerciais: i) Diclofenaco resinato (Biofenac®, 45 mg, Aché); ii)
Etoricoxibe (Arcoxia®, 90 mg, Merck Sharp e Dohme); iii) Acido acetilsalicilico (Aspirina®, 100

mg, Bayer).

IV.3.1.1. Diclofenaco resinato
Foi utilizado o medicamento na forma de suspensdo oral (15 mg/ml). Quatorze animais

foram tratados com a dose de 2 mg/kg (0,2 mg/hamster), via oral, com auxilio de pipeta.

IV.3.1.2. Etoricoxibe

O medicamento utilizado apresenta-se na forma de comprimidos revestidos, com 90 mg do
principio ativo. Cada comprimido foi macerado em grau e pistilo. O p6 resultante foi diluido
em 5 ml de dgua destilada. Foram utilizados 14 animais e cada um recebeu 1,8 mg/kg (0,18

mg/hamster), via oral, com auxilio de pipeta.

IV.3.1.3. Acido acetilsalicilico (AAS)
Cada comprimido com 100 mg de acido acetilsalicilico foi macerado em grau e pistilo. O pé
foi diluido em 5 ml de agua destilada e cada hamster (14 animais) recebeu 2 mg/kg (0,2

mg/hamster), via oral, com auxilio de pipeta.

IV.3.2. RESULTADOS



88

IV.3.2.1. Recuperagao de vermes
Com relacdo a recuperacdo de vermes adultos, ndo foi observada diferenca entre os grupos
tratados e controle (p > 0,05) (GRAF. 15). No entanto, foram recuperados menos vermes no

grupo tratado com diclofenaco, se comparados aos demais.
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GRAFICO 15 — Recuperacdo de vermes adultos de Ancylostoma ceylancium do intestino delgado de hamsters
fémeas infectadas com 50 larvas de terceiro estadio de A. ceylanicum e infectadas e tratadas com acido
acetilsalicilico - AAS (2 mg/kg, VO), diclofenaco (2 mg/kg, VO) e Etoricoxibe (1,8 mg/kg, VO). p > 0,05. VO = via

oral.

1IV.3.2.2. Exames hematolégicos

Os valores de referéncia mencionados (destacados nos graficos com linha tracejada)
referem-se aos valores normais de hamsters, Mesocricetus auratus, fémeas, obtidos de
Mitruka e Rawnsley (1981)° apud Gad (2007). O tratamento dos animais teve inicio no
mesmo dia da infeccdo (dia 0). Portanto, os valores negativos apresentados se referem a

parte dos animais no dia O (sem infecgao e sem tratamento).

5 Mitruka, B. M.; Rawnsley, H. M. Clinical biochemical and hematological reference values in normal
experimental animals and humans. 2. ed. New York: Masson. 1981.
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1V.3.2.2.1. Hemacias e hemoglobina

O GRAF. 16 A mostra que ndo foram observadas diferencas nas contagens de hemacias entre
os grupos infectados aos 30 DAI (p > 0,05). No entanto, é possivel observar uma queda nas
contagens de hemdcias, se comparados aos valores encontrados no dia O para todos os

grupos (p < 0,001), mas ainda se mantendo dentro dos parametros fisiolégicos normais.

Ao contrdrio, o GRAF. 16 B mostra os niveis de hemoglobina encontrados e, apesar de ndo
haver diferencas entre os grupos tratados e controle aos 30 DAI (p > 0,05), todos os grupos
infectados se mantiveram a dosagem abaixo dos limites fisioldgicos. Houve diferenca

estatistica entre todos os grupos infectados e o dia 0 (p < 0,001).

1V.3.2.2.2. Leucdcitos

1V.3.2.2.2.1. Totais

Com relacdo a contagem global de leucécitos, todos os grupos apresentaram uma
diminuicdo aos 30 DAI (p < 0,01), se comparadas ao dia 0, alcancando valores fisiolégicos
normais (GRAF. 17). Ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos tratados ou ndo
aos 30DAI. E possivel perceber que no tratamento com etoricoxibe, ao contrario dos animais
negativos e controle, os animais apresentaram uma contagem de leucécitos mais

homogénea, com pouca variagdo em torno da média.
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GRAFICO 16 — (A) Contagem global de hemécias e (B) hemoglobina por milimetro cibico de sangue de
hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e infectados e
tratados com acido acetilsalicilico - AAS (2 mg/kg, VO), diclofenaco (2 mg/kg, VO), etoricoxibe (1,8 mg/kg, VO).
As linhas pontilhadas indicam os valores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad

(2007). a = diferenca estaistica para o grupo negativo. *** = p <0,001. VO = via oral.
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GRAFICO 17 — Contagem global de leucécitos por milimetro ctbico de sangue de hamsters fémeas infectados
com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e infectados e tratados com 4acido acetilsalicilico -
AAS (2 mg/kg, VO), diclofenaco (2 mg/kg, VO), etoricoxibe (1,8 mg/kg, VO). As linhas pontilhadas indicam os
valores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad (2007). a = diferenca estaistica para o

grupo negativo. ** = p <0,01. *** = p <0,001. VO = via oral.
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1V.3.2.2.2.2. Linfocitos
O GRAF. 18 A mostra queda na contagem de linfocitos dos animais infectados aos 30 DA, se
comparados ao dia 0 (p < 0,01), alcancando valores proximos aos limites fisiolégicos

minimos.

1V.3.2.2.2.3. Eosindfilos
A contagem de eosindfilos no dia 0 foi bem superior aos valores fisioldgicos normais (GRAF.
18 B). Aos 30 DAI, apesar de os valores se manterem acima dos valores fisioldgicos normais,

foi observada uma diminui¢do, sem diferenca estatistica, na contagem (p > 0,05).

1V.3.2.2.2.4. Neutrdfilos totais

Os valores encontrados nas contagens de neutréfilos totais no dia O foram superiores aos
valores fisiolégicos normais, mas, o GRAF. 18 C mostra queda nas contagens aos 30 DAI para
todos os grupos experimentais (infectados), principalmente nos grupos que receberam
tratamento com AAS e etoricoxibe, cujas contagens variaram bem proximas a média do

grupo (p < 0,05).

IV.3.2.2.3. “Enzyme lynked immunosorbent assay” — ELISA
O GRAF. 19 A mostra que nao houve reconhecimento significativo de anticorpos IgG frente a
antigeno de larva para nenhum dos grupos experimentais (p > 0,05), principalmente para os

animais controle, cujo reconhecimento foi menor ainda.

Para antigeno bruto de verme adulto, foi encontrada resposta significativa para todos os
grupos infectados (p < 0,001) (GRAF. 19 B). Houve pouca variacdo na resposta entre os
grupos infectados, no entanto os animais tratados com etoricoxibe apresentaram menor

reconhecimento por anticorpos aos antigenos de adulto de A. ceylanicum.
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GRAFICO 18 — Contagem diferencial de (A) linfécitos, (B) eosindfilos e (C) neutréfilos totais por milimetro
cubico de sangue de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum
e infectados e tratados com acido acetilsalicilico - AAS (2 mg/kg, VO), diclofenaco (2 mg/kg, VO), etoricoxibe
(1,8 mg/kg, VO). As linhas pontilhadas indicam os valores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley
apud Gad (2007). a = diferenca estatistica para o grupo negativo. * = p < 0,05. ** = p < 0,01. *** = p < 0,001.

VO =via oral.
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GRAFICO 19 — Niveis de anticorpos IgG frente a antigenos brutos de (A) larva e (B) verme adulto de Ancylotoma
ceylanicum de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de A. ceylanicum e infectadas e
tratadas com acido acetilsalicilico - AAS (2 mg/kg, VO), diclofenaco (2 mg/kg, VO), etoricoxibe (1,8 mg/kg, VO).

a = diferenca estatistica para o grupo negativo. * = p < 0,05. *** = p < 0,001. VO = via oral.
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IV.3.2.3. Histopatologia

Hamsters negativos apresentam aspecto histoldgico normal do intestino delgado com
vilosidades da mucosa integras, altas, células caliciformes e de Paneth em reduzido nimero

no interior das criptas de Lieberkuhn.

Em todos os grupos infectados o padrdo do infiltrado inflamatério da mucosa intestinal foi
linfoplasmohistiocitario, do tipo mononuclear, o que sugere inflamacdo crénica. Nao foi

verificado processo inflamatdrio na camada muscular.

O GRAF. 20 mostra a quantificacdo relativa de alteracbes encontradas com relacdo ao
processo inflamatério (GRAF. 20 A), ao niumero de células caliciformes (GRAF. 20 B) e a

mucosa (GRAF. 20 C) do intestino delgado dos hamsters infectados ou infectados e tratados.

Nos animais do grupo controle foi encontrado quadro de inflamagdo moderada, com perda
de epitélio e manutencdo do arcaboucgo. Foi observado aumento moderado a intenso de
células caliciformes (FIG. 6 G). Nos animais tratados com AAS, houve inflamacdo moderada
com perda de mucosa intestinal e aumento moderado de células caliciformes (FIG. 6 H). A
FIG. 6 | mostra que animais infectados e tratados com diclofenaco apresentaram quadro de
inflamacdo moderada, com perda de epitélio e areas de ulceracdo transmural. Nestes
animais houve aumento moderado a intenso de células caliciformes. Os animais infectados
que receberam tratamento com etoricoxibe foram os que apresentaram maior alteragao no
intestino, com alteragdao da arquitetura tecidual. Nestes, foram encontrados quadros de

inflamacdo intensa, perda de mucosa e aumento moderado de células caliciformes (FIG. 6 J).

Com relacdo a histologia do baco, ao contrario dos animais negativos, que apresentaram
leve predominio de polpa vermelha sobre a polpa branca, todos os animais infectados
apresentaram hiperplasia de polpa branca (variando de discreta a moderada) e inflamagdo

da trabécula (FIG. 6 A-E).
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GRAFICO 20 - Quantificacdo relativa dos parametros avaliados no intestino delgado de hamsters fémeas
infectadas com 50 larvas de terceiro estddio de Ancylostoma ceylanicum (INT) e infectados e tratados com
acido acetilsalicilico - AAS (2 mg/kg, VO) (IASP), diclofenaco (2 mg/kg, VO) (IDICLO), etoricoxibe (1,8 mg/kg, VO)

(IETO). (A) Processo inflamatdrio. (B) Células caliciformes — CC. (C) Mucosa.



97

Bago Intestino Delgado

Diclofenaco AAS Controle Negativo

Etoricoxibe

FIGURA 6 - Fotomicrografias de sec¢Ges de bago e intestino delgado de hamsters ndo infectados (A e F),
infectados com Ancylostoma ceylanicum (B e G) e tratados com acido acetilsalicilico - AAS (C e H) ou
diclofenaco (D e I) ou etoricoxibe (E e J). (A) Leve predominio de polpa vermelha sobre a polpa branca. (B)
Hiperplasia moderada a intensa da polpa branca. (C) Leve hiperplasia da polpa branca. (D-E) Moderada
hiperplasia da polpa branca. (F) Aspecto histolégico normal com vilosidades da mucosa integras. (G) Inflamagdo
moderada e perda de epitélio com manutengao da arquitetura. (H) Inflamagdo moderada e perda de mucosa.
(I) Manutengdo da arquitetura e processo inflamatério moderado. (J) Inflamagdo intensa com alteragdo da
arquitetura e perda de mucosa. Hematoxilina-Eosina, aumento de 10x em A,B, C, D e E; aumento de 20x em E,

F,G,Hel.
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IV.3.3. DISCUSSAO

Prostaglandinas sdo moduladores de importantes processos fisioldgicos e suas fungdes tém
sido extensivamente estudadas. Elas sdo inibidas por glicocorticdides e anti-inflamatorios
ndo-esteroidais, tais como indometacina, aspirina, diclofenaco, ibuprofeno e celecoxibe
(Lépez-Armada et al., 2002; Ramaswamy et al., 2000; Sileyman et al., 2004). Indometacina
(inibidor ndo seletivo de COX) é a droga mais utilizada em estudos sobre o envolvimento de
prostaglandinas na inflamac¢do induzida por parasitos (Daugschies, 1995; Daugschies e
Ruttkowski, 1998; Machado et al., 2010; Nishina e Suzuki, 2002; Rahka et al, 1996; Terrazas
et al., 1999;). Ibuprofeno é uma potente droga anti-inflamatdria ndo seletiva que inibe a
diferenciacdo e a proliferacdo de células inflamatorias, além de reduzir a fertilidade de
helmintos (Farag et al., 1995). Novas moléculas com atividade anti-inflamatéria, tais como os
inibidores seletivos de COX-2, celecoxibe e etoricoxibe, sdo utilizados no tratamento de
artrite reumatdide e osteoartrite, suprimindo também o desenvolvimento de canceres de

cdlon, pulmdes e outros (Everts et al., 2000; Rao et al., 2002).

InfeccGes helminticas estdo sempre associadas com elevada producdo de prostaglandinas,
gue estdo envolvidas na modulacdo da resposta do hospedeiro, levando a sintomas da
infeccdo (Noverr et al., 2003). A descoberta de que estes parasitos também produzem
prostaglandinas, assim como seus hospedeiros, e que possuem uma maquinaria para
biosintese de tais moléculas tém aumentado ainda mais o interesse no estudo do papel das
prostaglandinas nas infec¢des, uma vez que podem representar uma das formas pelas quais
o parasito modula o sistema imune do hospedeiro e estabelece a infeccdo (Daugschies e
Joachim, 2000; Kubata et al. 2000, 2002, 2007; Sanchez-Ramirez et al., 2004). A sintese de
prostaglandinas ja foi descrita em S. mansoni, Ascaris spp. e Onchocerca volvulus (Kubata et
al., 2007), e, além destas, outras enzimas envolvidas na cascata do acido aracddnico e da
producdo de prostaglandinas (como fosfolipases, prostaglandinas-sintases e enzimas
ciclooxigenases-“like”) também ja foram descritas em parasitos, tais como S. mansoni,

Ascaridia galli, O. volvulus, Leishmania, Trypanosoma e Entamoeba (Kubata et al., 2007).
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Além disso, estudos mostram que a producdo de prostaglandinas esta associada aos
processos de muda e crescimento de parasitos, como em Oesophagostomum dentatum
(Daugschies 1995, 1996; Daugschies and Ruttkowski 1998). Joachim et al. (2005) mostraram
gue a incubacdo de larvas de O. dentatum com acido acetilsalicilico leva a diminuicdo no
processo de muda das mesmas e que, a adicdo de prostaglandinas ao meio ndo é capaz de

reverter este quadro.

Ao contrario de outros estudos, no modelo experimental de ancilostomiase utilizado, ndo
obtivemos sucesso em mostrar as prostaglandinas como mediadores inflamatodrios de
importancia na infeccdo. Nao foram observadas diferencas em aspectos parasitoldgicos e
imunoldgicos entre animais tratados e ndo tratados infectados com A. ceylanicum. Estudos
realizados com Nippostrongylus brasiliensis também ndao mostraram alteragdes no parasito
in vitro e na infecgdo in vivo de ratos, descartando o envolvimento direto de PGE; e PGE; na
modulacdo da resposta imune contra o parasito (Conder et al., 1987; Kassai et al., 1980;
Kassai e Redl, 1982). O mesmo foi observado no estudo da infeccdo de cobaias com

Trichostrongylus columbriformes (Rothwell et al., 1977).

No entanto, Nessim e Mahmoud (2007) mostraram o efeito profilatico com diminuicdo da
carga parasitaria em camundongos infectados com S.mansoni e tratados com diclofenaco
(0,5 e 1,0 mg/animal em dose Unica). Abdalla et al. (2008), trabalhando com Trypanosoma
cruzi, também observaram diminuicdo da parasitemia no sangue de camundongos

infectados e tratados com meloxican (0,5 mg/kg) e etoricoxibe (0,6 mg/kg).

Uma limitacdo deste estudo foi a impossibilidade de quantificar as prostaglandinas no
sangue ou tecido dos animais. No entanto, Machado et al. (2010) mostraram em modelo de
estrongiliase (Strongyloides venezuelensis) que a administracdo de drogas anti-inflamatérias
seletivas ou ndo de COX, em doses proximas as utilizadas no nosso estudo e administradas
diariamente, foram capazes de diminuir, no intestino delgado, a sintese de PGE, em 17% em
relacdo aos animais ndo tratados. Os autores mostraram que os animais tratados
apresentaram maior retencdo de adultos no intestino, maior eliminacdo de ovos e menor

reacao inflamatdria nos pulmdes e intestino delgado, se comparados aos ndo tratados.
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As principais diferencas encontradas entre infeccdo e tratamentos foram com relagdo a
histopatologia do intestino, onde encontramos quadros de ulceragao intestinal nos animais
tratados com diclofenaco e, nos animais tratados com etoricoxibe, a inflamacdo intestinal foi
intensa, com alteragdo da artquitetura tecidual. Essa grande alteragdao no intestino de
animais tratados com etoricoxibe, um inibidor seletivo de COX-2, pode ser explicado pela
baixa ou nenhuma produgdo de prostaglandinas, especialmente PGE,. No intestino, PGE,
diminui a apoptose e aumenta a proliferacdo de células epiteliais, tendo grande importancia
na regulacdo e resposta a injurias teciduais (Stenson, 2007). Machado et al. (2010)
observaram nos animais infectados com S. venezuelensis e tratados com anti-inflamatdrios
(seletivos ou ndo) que, apesar de estes animais apresentarem mais vermes no intestino
delgado, o infiltrado inflamatério no local era menor e com menor quantidade de eosindfilos

do que os animais infectados e ndo tratados.

Ainda assim, ndo descartamos a hipotese de que as prostaglandinas tenham um papel
relevante na imunomodulagdo da infecgao por Ancylostoma em hamsters. Dineen e Kelly
(1976) sugeriram que, para N. brasieliensis PGE poderia afetar diretamente no metabolismo
e migracdo do parasito ao longo do intestino, alterando também o microambiente intestinal.
Além disso, existem outras moléculas derivadas de ciclooxigenases (PGl,, PGF, e PGD,, por
exemplo) que podem ter papel fundamental na ancilostomiase. PGD,, produzida por
mastdcitos, por exemplo, esta envolvida no trafego de células Th,, eosindfilos, neutréfilos e
células mononucleares a sitios inflamatdrios em alergias e doencas parasitarias (Chevalier et

al. 2005; Satoh et al., 2006; Schratl et al., 2007).

Levando todo o exposto em considera¢do, duas hipdteses sdo possiveis: i) a falta de
regulacdo na resposta imune local, associada a falta de resposta do tipo Th, exarcebaria os
efeitos da resposta Th; e dos produtos excretado-secretados (ES) (ex. proteases e
anticoagulantes) do parasito na mucosa intestinal, o que aumentaria ainda mais a destrui¢ao
do tecido; e, ii) considerando que a inflamacgdo intestinal decorrente da doenca de Crohn
leva a um aumento de COX-2 (Cox et al., 2005; Mao et al., 2006; Masferrer et al., 1996;) e

gue, nestes casos, a infeccdo por ancilostomideos leva a melhora do quadro inflamatério
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(Croese et al., 2006; Reddy e Fried, 2009), acreditamos que um dos mecanismos de
regulacdo do processo inflamatério seja a secrecdo de produtos imunomoduladores pelo
parasito, que atuem como anti-inflamatdrios locais. Assim, novos experimentos devem ser
desenvolvidos para definir o papel imuomodulador das ciclooxigenases e prostaglandinas na

ancilostomiase.



IV.4.ANTI-HISTAMINICOS
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A histamina é considerada um mediador da hipersensibilidade imediata e tem papel
importante em varios processos fisioldgicos e patoldgicos. Os efeitos da histamina sdo
mediados pelos seus receptores (HR) (H{R, H;R, H3R e H4R) expressos em diversos tipos
celulares, incluindo células nervosas, endoteliais, hepatdcitos, neutrofilos, eosindfilos,
mondcitos, células dendriticas e células B e T (Leurs et al., 1995). Estes sdo considerados
importantes alvos de estudo visto que, quando ligados a histamina, estdo envolvidos em
processos de proliferacdo e diferenciacio celular, hematopoiese, regeneracao,
neurotransmissdo, reacdes inflamatdrias, modulacdo da resposta imune (inclusive a
producdo de anticorpos) e regulacdo de sistemas vitais, entre eles, o gastrointestinal (Jutel et

al., 2001; Tripathi et al., 2010a, 2010b).

Os efeitos histaminérgicos da ativacdo do H;R sdo decorrentes da mobilizacdo de cdlcio
intracelular e liberagdo de dxido nitrico, o que leva aos quadros de vasodilatacdo, eritema,
aumento da permeabilidade vascular e edema (Li et al., 2003). A ativacdo do H;R esta
relacionada a regulacdo da proliferacdo celular e, no trato gastrointestinal, a secrecdo acida
da mucosa gastrica e de bicarbonato no intestino (decorrente da inibicdo da PGE;) e da
regulacdo da motilidade intestinal (Jones e Kearns, 2011). Além disso, H,R apresenta
importante funcdo imunoregulatodria, visto que inibe a quimiotaxia de neutrdfilos, basofilos e

eosinofilos (Jones e Kearns, 2011).

HsR e H4R correspondem a cerca de 3% de todos os receptores de histamina e sao
receptores, cujas funcGes ainda estdo sendo estudadas (Jutel et al., 2002). No entanto, sabe-
se que o Hs3R localiza-se principalmente em células do sistema nervoso central e que, o H4R
estda presente em células hematopoiéticas, intestino delgado e outros drgdos, estando
relacionados, respectivamente, com funcdes de neurotransmissdo e imunomodulacgdo (Jones
e Kearns, 2011; Tiligada et al., 2009). Estudos clinicos sobre o H3R foram descritos em casos
de disturbios sono, obesidade e cogni¢do, enquanto o H4R parece ter potencial terapéutico
em casos de alergia, inflamacdo e disturbios autoimunes (Jones e Kearns, 2011; Kiss e

Keseru, 2009; Tiligada et al., 2009).



104

O melhor tratamento clinico para doencgas/sindromes de origem alérgica é a supressdo da
inflamacdo no tecido. Estas reacGes envolvem a liberacdo de mediadores quimicos ou
citocinas pelos mastécitos e consequente inflamacao e infiltragdo celular, principalmente de
eosindfilos (Watanabe et al., 2004). Anti-histaminicos sdo farmacos desenvolvidos para
serem utilizados no alivio de sintomas alérgicos, desencadeados pela liberagao da histamina.
N3o inibem a producdo de histamina. Atuam bloqueando, por competicdo, os receptores de
histamina na sua forma inativa, alterando a expressdo/funcdo destes em células importantes

do sistema imune (Jones e Kearns, 2011)

A loratadina é um anti-histaminico triciclico, de agao prolongada, com atividade antagonista
seletiva sobre receptores histaminérgicos H; periféricos (H1R). E rapidamente absorvida do
trato gastrointestinal apds administracdao oral, atingindo picos de concentragdes plasmaticas
em cerca de uma hora. A loratadina e seus metabdlitos ndo atravessam a barreira hemato-

encefalica.

A ranitidina é um dos antagonistas dos receptores H, periféricos (H,R) mais estudados nos
efeitos da histamina na imunomodulacdo. Sua absorcdo apds a administracdo oral é rapida,
sendo as concentragGes plasmaticas maximas atingidas dentro de duas apds a
administra¢do. Ranitidina tem efeito inibitério na regenera¢do do figado (Tripathi et al.,

2010a).

IV.4.1. Tratamento
Para avaliar o efeito de anti-histaminicos em hamsters infectados com A. ceylanicum, os
animais foram tratados com farmacos utilizados no controle de reacGes alérgicas pela

medicina.

Os animais deste grupo foram tratados a partir do dia da infecgdo (dia 0) e, a partir dai, o
tratamento ocorreu diariamente. As doses foram determinadas de acordo com a maior dose
administrada em pacientes humanos. Quando houve a necessidade de ajuste de valores

(dose/peso) para o animal, considerou-se um individuo com peso médio de cinquenta quilos
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e 0 hamster com peso médio de oitenta gramas. A administragao ocorreu sempre no final da

tarde.

Foram utilizadas duas drogas comerciais, isoladas ou em combinacdo (como descrito
abaixo): i) Loratadina (Loratamed®, 1 mg/ml, CIMED); ii) Cloridrato de ranitidina

(Medicamento genérico, 150 mg, Medley).

IV.4.1.1. Loratadina
Foi utilizada a droga na forma xarope (1 mg/ml). Cada hamster (14 animais) recebeu a dose

de 0,2 mg/kg, via oral, com auxilio de pipeta.

IV.4.1.2. Ranitidina
Foi utilizada a droga na forma de comprimidos, com 150 mg do principio ativo. Cada
comprimido foi macerado em grau e pistilo. O pd resultante foi diluido em 5 ml de agua

destilada. Cada hamster (14 animais) recebeu 12 mg/kg, via oral, com auxilio de pipeta.

IV.4.1.3. Loratadina e ranitidina (Lor + Ran)
Para avaliar o efeito do bloqueio concomitante dos receptores H; e H,, foi feita uma
associacdo dos dois medicamentos. Ambos foram administrados conforme descrito acima

(item 11.1.1. e 11.1.2.). O grupo continha 14 animais.

IV.4.2. RESULTADOS

Os animais tratados com drogas anti-histaminicas apresentaram sinais clinicos marcantes
tais como caquexia, pelagem ruim, hipotermia e prostagdo. Aos 23 dias de infecgdo, tinham
sido verificadas quatro mortes por grupo de tratamento. Por esta razdo, os animais foram

sacrificados aos 24 DAI.

IV.4.2.1. Eliminagao de ovos
O periodo pré patente dos animais infectados e nao tratados foi aos 16 dias, enquanto o dos
animais que receberam tratamento foi de 11, 13 e 16 dias para ranitidina, loratadina e Lor +

Ran, respectivamente.
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O GRAF. 21 A mostra a curva de eliminacdo de ovos dos animais infectados e infectados e
tratados. O grupo que recebeu combinacdo de drogas apresentou elevada eliminacdo de
ovos aos 16 DAI. O grupo controle apresentou, no periodo observado, maior eliminacdo aos
16 DAI. Comparativamente, de acordo com os valores obtidos no calculo da area da curva, o
grupo que recebeu a combinacdo de drogas eliminou, em 23 dias de infeccdo, cerca de trés

vezes mais ovos do que os animais controle.

IV.4.2.2. Recuperagao de vermes

O GRAF. 21 B mostra que o numero de vermes recuperados apresentou grande varia¢ado (1 —
100%) entre os animais em todos os grupos experimentais. No entanto, a média de vermes
recuperados nos animais tratados com ranitidina foi menor do que nos outros animais (17%)

(p > 0,05).
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GRAFICO 21 - (A) Eliminacdo de ovos por grama de fezes e (B) recuperacdo de vermes adultos de Ancylostoma
ceylanicum do intestino delgado de hamters fémeas infectadas com 50 larvas de terceiro estadio e infectadas e
tratadas com Loratadina (0,2 mg/kg, VO), Ranitidina (12 mg/kg, VO) ou Loratadina + Ranitidina (Lor+Ran). AUC
= “area under curve” (area sob a curva). DAl = dias apds a infeccdo. OPG = ovos por grama de fezes.

n=12hamsters/grupo. VO = via oral. IP = via intraperitoneal.



108

IV.4.2.3. Exames hematoldgicos

Os valores de referéncia mencionados (destacados nos graficos com linha pontilhada)
referem-se aos valores normais de hamsters, Mesocricetus auratus, fémeas, obtidos de
Mitruka e Rawnsley (1981)° apud Gad (2007). O tratamento dos animais teve inicio no
mesmo dia da infeccdo (dia 0). Portanto, os valores negativos apresentados se referem ao

dia 0 (sem infeccdo e sem tratamento).

O sangue coletado dos animais tratados, aos 24 DAI, apresentou-se espessado e, o plasma,
com aspecto opaco, compativel com quadro de lipemia, que se confirmou apds resfriamento

do plasma, onde observou-se a formacdo de placas, semelhantes a de gordura.

IV.4.2.3.1. Hemadcias

Os valores obtidos para contagem de hemacias estao representados no GRAF. 22 A. Apesar
da queda no numero médio de hemadcias circulantes em relacdo ao dia 0, os valores
encontrados ainda permaneceram dentro dos parametros fisiolégicos normais (p > 0,05),
exceto nos animais que receberam combinacdo de drogas. Nestes, aos 24 DAI, foi observada

diferencga estatistica em relagao aos animais controle (P < 0,05) e ao dia 0 (p < 0,001).

1V.4.2.3.2. Leucocitos

1V.4.2.3.2.1. Totais

Todos os valores encontrados para contagem global de leucécitos apresentaram-se dentro
dos limites fisioldgicos (GRAF. 22 B). Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica
entre os grupos (p > 0,05), os animais tratados com a combinacdo de drogas foram os que
apresentaram maior variagdo nas contagens, o que resultou em um aumento na média do

grupo, superando, inclusive, os animais do grupo controle.

6 Mitruka, B. M.; Rawnsley, H. M. Clinical biochemical and hematological reference values in normal
experimental animals and humans. 2. ed. New York: Masson. 1981.
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GRAFICO 22 - (A) Contagem global de hemacias e (B) leucécitos por milimetro cubico de sangue de hamsters
fémeas infectadas com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum e infectadas e tratadas com
Loratadina (0,2 mg/kg, VO), Ranitidina (12 mg/kg, VO) ou Loratadina + Ranitidina (Lor+Ran). As linhas
pontilhadas indicam os valores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud Gad (2007). a =
diferenca estatistica para o grupo negativo. b = diferenca estatistica para o grupo controle. * = p < 0,05. *** =p

<0,001. VO =via oral.
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1V.4.2.3.2.2. Linfocitos

Com relacdo a contagem de linfdcitos, apesar de os valores encontrados estarem abaixo do
fisiolégico normal desde o dia da infec¢do (negativos), foi observada uma manutenc¢do no
numero deste tipo celular nos animais ao longo da infeccdo (GRAF. 23 A). Mais uma vez, os
animais tratados com a combinacdo da droga (Lor + Ran) apresentaram maior variacdo no

numero deste tipo celular. Ndo houve diferenga estatistica entre os grupos (p > 0,05).

IV.4.2.3.2.3. Eosindfilos

O numero de eosinodfilos encontrados nos animais no dia 0 foi superior ao fisiolégico normal,
0 que caracteriza um quadro de eosinofilia periférica (GRAF. 23 B). No decorrer da infeccdo
ndo foi observado aumento no nimero deste tipo celular, exceto nos animais tratados com
Lor + Ran, que, devido a contagem de dois animais, apresentou eleva¢cdao na média do grupo,

mas sem diferenca estatistica para os demais grupos (p > 0,05).

IV.4.2.3.2.4. Neutrdfilos totais

Observou-se, nos animais controle (p > 0,05) e tratados com a combinac¢do de drogas (p <
0,01), moderada elevacdo na contagem de neutréfilos totais circulantes em relagdo ao dia 0
(GRAF. 23 (). Foi observada diferenga estatistica nas contagens dos grupos tratados com

ranitidina e combinagdo Lor + Ran (p < 0,05).

Os animais que foram tratados com droga Unica (loratadina ou ranitidina) apresentaram
contagem de neutréfilos totais menores do que a dos animais controle, que ndo receberam

tratamento. No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05).
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GRAFICO 23 — Contagem diferencial de (A) linfécitos, (B) eosindfilos e (C) neutrdfilos totais por milimetro
cubico de sangue de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum
e infectados e tratados com loratadina (0,2 mg/kg, VO), Ranitidina (12 mg/kg, VO) ou Loratadina + Ranitidina
(Lor+Ran). As linhas pontilhadas indicam os alores de referéncia normais obtidos de Mitruka e Rawnsley apud
Gad (2007). a = diferenca estatistica para o grupo negativo. c = diferenca estatistica entre tratamentos. * = p <

0,05. ** =p < 0,01. VO = via oral.
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IV.4.2.3.3. “Enzyme linked immunossorbent assay” - ELISA

O GRAF. 24 A mostra baixos niveis de anticorpos IgG reconhecendo o antigeno de L; de A.
ceylanicum, sem diferenca entre os animais negativos e infectados (p > 0,05). Com relacdo
ao antigeno de verme adulto (GRAF. 24 B), apesar de terem sido detectados baixos niveis de
anticorpos, houve diferenca entre os animais controle e tratados com loratadina e ranitidina
em relacdo aos valores negativos (p < 0,01). Os animais infectados e tratados com a
combinacdo de drogas apresentaram menores niveis de anticorpos em relacdo aos demais

animais infectados, ndo apresentando diferenca estatistica para os valores negativos (p >

0,05).
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GRAFICO 24 — Niveis de anticorpos IgG frente a antigenos brutos de (A) larva e (B) verme adulto de Ancylotoma
ceylanicum de hamsters fémeas infectados com 50 larvas de terceiro estadio de A. ceylanicum e infectadas e
tratadas com Loratadina (0,2 mg/kg, VO), Ranitidina (12 mg/kg, VO) ou Loratadina + Ranitidina (Lor+Ran). a =

diferenca estatistica para o grupo negativo. ** = p <0,01. *** = p < 0,001. VO = via oral.
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IV.4.2.4. Histopatologia

E importante ressaltar que, diferentemente dos demais experimentos, aqui, os animais

foram sacrificados aos 24 DAI.

Hamsters negativos apresentam aspecto histoldgico normal do intestino delgado com
vilosidades da mucosa integras, altas, células caliciformes e de Paneth em reduzido nimero
no interior das criptas de Lieberkiihn. Nos grupos infectados, o padrdo do infiltrado
inflamatdrio da mucosa intestinal foi linfoplasmohistiocitario, do tipo mononuclear. Nao foi
verificado processo inflamatério na camada muscular, nem diferencas em relacdo aos

mastocitos.

Os GRAF. 25 mostram a quantificagao relativa de alteragdes encontradas com relagao ao
processo inflamatério (GRAF. 25 A), ao niumero de células caliciformes (GRAF. 25 B) e a

mucosa (GRAF. 25 C) do intestino delgado dos hamsters infectados ou infectados e tratados.

O intestino delgado dos animais do grupo controle e tratados com loratadina, representados
na FIG. 7 G e H, respectivamente, mostraram-se com inflamacdao moderada, perda de
epitélio e areas de ulceracdo transmural. Nestes, houve aumento intenso de células
caliciformes em ambos os grupos. Os animais tratados com ranitidina apresentaram
maiores alteracdo no intestino delgado (FIG. 7 1), com quadros de inflamacdo variando de
moderada a intensa, alteragdo da arquitetura, mostrando perda acentuada de mucosa e
aumento discreto a intenso de células caliciformes. A combinacdo das duas drogas associada
a infeccdo por A. ceylanicum levou a inflamacdao moderada do intestino, com perda de
epitélio ou mucosa e moderado aumento de células caliciformes (FIG. 7 J). Em relacdo aos

mastdcitos, ndo foram observadas diferencas entre os grupos controle e tratados.

Animais normais, ndo infectados, apresentam leve predominio de polpa vermelha sobre a
polpa branca no bago. No entanto, aos 24 DAI, animais infectados apresentaram hiperplasia
moderada a intensa da polpa branca e trabécula ndo inflamada (FIG. 7 B). Os animais

tratados com loratadina apresentaram intensa hiperplasia de polpa branca e trabécula com
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infitrado inflamatério (FIG. 7 C). J& os animais tratados com ranitidina, apresentaram
maiores alteragdes esplénicas, com inflamacdo e espessamento da capsula, trabécula
inflamada e intensa hiperplasia da polpa branca (FIG. 7 D). A combinagdo dos dois
tratamentos e da infecgdo levou a inflamacdo da trabécula, espessamento da capsula e

intensa hiperplasia da polpa branca (FIG. 7 E).
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1 Aspecto Normal

Il Inflamac3o Discreta
] Inflamacdo Moderada
Inflamac3o Intensa

] Normal

Hl Aumento Discreto de CC
1 Aumento Moderado de CC
Aumento Intenso de CC
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Perda de Vilosidade
Perda de Mucosa

GRAFICO 25 — Quantificacdo relativa dos parametros avaliados no intestino delgado de hamsters fémeas

infectadas com 50 larvas de terceiro estadio de Ancylostoma ceylanicum (INT) e infectados e tratados com

loratadina (0,2 mg/kg, VO) (ILOR), Ranitidina (12 mg/kg, VO) (IRAN) ou Loratadina + Ranitidina (I(LOR + RAN)).

(A) Processo inflamatadrio. (B) Células caliciformes — CC. (C) Mucosa.
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FIGURA 7 — Fotomicrografias de secgdes de bago e intestino delgado de hamsters negativos (A e F),
experimentalmente infectados com Ancylostoma ceylanicum (B e G) e tratados com loratadina (C e H) ou
ranitidina (D e l) ou ambas (Lor + Ran) (E e J). (A) Leve predominio de polpa vermelha sobre polpa branca. (B)
Moderada hiperplasia moderada a intensa da polpa branca. (C e E)Intensa hiperplasia da polpa branca. (D)
Intensa hiperplasia da polpa branca e cdpsula espessa e inflamada. (F) Aspecto histoldgico normal com
vilosidades da mucosa integras. (G) Inflamag¢do moderada e perda de epitélio. (H) Inflamagdo moderada e
perda de mucosa. (I) Alteragdo da arquitetura e processo inflamatério moderado. (J) Inflamagdo discreta com
manutengdo da arquitetura e perda de epitélio. Hematoxilina-Eosina, aumento de 10x em AB, C, D e |;

aumento de 20xem E, F, G, H, J.
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IV.4.3. DISCUSSAO

Todas as células criticas a resposta imune possuem receptores de histamina e sao capazes
de produzir e secretar histamina (Jutel et al., 2002; Tiligada et al., 2009). Diversos estudos
experimentais indicam que efeitos proé-inflamatérios e anti-inflamatérios dependem da
predominancia de um receptor especifico para histamina. Células Th; apresentam
predominante, mas ndo exclusivamente, expressdo de H;R, enquanto células Th;
apresentam regulacdo elevada de H;,R (Jones e Kearns, 2011; Jutel et al., 2001). Histamina
aumenta a resposta Th, pela ligacdo a HR, enquanto respostas Thy e Th, sdo negativamente
reguladas pelo H,R (Jutel et al, 2001). A estimulacdo do H,R pode ter efeitos
imunossupressores no controle da inflamacdo, uma vez que induz a secre¢do de IL-10 (Jones

e Kearns, 2011; Osna et al, 2001).

No trato gastrointestinal humano, estudo de Sander et al. (2005) mostrou a expressdo dos
receptores H{R, H,R e H4R, mas ndo HsR. Os autores mostraram ainda ndo haver diferencas
no padrdo de expressdo dos receptores em diferentes por¢des do intestino. Os enterdcitos e
leucdcitos presentes dentro dos vasos sanguineos apresentam receptores H4R. O estudo
mostrou ainda que pacientes com alergia alimentar ou sindrome do intestino irritavel
apresentaram elevada expressao de H;R e H,R no intestino, enquanto a expressdo de H4R se
manteve inalterada em relacdo a tecidos de pacientes sadios e ndo foi verificada a presenca

de HsR (Sander et al., 2005).

Fatores produzidos por células presentes no intestino, tais como a histamina e serotonina,
assim como proteases e peroxidases, sdo mediadores bioquimicos envolvidos na expulsdo de
nematddeos intestinais (Shin et al., 2003; Woodbury et al., 1984). A histamina, quando
ligada aos seus receptores, é conhecida por aumentar a contratilidade intestinal, facilitando
a expulsdo de vermes (Serna et al., 2006; Shin et al., 2003). No entanto, muitas vezes essa
hipdtese se mostra contraditdria. Um exemplo é a infeccdo de ratos por Nippostrongylus
brasiliensis. Estudos mostraram a relagdo entre a infeccao e a diminuicdo da concentracao
de histamina no intestino, assim com o nimero de mastdcitos (Keller, 1971; Roth e Levy,

1980). Outros trabalhos mostraram hiperplasia de mastécitos e aumento nos niveis de
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histamina no intestino (Befus et al., 1979). Murray et al. (1971) mostraram que o tratamento
diario com serotonina e prometazina (antagonista do H;R) de ratos infectados com N.
brasiliensis adiava a explusao dos vermes. Na infec¢ao por Trichinella spiralis o tratamento
com ketotifen (antagonista H;R) levou a um aumento na carga, no tamanho dos vermes e,
em relacdo ao intestino, observa-se menor atividade de mastdcitos, alteracdes motoras e,
assim como neste trabalho, houve protecdo da camada epitelial do intestino (Doligalska,

2000; Serna et al., 2006).

Estudo feito por Gupta et al. (1990) mostrou que hamsters imunizados e tratados com
histamina exdgena (20 mg/hamster) tiveram sua suscetibilidade a infec¢do por A.
ceylanicum aumentada devido a imunossupressdo causada pelo tratamento (Gupta et al.,
1990). Neste estudo, os autores mostraram que a histamina ndo interfere com a funcdo de
macrofagos, podendo atuar ao nivel dos linfocitos (Gupta et al., 1990; Rocklin, 1976; Rocklin

et al., 1978).

Além destes estudos, trabalhos tém mostrado que parasitos sao capazes de produzir
endogenamente aminas bioativas, principalmente serotonina, que estdo relacionadas com a
neurotransmissdo de sinais pelo corpo do parasito, proporcionando movimento a eles (Boyle
et al., 2000; Boyle e Yoshino, 2005; Ribeiro et al., 2005). Pouco ainda é conhecido sobre a
histamina, mas estudos mostram que ela estd presente nas estruturas neuronais de
parasitos e que seja sintetizada endogenamente ou absorvida pelo tegumento (em maior ou
menor quantidade) (Eriksson et al., 1996; Mettrick e Telford, 1963; Wickgren et al., 1990). A
fungdo da histamina enddgena em parasitos é pouco clara, mas acredita-se que ela seja um
importante modulador da funcdo neuromuscular e que, a histamina exégena module a
frequéncia da movimentagao corporal, influenciando a atividade motora em cestodas e
trematodas (Ercoli et al., 1985; Sukhdeo et al., 1984). Cercarias de S.mansoni tratadas com
um antagonista de H;R (prometazina) ficam paralisadas e perdem a infectividade e este
quadro pode ser revertido quando é adicionada histamina ao meio (Ercoli et al., 1985). No
entanto, o tratamento com antagonistas de H,R (cimetidina ou metiamida) ndo provocam

quaisquer alteragcbes no parasito (Ercoli et al., 1985).
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O propdsito deste trabalho foi avaliar, pela primeira vez em relacdo a infeccdo por
Ancylostoma, o efeito da utilizacdo de dois farmacos antagonistas de receptores de
histamina: a loratadina, antagonista do H;R, e a ranitidina, antagonista do H,R. A grande
mortalidade observada nos animais que receberam o tratamento foi inesperada e nenhuma
literatura consultada menciona este fato. De acordo com a literatura, a dosagem
administrada nos animais foi igual (H,R) ou inferior (H1R) a descrita na literatura, em outros
modelos experimentais. Além disso, o sangue coletado apresentou, apesar de nao ter sido
dosado, altos niveis de lipideos no sangue/plasma. Com relacdo aos mastdcitos, principais
células envolvidas na liberacdo de histamina, apesar da coloracdo por HE ndo ser a ideal, ndo

foram observadas diferengas entre os grupos.

No tratamento com antagonistas de H;R observamos um comportamento da infeccao
semelhante ao do grupo controle, ndo tratados: vermes adultos presentes em um ambiente
imunologicamente hostil, com predominancia de uma resposta Th, (Pritchard et al., 2007).
No entanto, assim como descrito na literatura, observamos um quadro de inflamacdo
intestinal melhorado em relagdo aos controles, onde cerca de 40% dos animais mantiveram
o epitélio intestinal intacto (Doligalska, 2000; Serna et al., 2006). Isto pode ser explicado pelo
fato de que a inibicdo do H4R pelo antagonista, inibe a proliferacdo de células Th; e suas
respostas (Bachert, 2002; Jutel et al., 2001), favorecendo a ligacdo da histamina aos outros
receptores, principalmente H,R. Além de o préprio parasito excretar/secretar moléculas que
promovam certa imunossupressdo local (Croese e Speare, 2006; Pritchard et al., 2007), a
ligacdo da histamina ao H,R provoca uma inibicdo das respostas Th; e Th,, criando um
ambiente regulado (Jones e Kearns, 2011; Osna et al, 2001). Neste caso, no foco inflamatério
sdo observados aumento de IL-10, e diminui¢cdo de neutréfilos, eosindfilos e basdfilos locais

(Jones e Kearns, 2011).

A utilizacdo de antagonista de H;,R, na dose administrada, ndo aumenta a suscetibilidade de
hamsters a infec¢dao por A. ceylanicum. No entanto, a diminuicdo de células caliciformes no
intestino, associado a perda de mucosa e ao aumento da inflamacdo intestinal (chegando a
alterar a arquitetura do drgao) refletem a diminuicdo da resposta Th, e aumento da resposta

Thy. E, aqui, mais uma vez observamos que a diminuicdo do nimero de vermes no intestino
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delgado esta associada a um quadro de inflamagao intestinal intensa. De acordo com outros
autores, durante quadros de inflamacdo intestinal, ocorre um aumento da sensibilidade dos
reflexos gastrointestinais (Gay et al.,, 2000; Stead, 1992; Torrents et al., 2002) e uma
modificacdo na sensibilidade dos musculos lisos do intestino (Tanovic et al., 2002). Este
aumento na movimentacao intestinal (peristaltismo) associado a dificuldade dos parasitos

adultos se fixarem na mucosa inflamada favoreceria a expulsdo precoce dos vermes.

Quando combinados, os antagonistas de H;R e H,R induziram um aumento na
suscetibilidade da infeccdo, onde a eliminacdo de ovos foi mais de trés vezes maior do que
os outros grupos. Com o bloqueio de ambos receptores (HiR e H,R), as respostas Th; e Th,
sdo inibidas e a histamina se liga aos outros receptores livres (H3R e H4R). Os HsR estdo
presentes nos enterdcitos e leucdcitos nos vasos sanguineos do intestino e a ligagdo da
histamina a este receptor leva a imunomodulacdo do ambiente intestinal (Sander et al.,
2006), favorecendo a manutencdo dos parasitos adultos e, consequentemente, a postura de

OVvos.

Com relacdo a resposta humoral, é sabido que a histamina atua como uma molécula co-
estimulatdria em células B, afetando diretamente a producdo de anticorpos, caracteristica
da resposta de perfil Th, (Akdis e Blaser, 2003; Akdis e Simons, 2006; Jutel et al., 2005;
Rocklin e Beer, 1983). Entre os dois receptores mais comuns no organismo, H:R e H,R, o
primeiro modula a geracao de imunoglobulinas totais e, especialmente, I1gG; e, o segundo,
tem grande importancia na geracdo de IgM e estd envolvido na imunossupressdo e

imunorregulagdo (diferenciagdo e proliferagao) da resposta humoral (Tripathi et al., 2010a).

Neste trabalho devemos levar em consideracdo que os animais foram sacrificados 24 dias
apos a infeccdo e, neste momento, observarmos baixos niveis de anticorpos contra Ls e
vermes adultos. Uma possibilidade seria devido ao curto tempo de exposi¢cao aos antigenos
do verme adulto, o que justificaria os baixos niveis de IgG. Entretanto, foi observada pouca
elevacdo ou diferenca entre os tratamentos nos anticorpos entre animais negativos e

infectados, principalmente nos que receberam combinagao de drogas. Trabalhos mostram
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gue os antagonistas de HiR e H,R e H4R exercem importante papel modulador na producao

de anticorpos (Tripathi et al. 2010b).

Este trabalho abre portas para novas investigacdes sobre o papel dos mastocitos e outras
células relacionadas a liberagao de histamina na infecgdo por Ancylostoma. Acreditamos que
novos trabalhos devam ser realizados in vitro e in vivo, avaliando qual é o efeito da

histamina sobre o parasito e sobre a imunomodulacao da infecc¢ao.



V. CONCLUSOES
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Ciclosporina A, OKT3® e anti-inflamatdrios ndo interferem no curso da infec¢ao de A.

ceylanicum em hamsters.

Prednisolona e antagonistas de H;R, afetam negativamente a integridade intestinal e a
postura de ovos de A. ceylanicum, enquanto a combinacdo de antagonistas H;R e H,R leva a

consideravel aumento na postura.

Farmacos imunossupressores sao responsaveis por favorecer a regulagao da resposta imune
efetora, e ndo suprimi-la. Esta imunorregulacdo exacerbada leva a um desequilibrio na
infecgao por A. ceylanicum no intestino, levando a quadros de intensa inflamagao intestinal,
associada a diminuicdo de células caliciformes e perda de mucosa. Este quadro prejudica o

desenvolvimento dos vermes adultos e a postura de ovos.
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