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Resumo 

A ascaridíase humana é uma geohelmintose distribuída globalmente e que 

afeta cerca de 500 milhões de pessoas, gerando grande impacto na saúde pública. É 

uma doença fortemente relacionada a precárias condições socioeconômicas e de 

saneamento básico. A infecção por Ascaris spp. apresenta uma fase aguda, 

caracterizada pela migração hepatopulmonar das formas larvais do parasito, e uma 

fase crônica, que ocorre após o estabelecimento do verme adulto no intestino delgado. 

A migração larval pelos órgãos do hospedeiro inicia uma intensa resposta inflamatória 

com participação de mediadores inflamatórios importantes como citocinas e 

quimiocinas. Quimiocinas são moléculas que desempenham um importante papel na 

biologia dos leucócitos, orquestrando a ativação e o recrutamento celular para os 

sítios inflamatórios por meio da ligação com seu receptor expresso na célula alvo. O 

receptor atípico de quimiocinas ACKR2, diferentemente dos receptores 

convencionais, é capaz de se ligar a quimiocinas pertencentes a família CC, 

internalizando seus ligantes e regulando negativamente os níveis de quimiocinas do 

meio extracelular. Porém, pouco se sabe sobre o papel desse receptor na ascaridíase. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar o papel do receptor ACKR2 na 

ascaridíase larval experimental. Para tal, camundongos C57BL/6 WT e camundongos 

ACKR2-/- foram submetidos a avaliação da carga parasitária, resposta inflamatória e 

fisiopatologia na primo e reinfecção por A. suum. Nossos resultados sugerem que o 

receptor ACKR2 possui um importante papel protetor na ascaridíase larval 

experimental, controlando a intensidade da inflamação e dano tecidual que contribuem 

para o controle do parasita. Animais deficientes para o receptor ACKR2 possuem um 

aumento do recrutamento leucocitário, aumento do exsudato proteico e hemorragia, 

piora da função pulmonar e deficiência no desenvolvimento de uma resposta mista 

Th1/Th2/Th17, associada a uma maior lesão tecidual e maior carga parasitária quando 

comparados com animais selvagens. Portanto, este trabalho demonstra que o 

receptor ACKR2 é importante na regulação da inflamação e da resposta imune 

protetora, participando no controle da carga parasitária, na resposta imune inata e nos 

processos fisiopatológicos após primo e reinfecção por Ascaris suum.  

 

Palavras-chave: ascaridíase, resposte imune, quimiocinas, receptor atípico de 

quimiocinas ACKR2. 



Abstract 

Human ascariasis is a globally distributed geohelminthosis that affects about 

500 million people, impacting public health in endemic areas. This disease is strongly 

related to precarious socioeconomic conditions and basic sanitation. Ascaris spp. 

infection presents an acute phase characterized by hepatopulmonary migration of the 

larvae parasite, and a chronic phase, which occurs after establishment of adult worm 

in the small intestine. Larval migration through by host’s organs initiates an intense 

inflammatory response with participation of important inflammatory mediators such as 

cytokines and chemokines. Chemokines are small molecules that play an important 

role in leukocyte biology by regulating cell activation and recruitment by binding to its 

receptor on the target cell. The atypical chemokine receptor ACKR2, unlike 

conventional receptors, is able to bind to chemokines of the CC family, internalizing 

their ligands and regulating the levels of chemokines in extracellular environment. 

However, little is known about the role of this receptor in larval ascariasis. Therefore, 

the objective of this work is to study the role of ACKR2 receptor involved in 

experimental larval ascariasis. For this purpose, wild C57BL/6 WT and ACKR2 KO 

mice were subjected to evaluation of parasitic load, inflammatory response and 

pathophysiology in the primo and reinfection by A. suum. Our results suggest that the 

ACKR2 receptor has an important protective role in experimental larval ascariasis. 

Deficient mice for ACKR2 receptor have an increased leukocyte recruitment, increased 

protein exudate and hemorrhage, impaired lung function, and did not develop the 

typical mixed Th1/Th2/Th17 immune response, which was associated with greater 

tissue damage and greater parasitic burden when compared to WT animals. Therefore, 

this work indicates that the ACKR2 receptor is important in regulation of inflammation 

and protective immune response, participates in control of parasitic burden, innate 

immune response and pathophysiological processes after primo and reinfection by A. 

suum.  

 

 

Keywords: Ascariasis, immune response, chemokine, atypical chemokine receptor 

ACKR2. 
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1 Introdução 

1.1 Contextualização e epidemiologia 

Helmintos são organismos multicelulares que compreendem três diferentes 

grupos taxonômicos: Nematoda, Cestoda e Trematoda.  Helmintíases estão entre as 

infecções parasitárias mais comuns e persistentes no mundo. Recentes estudos 

sugerem que aproximadamente 1,5 bilhões de pessoas estão infectadas com 

helmintos parasitos,  cerca de 20% da população humana (James et al., 2018). Dentro 

as helmintíases, destacam-se as Geohelmintoses, que são parasitoses intestinais 

transmitidas por helmintos do filo Nematoda, que desenvolvem parte do seu ciclo 

biológico no solo, afetando diversas espécies de hospedeiros, inclusive o homem 

(Else et al., 2020; Lustigman et al., 2012).  

Infecções por geohelmintos representam um importante problema de saúde 

pública e possuem grande impacto socioeconômico. Em 2010, a população mundial 

perdeu, aproximadamente, 5 milhões de anos de vida saudável devido infecções por 

geohelmintos, sendo que somente a ascaridíase contribuiu para a perda de 1,32 

milhões de anos de acordo com o índice DALY (disability-life year), índice da 

Organização Mundial de Saúde que leva em consideração a soma dos anos de vida 

perdidos por morte prematura e o número de anos vividos com alguma deficiência 

(Jourdan et al., 2017; Pullan et al., 2014; World Health Organization, 2013). Entre as 

geohelmintoses mais relevantes se encontram ascaridíase, tricuríase e 

ancilostomíase, sendo a ascaridíase a mais prevalente entre elas. (Hotez et al., 2014; 

Pullan et al., 2014). 

A ascaridíase humana é considerada a doença tropical negligenciada mais 

prevalente no mundo, com ampla distribuição global, devido à associação entre altas 

taxas de prevalência e intensidade de infecção, com situações de pobreza e 

condições sanitárias precárias em países subdesenvolvidos de regiões tropicais 

(Hotez, 2008). Portanto, é uma doença que representa importante problema de saúde 

pública mundial, com grande impacto socioeconômico. Apresenta estimativa de 

aproximadamente 500 milhões de pessoas infectadas associado a um alto risco de 

desenvolverem alguma morbidade, sendo que ocorrem de 10-60 mil óbitos 

anualmente devido a morbidades graves (GBD, 2019; Hotez et al., 2014) 
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Diversos fatores de risco são relacionados com a alta transmissão da 

ascaridíase, como clima, condições do solo, pobreza, falta de saneamento básico e 

educação em saúde (Barreto et al., 2010; Brooker et al., 2006; Hotez et al., 2014).  

Portanto, as áreas rurais e de baixo desenvolvimento econômico, localizadas em 

países tropicais e subtropicais, destacam-se entre as regiões mais afetadas. 

Aproximadamente 173 milhões de pessoas estão infectadas na África subsaariana 

(25% da população) e, no sudeste asiático, a estimativa em algumas regiões é que o 

número de pessoas infectadas ultrapasse 60%. Na América Latina e Caribe, 

aproximadamente 86 milhões de pessoas estão infectadas (Pullan et al., 2014), sendo 

que, aproximadamente, 50% dessa incidência ocorre no Brasil, contabilizando 40 

milhões de pessoas infectadas no ano de 2008 (Hotez, 2008; Hotez et al., 2014; Hotez 

& Kamath, 2009). De acordo com um estudo de revisão da Organização Pan-

Americana de Saúde (Saboyá et al., 2011), entre 1995 a 2009 foram reportadas taxas 

de prevalência para A. lumbricoides acima de 50% em vários municípios do Brasil 

localizados nos estados de Alagoas (57,0%), Amazonas (51,2 %), Maranhão (61,5 a 

64,7%), Minas Gerais (57,8 a 65,5%), Paraná (73,0 a 88,0%), Pernambuco (79,3 a 

80,3%) e Rio Grande do Sul (51,0%). Com relação ao hospedeiro, a idade também é 

um fator de risco, devido a intensidade parasitária e prevalência da doença em 

crianças na faixa etária entre 6 e 10 anos de idade (Martin et al., 1983).  

 

1.2 Taxonomia 

A ascaridíase é causada por helmintos nematódeos pertencentes ao filo 

Nematoda, classe Chromadorea, ordem Rhabditida, família Ascarididae e gênero 

Ascaris. O gênero Ascaris possui duas espécies descritas: A. lumbricoides 

(LINNAEUS, 1758), associada à infecção em humanos e A. suum, associado à 

infecção em suínos (GOEZE, 1782). Essa associação entre parasito e hospedeiro é 

baseada em observações epidemiológicas (Anderson et al., 1993) e experimentais 

(TAKATA, 1951). Entretanto, as duas espécies são consideradas morfologicamente e 

“biologicamente” indistinguíveis, exceto por uma diferença pequena nos dentículos 

dos vermes adultos (Barbosa, 2015; Sprent, 1952). Portanto, alguns trabalhos têm 

contestado essa classificação taxonômica, demonstrando elevada identidade 

genética entre as espécies (Leles et al., 2012; G. Liu et al., 2012), caráter zoonótico 
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de A. suum (Anderson & Jaenike, 1997; P. et al., 2005; TAKATA, 1951) e o potencial 

antropozoonótico de A. lumbricoides (Galvin, 1968). Evidências também sugerem que 

as duas espécies podem ser patogênicas para ambos hospedeiros, sendo 

demonstrada a transmissão cruzada experimental (Barbosa, 2015; Takata, 1951), 

além de estudos epidemiológicos terem sugerido a ocorrência de transmissão cruzada 

natural (Barbosa, 2015; Betson et al., 2014; Nejsum et al., 2012). Estudos recentes 

realizaram análises filogenômicas comparativas, demonstrando que o cruzamento 

entre as duas espécies que A. lumbricoides e A. suum é responsável pela formação 

de um complexo genético que resulta em uma população híbrida de Ascaris (Easton 

et al., 2020; Zhou, Chen, et al., 2020; Zhou, Guo, et al., 2020).  

 

1.3 Biologia 

 Os helmintos do gênero Ascaris apresentam um ciclo de vida monoxênico que 

envolve três estágios biológicos: ovos, larvas e vermes adultos. Os ovos férteis 

apresentam forma oval, com um tamanho aproximado de 30 a 40 µm de largura e 50 

a 60 µm de comprimento, cor castanha devido aos pigmentos biliares contido nas 

fezes e um envoltório formado por três camadas: camada mamilonada localizada na 

porção mais externa do ovo, composta por mucopolissacarídeos, espessa e de 

superfície irregular; camada intermediária quitinosa e transparente; camada interna 

delgada composta por lipídeos (Khuroo, 1996). 

 Os vermes adultos são longos e cilíndricos, apresentam uma camada externa 

de quitina com cutícula anucleada secretada pelo epitélio adjacente. A boca abre-se 

na extremidade anterior e possui dentículos envoltos por três lábios. Apresentam um 

dimorfismo sexual bem característico: as fêmeas apresentam de 20 a 49 cm de 

comprimento e de 3 a 6 mm de diâmetro, com extremidade posterior retilínea; os 

machos apresentam de 15 a 30 cm de comprimento e de 2 a 4 mm de diâmetro 

(Khuroo, 1996). 

 A transmissão ocorre via oro-fecal, iniciando após a ingestão de ovos 

embrionados pelos hospedeiros susceptíveis. No intestino delgado, larvas infectantes 

L3 eclodem, migram para o ceco, penetram na mucosa do intestino grosso e são 

transportadas para o fígado via sistema vascular portal. As larvas iniciam uma 
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migração hepatopulmonar, atingindo o pico de migração hepática do terceiro ao quinto 

dia pós infecção. Posteriormente, as larvas alcançam novamente a circulação e 

migram pelo parênquima pulmonar, chegando aos alvéolos onde se desenvolvem até 

o estágio larval L4, denominado ciclo de Loss. O pico de migração larval no pulmão 

ocorre do sexto ao oitavo dia pós infecção. Após romperem os alvéolos, ascendem a 

árvore brônquica chegando à faringe, onde podem ser eliminadas pelas vias aéreas 

superiores ou deglutidas, retornando ao trato gastrointestinal. As larvas L4 chegando 

ao intestino delgado, atingem a maturidade sexual, tornam-se vermes adultos e 

iniciam o processo de reprodução. Após o acasalamento, as fêmeas liberam em média 

240.000 ovos por dia, que são eliminados nas fezes do hospedeiro. Após um período 

de incubação dos ovos no solo, a larva sofre duas mudas até atingirem o estágio 

infectante L3 e, novamente, infectar um hospedeiro (Else et al., 2020; P. H. Gazzinelli-

Guimarães et al., 2013; Khuroo, 1996) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A ascaridíase humana pode ser dividida em duas fases distintas baseado em 

aspectos biológicos do parasito. A fase inicial é denominada ascaridíase aguda ou 

Figura 1: Ciclo biológico e formas evolutivas de Ascaris sp. Fonte: modificada de Else et 

al., 2020. 
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larval e ocorre durante a fase de migração hepatopulmonar das formas larvais do 

agente etiológico da doença. A migração larval de Ascaris sp. pelo pulmão induz uma 

inflamação caracterizada por pneumonite eosinofílica (Akuthota et al., 2008), base 

para o diagnóstico da síndrome de Löffler (Löffler, 1956). Os sintomas respiratórios da 

doença incluem chiado, dispneia, tosse seca, escarro com presença de muco e dor 

torácica subesternal (Craig & Scott, 2014). Radiografias de tórax demonstram 

opacidades unilaterais ou bilaterais, transitórias, migratórias e não segmentares, de 

vários tamanhos (Gelpi & Mustafa, 1967, 1968; Phills et al., 1972). As complicações 

da fase aguda da doença geralmente estão associadas a infecções com alta carga 

parasitária e a migração larval atípica pode causar complicações em órgãos que não 

estão relacionados ao padrão migratório usual da larva, como a ascaridíase escrotal 

(Dey et al., 2012). 

A fase crônica ocorre após o estabelecimento dos parasitos no intestino e a 

gravidade da doença está relacionada à intensidade da infecção, embora de forma 

não linear, tornando-se mais grave à medida que há um aumento da carga parasitária 

no hospedeiro (WHO, 1987; Soderberg et al., 2003). A patologia da ascaridíase 

humana na fase crônica se relaciona principalmente com anemia e desnutrição. Em 

crianças, a infecção leve a moderada está associada a um retardo no crescimento 

linear e desenvolvimento cognitivo (Chan, 1997; Crompton, 2001). Um estudo 

longitudinal avaliando os impactos dos geohelmintos demonstrou que infecções com 

carga moderada a alta de Ascaris sp. são um dos principais aspectos preditores de 

anemia e raquitismo na população de estudo (Ahmed et al., 2012). As complicações 

clínicas observadas nos indivíduos com alta carga parasitária (cerca de 8-15% dos 

infectados) são: distensão abdominal, náuseas, diarreias e, em casos mais graves, 

obstrução intestinal pelos vermes adultos, que pode ser fatal (Turner et al., 2018). Nos 

casos mais graves da doença, pode ocorrer casos de hematêmese (Ahmad et al., 

2015), obstrução intestinal aguda ou subaguda (Azhar et al., 2015; Galzerano et al., 

2010; Louw, 1966; Mwenda & Ilkul, 2013), apendicite (Louw, 1966), abscesso hepático 

(Chauhan et al., 2015), ascaridíase pancreática (Azhar et al., 2015; Galzerano et al., 

2010; Louw, 1966) e biliar (Morano e Morano, 1988; Azhar et al., 2015; Galzerano; 

Sabatini; Duri, 2010). Concomitante com a infecção helmínticas em humanos é a 

redução da produtividade do trabalho em áreas globais que muitas vezes são 

atingidas pela pobreza, agravando assim o impacto na saúde pública da região e na 
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economia global (Else et al., 2020; Hotez et al., 2008). Por fim, estima-se que a doença 

é responsável pela morte de 20.000 pessoas anualmente (Khuroo, 1996) . 

Atualmente, a ascaridíase humana é diagnosticada pela presença de ovos nas 

fezes do hospedeiro (Galvin, 1968). A Organização Mundial de Saúde (OMS) 

recomenda a realização do teste de Kato-Katz para o diagnóstico doença, método que 

permite a quantificação de ovos de geohelmintos por grama de fezes humanas, 

determinando a intensidade da infecção, com simplicidade e baixo custo (WHO, 

2002). Contudo, este teste possui algumas desvantagens como redução da eficácia 

nos casos de baixa intensidade de infecção (Knopp et al., 2008) e total ineficácia nos 

casos em que não há produção de ovos pelo parasito, durante o período pré-patente 

da infecção ou em infecções onde todos os parasitos pertencem ao mesmo sexo 

(Barbosa, 2015).  

O tratamento químico para a ascaridíase possui elevado grau de eficácia para 

5 drogas recomendadas pela OMS: Albendazol (dose única de 500mg), Ivermectina 

(dose de 50-200 µg/kg), Levamisole (2,5 mg/kg), Mebendazole (dose única de 500 

mg) e Pirantel (dose de 10 mg/kg) (Ramsan et al., 1999; Tarafder et al., 2010; WHO, 

1998). No entanto, apesar da eficácia das terapias anti-helmínticas, observa-se altas 

taxas de reinfecção e o aumento da resistência à essas drogas na população das 

áreas endêmicas (Anthony et al., 2007; McSorley & Maizels, 2012). 
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1.5 Resposta imune nas helmintíases  

O sistema imunológico humano evoluiu ao longo dos anos e possui um papel 

importante de defesa contra um grande espectro de patógenos, incluindo 

microrganismos como vírus, bactérias, fungos, protozoários e outros patógenos, como 

ectoparasitos e helmintos. Cada um desses patógenos expõe nosso sistema imune a 

um estímulo diferente e, evolutivamente, nosso organismo desenvolveu diferentes 

mecanismos imunes de defesa especializados. Os helmintos parasitos coevoluíram 

com os hospedeiros mamíferos como endoparasitas com diferentes formas de 

transmissão e ciclos biológicos. Após a entrada no hospedeiro, os parasitos exibem 

órgão tropismo e podem migrar através de tecidos específicos, ativando o sistema 

imune do hospedeiro. Portanto, um mecanismo de defesa equilibrado entre 

suscetibilidade, resistência e patogênese, muitas vezes controla a infecção em curso 

ao invés de eliminar totalmente o parasita, limitando seus efeitos patológicos. Por 

outro lado, infecções helmínticas intensas podem levar a uma desregulação da 

resposta imune e, consequentemente, processos patológicos no hospedeiro (Allen & 

Maizels, 2011; Gazzinelli-Guimaraes et al., 2019; Hotez et al., 2008) (Figura 2). 

 

Figura 2: A importância de se estudar os helmintos parasitas e sua coevolução com os 

hospedeiros mamíferos. Fonte: Anexo 1. 
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 A resposta imune durante infecções helmínticas envolve a resposta imune 

inata, incluindo a participação de células inatas e a produção coordenada de alarminas 

(IL-25, IL33, TSLP) e quimiocinas, além da resposta imune adaptativa, com a 

diferenciação de linfócitos naive em vários subconjuntos de células T efetoras. A 

comunicação entre as respostas imunes inatas e adaptativas ocorre com a 

participação de mediadores inflamatórios solúveis chamados de citocinas e 

quimiocinas, que são responsáveis pela ativação e recrutamento de leucócitos, 

incluindo neutrófilos, monócitos/macrófagos (Mo / MΦ), basófilos, eosinófilos, células 

dendríticas (DCs), mastócitos, células natural killer (NK), células linfoides inatas (ILC) 

e linfócitos (Anthony et al., 2007; Gazzinelli-Guimaraes et al., 2019; McSorley & 

Maizels, 2012). Neste sentido, o balanço entre as respostas Th2, Th9, TH17 e, em 

alguns casos Th1, além da ativação de células T regulatórias (Treg) e células T 

auxiliares foliculares (Tfh), é determinante para controle do parasito e da 

imunopatologia, que dependendo da intensidade da infecção, pode levar a uma 

resposta inflamatória exacerbada, comprometimento dos órgãos e tecidos 

parasitados, e até mesmo a morte do hospedeiro em casos graves de infecção. A 

natureza da resposta imune adaptativa é determinada pela espécie do parasito, ciclo 

biológico, tecidos e órgão afetados, intensidade e fase da infecção (aguda ou crônica) 

(Gazzinelli-Guimaraes et al., 2019; Palucka & Banchereau, 1999). 

 Os helmintos parasitos são potentes indutores da resposta imune Th2, 

considerada a resposta imune protetora primária ativada durante as infecções 

helmínticas. É caracterizada pela produção de citocinas como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, 

responsáveis pela mudança de isotipo em células B para IgE e IgG1 (camundongos) 

ou IgG4 (humanos), hematopoese de eosinófilos e basófilos, expansão e ativação de 

macrófagos alternativamente ativados (AAMs) e mastócitos, além de hiperplasia de 

células caliciformes. Linfócitos T CD4+ auxiliadores do tipo 2 (Th2) que expressam o 

fator de transcrição Gata-3 são importantes fontes produtoras dessas citocinas 

características da resposta do tipo 2, embora outras células do sistema imune inato, 

como mastócitos, basófilos, eosinófilos e células T natural killer invariantes (iNKT) 

possam contribuir com a produção de IL-4 (Allen & Maizels, 2011; Anthony et al., 2007; 

Else et al., 2020; Finkelman et al., 1997).   

O sistema imune inato além de antecipar e iniciar a resposta adaptativa Th2, 

também contribui acompanhando e reforçando as vias dessa resposta imune durante 
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o curso da infeção (Allen & Maizels, 2011). Infecções experimentais em 

camundongos, com helmintos que induzem uma reposta predominantemente Th2, 

contribuíram na identificação das alarminas IL-25, IL-33 e linfopoietina estromal tímica 

(TSLP), secretadas por células epiteliais e importantes citocinas iniciadoras da 

resposta. A citocina IL-25 é produzida por células epiteliais e linfócitos do Th2 (Fort et 

al., 2001) em resposta à infeção, possuindo papel importante na proteção contra 

Trichuris muris (Owyang et al., 2006), Nippostrongylus brasiliensis (Price et al., 2010) 

e Heligmosomoides polygyrus (Zaiss et al., 2013). IL-33, um membro da família da IL-

1, é também essencial para a proteção em resposta à infecção por vários helmintos. 

Esta citocina é armazenada no núcleo de células epiteliais em locais com função de 

barreira, como o epitélio, pulmão e intestino. Uma vez que lesionadas e induzidas a 

morte celular por necrose, essas células epiteliais secretam IL-33 que se liga ao seu 

receptor ST2 e ativa diversas células imunes, induzindo a produção de citocinas do 

tipo 2 pelas ILC2, linfócitos do tipo Th2, basófilos e mastócitos. (Ho et al., 2007; 

Matsuba-Kitamura et al., 2010; Schmitz et al., 2005). TSLP também é uma citocina 

importante na ativação de células imunes e diferenciação de linfócitos Th2, além de 

bloquear a produção de IL-12 pelas células dendríticas, limitando respostas do tipo 1 

(Th1) (Harris & Loke, 2017; Massacand et al., 2009; Weatherhead et al., 2020) (Figura 

3). 
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Além da participação de células Th2, outros tipos de células T auxiliadoras são 

importantes nas infecções helmínticas. OS linfócitos Tfh expressam o fator de 

transcrição BCL-6 e são cruciais para a regulação das respostas nos centros 

germinativos dos órgãos linfoides secundários (Haase & Voehringer, 2021; Meli et al., 

2017). Os linfócitos Th1 expressam o fator de transcrição T-bet e podem desempenhar 

um importante papel nos estágios iniciais e na inflamação patológica de algumas 

helmintíases, como na fase aguda da esquistossomose e da infecção aguda por 

Taenia crassiceps. A resposta Th1 é caracterizada pela produção de IFN-γ e ativação 

de células imunes inatas, particularmente macrófagos (Anthony et al., 2007; Terrazas 

et al., 1999; Willms & Zurabian, 2010). , 

Os linfócitos Th9 foram recentemente caracterizadas pela produção de IL-9 e 

expressão dos fatores de transcrição PU.1 and IRF-4. A resposta imune Th9 tem sido 

associada com a eliminação de Trichuris muris e com a imunopatologia na 

esquistossomose, ambos em modelo murino (Weatherhead et al., 2020; Zheng et al., 

2020), sendo então, necessários mais estudos para esclarecer o papel da resposta 

Th9 durante as infecções helmínticas em humanos. Outra resposta imune adaptativa 

importante é a Th17, caracterizada pela produção da citocina inflamatória IL17-A/IL-

22/IL-23 e da quimiocina IL-8 (CXCL8). Os linfócitos Th17 expressam o fator de 

transcrição RORγt e estão envolvidas em várias condições inflamatórias neutrofílicas 

nos tecidos da barreira da mucosa, incluindo em infecções helmínticas (Ajendra et al., 

2020; Hou et al., 2009; Mbow et al., 2013; D.S. Nogueira et al., 2016; Weaver et al., 

2013). Por exemplo, a ativação da resposta Th17 em infecção por N. brasiliensis foi 

associada a uma produção inicial de IL-17A com consequente recrutamento de 

neutrófilos, lesão pulmonar e hemorragia, além da supressão da atividade de IFN-γ e 

da resposta imune Th2 (Ajendra et al., 2020; Schwartz et al., 2018).  

Por fim, as infecções helmínticas podem induzir a expansão de linfócitos Treg, 

caracterizadas pela expressão do fator de transcrição Foxp3 e produção das citocinas 

anti-inflamatórias IL-10 e TGF-β, atuando na imunidade protetora por meio da 

supressão da atividade das células T efetoras (Anthony et al., 2007; McSorley & 

Maizels, 2012). De maneira geral, as respostas Th2 são associadas à eliminação do 

Figura 3: Ativação das respostas imunes inatas e adaptativas durante infecção por helmintos. 

Fonte: Weatherhead et al., 2020. 
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parasito e reparo tecidual, enquanto as respostas mistas Th1/Th17 são associadas à 

lesão tecidual e inflamação patológica (Figura 4). É importante ressaltar que os 

helmintos parasitos são macropatógenos e não podem ser fagocitados. Então, o 

sistema imune do hospedeiro utiliza da resposta humoral contra o parasito, por meio 

do mecanismo de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (CCDA) para 

eliminar o parasito. CCDA ocorre quando células efetoras como eosinófilos e 

neutrófilos reconhecem anticorpos específicos ligados ao parasito, por exemplo IgE e 

IgG1, resultando em um ataque citotóxico que promove a morte do helminto (Motran 

et al., 2018). 

 

 

 

 

Figura 4: Células T auxiliadoras e regulatórias. Fonte: Anthony et al., 2007. 
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1.6 Resposta imune na ascaridíase  

 A grande maioria dos estudos da ascaridíase humana são relacionados a fase 

crônica da doença, que ocorre após o estabelecimento dos vermes adultos no 

intestino delgado e, consequentemente, encontro de ovos nas fezes do hospedeiro. A 

principal razão disso é pelo fato que vermes adultos podem ser recuperados de 

humanos e porcos após administração de drogas anti-helmínticas, que resultam na 

eliminação dos parasitos do intestino. Além disso, os ovos podem ser dissecados do 

útero dos vermes adultos, detectados nas fezes por meio de procedimentos de 

diagnósticos e recuperados do meio ambiente (Holland et al., 2013). O padrão de 

resposta imune assemelha-se a de outras infecções crônicas por nematódeos 

gastrointestinais. É caracterizada pela participação das citocinas da resposta do tipo 

2 e das citocinas regulatórias IL-10 e TGF-β, com elevados níveis séricos dos 

anticorpos IgG1, IgG4 e IgE, associado a uma eosinofilia periférica e tecidual (Bradley 

& Jackson, 2004). A presença dos vermes adultos estimula mecanismos protetores 

da mucosa como secreção de mucinas, aumento do peristaltismo da musculatura lisa 

intestinal, além de restringir a proliferação linfocitária e modular a atividade de 

citocinas característica da resposta imune Th1 (Bradley & Jackson, 2004; P. Cooper 

et al., 2001). Apesar dessa resposta polarizada do tipo 2 na fase crônica, Cooper e 

colaboradores (2004) demonstraram que não existem evidências de diminuição da 

expressão de citocinas características da resposta Th1, como o IFN-γ, em crianças 

infectadas provenientes de áreas endêmicas, sugerindo a ocorrência de uma resposta 

mista Th1/Th2, sobretudo na fase inicial (P. J. Cooper et al., 2004). Tal achado é 

análogo ao observado nas fases agudas de infecções experimentais por Ascaris spp., 

assim como em infecções naturais e experimentais por outros geohelmintos (P. J. 

Cooper et al., 2000; Fujiwara et al., 2006; P. H. Gazzinelli-Guimarães et al., 2013; 

Geiger et al., 2007). 

Na ascaridíase larval, fase aguda da doença, larvas de Ascaris spp. migram 

para fígado e, posteriormente, para o pulmão, onde iniciam uma intensa resposta 

inflamatória. Contudo, há uma escassez de informações sobre o impacto da 

ascaridíase larval na saúde pública, devido às restrições éticas e logísticas no estudo 

dessa fase da doença, visto que as larvas só podem ser recuperadas após a morte 

do hospedeiro. Portanto, é de extrema importância a utilização de modelos animais 

para o estudo dos mecanismos de resposta imune presentes nas infecções por 
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Ascaris spp. (Holland et al., 2013). No entanto, não há um modelo experimental de 

ascaridíase em camundongos que demonstra o ciclo de vida completo do parasito. 

Sendo assim, os resultados presentes na literatura são referentes aos estágios iniciais 

da infecção e a migração hepatopulmonar das larvas de Ascaris spp. Estudos 

utilizando modelos experimentais murinos demonstraram que a migração das larvas 

pelo pulmão do hospedeiro induz uma resposta local inflamatória principalmente do 

tipo 2, associado a uma produção inicial de IL-5, seguido pelo aumento dos níveis de 

IL-4, IL-5, IL-6, IL-33, CCL11, CCL2, CXCL10, recrutamento de eosinófilos, neutrófilos 

e células mononucleares. (P. J. Cooper et al., 2000; Else et al., 2020; P. H. Gazzinelli-

Guimarães et al., 2013; Maizels et al., 2012). Gazzinelli-Guimarães e colaboradores 

(2013) observaram que durante o pico de migração das larvas nos pulmões, por volta 

do oitavo dia pós infecção, a elevada produção de IL-6 foi correlacionada com o 

infiltrado de neutrófilos no tecido. Após a passagem das larvas pelo parênquima 

pulmonar, o infiltrado neutrofílico foi substituído por eosinófilos e células 

mononucleares, coincidindo com o aumento gradual de IL-4 e TNF-α (P. H. Gazzinelli-

Guimarães et al., 2013). Além disso, Nogueira e colaboradores (2016) realizaram 

exposições múltiplas de A. suum e demonstraram que camundongos reinfectados 

apresentaram redução da carga parasitária no pulmão associada a um aumento de 

celularidade no lavado bronco-alveolar (BAL), inflamação pulmonar granulocítica, com 

perfil misto de reposta imune Th2/Th17, caracterizado pela produção sérica das 

citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 e TNF-α (Nogueira et al., 2016). Essa robusta 

resposta inflamatória durante a infecção por Ascaris spp. está associada a uma 

patologia pulmonar, caracterizada por persistente hiper responsividade das vias 

aéreas semelhante às doenças alérgicas como asma (Weatherhead et al., 2018). 

Além disso, observa-se uma piora na função pulmonar que é agravada após múltiplas 

exposições do parasito, mesmo observando uma proteção em relação à carga 

parasitária com a redução do número de larvas de A. suum após seguidas infecções 

(Nogueira et al., 2016). 
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1.7 Quimiocinas e o receptor atípico de quimiocinas ACKR2  

 O recrutamento de leucócitos para os tecidos é essencial na iniciação, 

manutenção e resolução dos processos inflamatórios do hospedeiro em resposta à 

infecção (Bachelerie et al. 2014; Nibbs & Graham, 2013). Para que ocorra esses 

movimentos coordenados dos leucócitos é importante que ocorra a indução da 

expressão de quimiocinas e seus respectivos receptores nas células alvos. (Griffith et 

al., 2014). Quimiocinas são pequenas moléculas (8-12 kDa), inicialmente descritas 

como citocinas quimiotáticas (Luster, 1998). Essas proteínas desempenham um 

importante papel fisiológico na biologia dos leucócitos e de outros tipos celulares, 

controlando a ativação e o recrutamento celular em estados basais e inflamatórios, 

bem como guiando os movimentos dos leucócitos. Participam dos mais diversos 

processos inflamatórios, tanto na imunidade inata quanto nas repostas imunes 

adaptativa (Bachelerie et al., 2014; Foxman et al., 1997; Mantovani, 1999; Russo et 

al., 2014). 

 O sistema de quimiocinas nos mamíferos é complexo e promíscuo, composto 

por um repertório de aproximadamente 50 ligantes e 20 receptores em humanos e 

camundongos, subdivididos em 4 grupos de acordo com a posição relativa dos dois 

resíduos de cisteína conservados adjacentes a região final amino-terminal da 

proteína: CXC, CC, CX3C e C, sendo a letra "C" referente a um resíduo de cisteína. 

A subfamília CC tem as duas primeiras cisteínas adjacentes. No grupo CXC, as duas 

primeiras cisteínas estão separadas por um aminoácido, sendo que alguns membros 

desta subfamília contêm um motivo antes da primeira cisteína amino-terminal, 

denominado ELR (Glutamato-Leucina-Arginina), o qual é responsável pela divisão em 

dois sub-grupos: quimiocinas CXC-ELR+ e CXC-ELR-. A subfamília CX3C é 

caracterizada por possuir duas cisteínas separadas por três aminoácidos, enquanto 

na subfamília C, a primeira cisteína é ausente (Bachelerie et al., 2014; Luster, 1998; 

Murphy et al., 2000; A. Zlotnik & Yoshie, 2000).  

Há uma redundância funcional no sistema de quimiocinas: a maioria dos 

ligantes interagem com mais de um receptor, e a maioria dos receptores interagem 

com vários ligantes (Bachelerie et al., 2014; Bonecchi et al., 2009; Mantovani, 1999). 

Os receptores convencionais de quimiocinas pertencem a superfamília de receptores 

de sete domínios transmembranas pertencentes à classe A dos receptores acoplados 
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a proteína G (GPCRs) do tipo rodopsina. A sinalização mediada pela ligação 

quimiocina com seu receptor causa uma mudança conformacional na estrutura 

terciária deste receptor e subsequente endocitose, disparando sinais de ativação 

intracelular importantes para a migração e outras funções biológicas importantes da 

célula (Bachelerie et al., 2014, Griffith et al., 2014; Thelen & Stein, 2008). Por exemplo, 

o receptor CCR2 pode se ligar a várias quimiocinas da família CC, como CCL2, CCL7, 

CCL8, CCL12, CCL13, CCL16. Por outro lado, o receptor CCR4 se liga apenas a 

CCL17 e CCL22, enquanto o único ligante conhecido para CXCR4, até o momento, é 

a quimiocina CXCL12 (Bachelerie, et al., 2014; Griffith et al., 2014; Russo et al., 2010; 

Sokol & Luster, 2016) (Tabela 1). 

As quimiocinas podem ser amplamente definidas como quimiocinas 

inflamatórias (induzidas) ou homeostáticas (constitutivas) de acordo com sua função 

em determinado contexto. Quimiocinas inflamatórias como CCL2, CCL3, CCL4 e 

CCL5, CCL11, CCL24, CCL26, CXCL8, CXCL1, CXCL2, CXCL9, CXCL10 e CXCL11 

são expressas normalmente em níveis insignificantes, mas após uma lesão tecidual 

ou infecção, são produzidas rapidamente e atuam no recrutamento de leucócitos para 

o sítio inflamatório. Por outro lado, quimiocinas homeostáticas como CCL19, CCL21 

e CXCL13, expressas no endotélio sanguíneo e linfático, são importantes na migração 

de linfócitos e células dendríticas para órgãos linfoides (Bachelerie et al., 2014; Griffith 

et al., 2014; Locati et al., 2002).  
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Tabela 1: O sistema de quimiocinas. Fonte: modificada de Griffith et al., 2014. 
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 O sistema quimiocina também apresenta um grupo de receptores atípicos de 

quimiocinas (ACKRs), que se assemelham estruturalmente com os receptores 

convencionais, mas utilizam uma via de sinalização alternativa, que não desencadeia 

a sinalização clássica de ativação celular, devido a uma modificação na segunda 

porção intracelular do receptor, em um domínio conhecido como DRYLAIV.  

 Portanto, ao contrário dos demais receptores de quimiocinas, estes receptores 

atípicos se ligam e sequestram seus ligantes específicos, exercendo uma importante 

função scavenger, degradando e reduzindo progressivamente os níveis das 

quimiocinas do meio extracelular, realizando, assim, uma regulação negativa sobre as 

quimiocinas inflamatórias (Bachelerie et al., 2014). Atualmente são descritos na 

literatura quatro receptores atípicos de quimiocinas: ACKR1 (DARC); ACKR2 (D6); 

ACKR3 (CXCR7); ACKR4 (CCX-CKR) (Bachelerie et al., 2014; de la Torre et al., 2005; 

Lee et al., 2013; Mantovani et al., 2001; Nibbs & Graham, 2013) (Figura 5). 

  

  

 O receptor atípico de quimiocinas ACKR2, anteriormente conhecido como D6, 

foi identificado e caracterizado por Nibbs e colaboradores (1997). Esse receptor é 

capaz de se ligar a um amplo painel de quimiocinas inflamatórias da família CC 

reconhecidas pelos receptores CCR1, CCR2, CCR3, CCR4 e CCR5, internalizando 

Figura 5: Receptores atípicos de quimiocinas. Fonte: Nibbs & Graham, 2013. 
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seus ligantes e realizando o clearence de quimiocinas do meio extracelular (Nibbs et 

al., 1997). O receptor ACKR2 é expresso principalmente nas células endoteliais dos 

vasos linfáticos da pele, intestino e pulmão; trofoblastos da placenta e alguns 

leucócitos como macrófagos alveolares e células B inatas (Bachelerie et al., 2014; 

Nibbs et al., 1997, 2001). Estudos utilizando camundongos deficientes para o receptor 

ACKR2 (ACKR2-/-) demonstram que a ausência deste receptor desencadeia uma 

resposta inflamatória desregulada na pele parecida com psoríase (Jamieson et al., 

2005). No intestino a resposta inflamatória em modelo experimental de colite também 

se mostrou alterada em camundongos ACKR2-/- (Bordon et al., 2009). Outro estudo 

utilizando animais ACKR2-/- mostrou que a deficiência nesse receptor está associada 

com a dificuldade de resolução da inflamação pulmonar (Whitehead et al., 2007). Além 

disso, estudo com infecção experimental de Mycobacterium tuberculosis mostrou que 

o receptor ACKR2 é importante no controle da resposta inflamatória sistêmica. A 

ausência desse receptor em camundongos infectados levou a um aumento dos níveis 

das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5, com consequente aumento no 

recrutamento de macrófagos e linfócitos, associado a uma maior taxa de mortalidade 

dos animais e lesão tecidual (Liberto et al., 2008).  

 Muito do nosso conhecimento sobre o sistema imune tem sido facilitado pelo 

estudo em modelos animais, principalmente em camundongos. Estudos em 

camundongos são realizados para investigar todos os aspectos da resposta imune, 

incluindo imunidade mediada por células, a resposta humoral, imunidade inata e 

adaptativa, o tráfego e o papel das células efetoras, o papel dos mediadores 

inflamatórios (por exemplo, citocinas e quimiocinas), a resposta imune protetora 

contra agentes infecciosos e o desenvolvimento de vacinas. Além disso, os animais 

também são usados para modelar e mimetizar várias condições inflamatórias em 

humanos, como infecções agudas e crônicas, doenças crônicas e autoimunes, além 

de testes de medicamentos e vacinas para o tratamento e prevenção de diversas 

doenças (Russo et al., 2010). O papel das quimiocinas e de seus receptores é avaliado 

principalmente por meio de modelos experimentais, que permitem o uso de 

ferramentas como knockout genético, anticorpos neutralizantes e antagonistas dos 

receptores de quimiocinas (Russo et al., 2010). Apesar da importância dos modelos 

murinos na investigação dos mecanismos da resposta imune, bem como o papel das 

quimiocinas nas infecções por helmintos, alguns fatores relevantes inerentes que 
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influenciam a tradução dos dados do sistema de modelo de laboratório de roedor-

helmintos para a aplicação clínica devem ser levados em consideração para melhor 

interpretação e compreensão da infecção humana (ver Tabela 2). Em contraste, a 

maioria dos estudos em humanos envolve a mensuração de quimiocinas no plasma e 

no soro para avaliar sua participação em uma variedade de condições patológicas, e 

essa abordagem sofre por ser associativa e não identificar estritamente as relações 

de causa-efeito.  

Infection Paradigm 

1 Mice are typically given a bolus infection; people are more likely to get low dose infection or trickle 

infection over time (acute or protracted). 

2 Experiments typically assess infection with a single species of helminth, whereas individuals in areas 

of endemic helminth infection are likely to be (or have been (see #3)) infected with other parasites 

(protozoan or helminth) or microbial pathogens (viral, bacterial fungal). 

3 Laboratory mice have no history of infection, whereas from birth humans experience viral and 

bacterial infections that educate the immune system. 

Individual Parameters 

4 Genetics – comparison of inbred strains of mice with ‘identical’ genomes with genetic heterogeneity in 

human populations. 

5 Differences in the microbiome. 

6 Age and Sex: while not exclusive, studies in mice have predominantly used males in an 8–16-week-

old age range. 

7 Host Health–specific pathogen-free (SPF) healthy mice are used in model studies whereas helminth-

infected individuals may have a range of co-morbidities (e.g., diabetes, obesity) that will affect 

immunity. 

8 Medication – individuals can be on a range of medications (see #7) that can modulate the immune 

response to infection with helminth parasites. 

The Immune System 

9 Putative differences in immune cell subtypes and immune receptor expression (innate immunity 

receptors, cytokine receptors, chemokine receptors). 

The Environment 

10 Mice are housed in a 12h:12h light:dark cycle in a temperature-controlled sanitized environment; 

helminths are endemic in poor world regions often with poor sanitation and perhaps limited access to 

clean water (see #s 2 & 3). 

11 Mice have free access to a standardized balanced chow diet, whereas humans range from obese to 

malnourished with variable intake of essential vitamins and minerals that affect immune development 

and activity. 

12 Stress and the release of hormones and steroids vary widely in humans whereas animal housing 

facilities aim to reduce/eliminate stress in housed rodents. 

 

Tabela 2: Doze fatores que influenciam a tradução dos dados do sistema de modelo de 

laboratório de roedor-helmintos para a aplicação clínica. Fonte: Anexo 1. 
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 As quimiocinas tem sido associadas a várias doenças e modelos experimentais 

com um importante componente inflamatório, como câncer (da Silva et al., 2017; 

Levina et al., 2009; Soria & Ben-Baruch, 2008), fibrose pulmonar (Russo et al., 2009, 

2018), artrite (Charo & Ransohoff, 2006; Coelho et al., 2008), sepse (Castanheira et 

al., 2018; Cummings et al., 1999), obesidade (Gerhardt et al., 2001; Lumeng et al., 

2007), asma (Mattos et al., 2020), e infecções por diversos patógenos (Bozza et al., 

2021; Hamed et al., 2021; Lee T-H. et al., 2021; Matt et al., 2021; Pollenus et al., 2021; 

Tavares et al., 2020; Wang et al., 2021).    

 Diversos trabalhos têm estudado o sistema de quimiocinas no contexto de 

doenças helmínticas e seus principais achados podem ser visto na Tabela 3. Contudo, 

com base na especificidade parasita-hospedeiro, diferenças metodológicas dos 

modelos experimentais e cinética de produção das quimiocinas após infecção, é um 

desafio realizar afirmações generalizadas relacionadas ao papel das quimiocinas nas 

helmintíases. De modo geral, as infecções por helmintos induzem uma liberação inicial 

das quimiocinas inflamatórias CCL1, CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL24, CCL26, 

CXCL8, CXCL1 e CXCL2 que são responsáveis pela ativação e recrutamento de 

células imunes inatas, incluindo monócitos/macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, 

células dendríticas imaturas (iDCs), células NK, basófilos, entre outros. Neutrófilos, 

células NK e, ocasionalmente, eosinófilos possuem a capacidade de matar o parasita 

diretamente, logo no início da infecção. Além da ativação de eixos característicos de 

quimiocinas da resposta imune Th2, como CCL17/CCL22-CCR4 e 

CCL11/CCL24/CCL26-CCR3, a presença do parasita no tecido e seus antígenos 

excretados induzem a expressão do receptor CCR7 em células dendríticas em 

maturação (mDCs), que migram para os linfonodos via CCL19 e CCL21, quimiocinas 

cruciais para um desenvolvimento eficiente dos diversos tipos de respostas imunes 

adaptativas. A ativação das respostas Th1, Th2, Th17 e Treg resulta no recrutamento 

de leucócitos e amplifica a resposta inflamatória no tecido, resultando na eliminação 

do parasita e na imunopatologia associada à infecção (Figura 6). Informações mais 

detalhadas a respeito do papel das quimiocinas durante as infecções helmínticas 

estão presentes no Anexo 1, artigo de revisão produzido durante o doutoramento. 
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Tabela 3: Principais achados sobre o sistema de quimiocinas em infecções helmínticas. 

Fonte: Modificada do Anexo 1. 

Chemokine axis Key target  Main findings in helminth infections 

CCL1-CCR8 

Mo, MΦ, 
thymocyte. Th2 
cells, T cells, 
NK  

↑ CCL1 
↑CCR8 expression in ILC2 and T cells 
ILC2 expansion and maintenance 
Th2 immune response 
Expansion and maintenance of ILC2 
Parasite elimination 

CCL2-CCR2 
Mo, MΦ,  
T cells, NK  

↑ CCL2  
Macrophage infiltration  
Granuloma formation  
Fibrosis  
Th2 immune response  
T. muris elimination 

 

  

 

CCL3/CCL5-CCR1/CCR5 
Mo, MΦ,  
T cells, NK, 
 DCs 

↑CCL3 ↑CCL5 (most helminthiasis)  
↓CCL3 ↓CCL5 (strongyloidiasis)  
CCR1: ↑morbidity ↑granuloma ↑parasite burden  
CCR5:  ↓mortality rate ↓liver pathology ↓granuloma ↑Treg  

 

 

 

CCL11/CCL24/CCL26-CCR3 Eo, Ba, Mast 

↑CCL11 ↑CCL24 ↑CCL26  
Th2 immune response  
Eosinophil infiltration  
Parasite elimination  
↑CCL24: eosinophilic meningitis  
↑CCL11 ↑CCL24: schistosomal myeloradiculopathy  
↑CCL11: pulmonary granuloma formation 

 

CCL17/CCL22-CCR4 
Th2 cells,  
Treg cells,  
Th17 cells 

↑CCL22 ↑CCL17  
Th2 immune response  
↑CCR4 expression  
Aggressive Th2 pulmonary granulomatous response  
Fibrosis  
Eosinophilia  
Parasite elimination 

 

 

 
 

 

CCL19/CCL21-CCR7 
T cells, B cells,  
DCs 

↑CCL19 ↑CCL21: B and T cells accumulation liver  
↓CCL19 ↓CCL21: B and T cells loss in the spleen  
↑CCR7 expression  

 

  

CXCL8-CXCR1/CXCR2  
CXCL1/CXCL2-CXCR2 

Neu, Mo, 
NK, Ba,  
Mast cells  

↑CXCL1 ↑CXCL2 ↑CXCL8  
Neutrophil infiltration  
Th17 immune response 
Granuloma formation  
Parasite elimination 

 

CXCL9/CXCL10/CXCL11-CXCR3 
Th1 cells, NK,  
DCs, B cells 

↑CXCL9 ↑CXCL10 (ascariasis)  
↓CXCL9 ↓CXCL10 (trichuriasis)  
Dynamic expression or no production (schistosomiasis)  
↑CXCL9 ↑CXCL10: antifibrotic role (schistosomiasis) 

 

 

 

CXCL13-CXCR5 
T cells,  
B cells, DCs 

↑CXCR5 expression 
Tfh cell response  
Th2 immune response  
↑CXCL13: B and T cells accumulation liver  
↓CXCL13: B and T cells loss in the spleen  
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Figura 6: Principais eixos de quimiocinas ativados durante as infecções helmínticas. Fonte: 

Anexo 1. 

 

 Alguns estudos também demonstraram a participação das quimiocinas durante 

a ascaridíase. Gazzinelli-Guimarães et al. mostraram um aumento das quimiocinas 

CCL2, CCL5, CCL11 e CXCL10 nos pulmões de camundongos após primo-infecção 

com A. suum (Gazzinelli-Guimaraes et al., 2019). Camundongos imunizados via 

intraperitoneal com proteína alergênica derivada de extrato de vermes adultos A. 

suum (APAS-3) desenvolveram uma resposta imune do tipo 2, caracterizada por 

aumento dos níveis de eosinófilos, IL-4, IL-5, CCL5, CCL11 e hiper responsividade 

nas vias aéreas, juntamente com aumento dos níveis plasmáticos de IgE (Itami et al., 

2005). Além disso, a expressão de CCL11 e CCL26 também foi aumentada nos 

pulmões de suínos infectados com A. suum. Neste mesmo trabalho, foi demonstrado 

um aumento na expressão de CCL17 e CCL22 no fígado desses animais infectados, 

além do aumento da produção dessas quimiocinas in vitro por macrófagos alveolares 

de porcos infectados (Dawson et al., 2009). Na ascaridíase humana, células 
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mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de indivíduos infectados com A. 

lumbricoides desafiadas in vitro com antígeno do verme foram capazes de produzir 

CCL24. Curiosamente, a produção dessa quimiocina só foi observada em PBMCs de 

adultos e idosos, enquanto não foi observada em recém-nascidos e crianças (Lechner 

et al., 2013). Por fim, um estudo recente demonstrou que CCL24 foi o gene mais 

positivamente regulado em macrófagos estimulados com soro de porcos infectados 

com A. suum e soro de humanos infectados com A. lumbricoides  CCL24  (Coakley et 

al., 2020). No entanto, o papel do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 permanece 

desconhecido nas infecções helmínticas, sobretudo na ascaridíase.   
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2 Justificativa 

 Segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO, 2013), aproximadamente 

um quinto da população mundial está infectada por Ascaris spp. e mais da metade 

está sob risco de infecção. A ascaridíase é a doença tropical negligenciada mais 

prevalente no mundo, atingindo principalmente comunidades mais pobres e crianças 

em idade escolar. Devido sua relevância epidemiológica, possui grande impacto na 

saúde pública, vida social e economia (Brooker et al., 2006). 

 Os tratamentos disponíveis atualmente são com quimioterápicos que visam a 

eliminação do verme adulto (WHO, 1998). Apesar da eficácia das drogas anti-

helmínticas, a erradicação das helmintíases parece ser um cenário distante devido às 

altas taxas de reinfecção em áreas endêmicas, a falta de vacinas eficazes e o aumento 

resistência ao tratamento anti-helmíntico. Complementarmente, não há tratamento 

disponível para a ascaridíase na fase larval, onde a migração de larvas causa uma 

importante inflamação pulmonar com prejuízos para o hospedeiro. Sendo assim, mais 

estudos relacionados aos mecanismos imunológicos da interação parasito-hospedeiro 

são necessários para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas que visam 

minimizar seus efeitos nocivos nas populações mais prejudicadas.  

O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 tem sido associado a diversas 

doenças e modelos experimentais que possuem um significante componente 

inflamatório. No entanto, até o momento não há nenhum trabalho na literatura 

avaliando o papel do receptor ACKR2 nas infecções helmínticas. Considerando o 

importante papel do ACKR2 na regulação da resposta inflamatória aguda e crônica, 

este trabalho realizado contribuirá para o conhecimento relacionado à função 

regulatória do ACKR2 e sua relevância no contexto da resposta imune em doenças 

helmínticas, sobre tudo na ascaridíase.    
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3 Objetivos 

3.1 Objetivos Gerais 

Estudar o papel do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 relacionado aos 

mecanismos imunológicos e fisiopatológicos da ascaridíase larval experimental, tanto 

na primo-infecção quanto na reinfecção por Ascaris suum, utilizando camundongos 

C57BL/6 selvagens e camundongos deficientes para o receptor ACKR2. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

i) Avaliar a expressão do receptor ACKR2 na primo e reinfecção experimental por A. 

suum em camundongos C57BL/6 selvagens; 

ii) Avaliar a carga parasitária da primo e reinfecção experimental por A. suum em 

camundongos C57BL/6 selvagens e camundongos ACKR2-/-; 

iii) Caracterizar o perfil leucocitário nas vias aéreas e no soro na primo e reinfecção 

experimental por A. suum em camundongos C57BL/6 selvagens e camundongos 

ACKR2-/-; 

iv) Avaliar a fisiopatologia pulmonar, a inflamação pulmonar e hepática da primo e 

reinfecção experimental por A. suum em camundongos C57BL/6 selvagens e 

camundongos ACKR2-/-; 

v) Analisar o perfil de citocinas pulmonares Th1, Th2 e Th17 na primo e reinfecção 

experimental por A. suum em camundongos C57BL/6 selvagens e camundongos 

ACKR2-/-; 
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4 Materiais e métodos 

4.1 Animais 

 Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 selvagens (WT), 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e 

camundongos machos deficientes para o receptor atípico de quimiocinas ACKR2 

(ACKR2-/-), que possuem como fundo genético camundongos C57Bl/6, obtidos no 

Biotério do Laboratório de Imunofarmacologia da UFMG. Todos os animais estavam 

pesando entre 20-25g e foi realizado um n de aproximadamente 6 animais por grupo 

experimental. Durante o período de experimentação, os animais foram mantidos em 

micro isoladores de polipropileno Alesco® no biotério do Laboratório de Imunologia e 

Mecânica Pulmonar, localizado no departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto 

de Ciências Biológicas - UFMG. Os animais permaneceram sob condições 

controladas de temperatura, umidade e ciclo claro/escuro de 12 horas, além de livre 

acesso à água e ração. Todos os procedimentos foram avaliados e realizados de 

acordo com as normas da Comissão de Ética no Uso de Animais - UFMG (CEUA - 

UFMG) sob o protocolo 175/2020 (Anexo 1). 

 

4.2 Delineamento experimental 

Os protocolos de infecções seguiram padronização proposta por estudos 

prévios (P. H. Gazzinelli-Guimarães et al., 2013; Denise Silva Nogueira et al., 2016), 

considerando que após quatorze dias de infeção não são encontradas larvas nos 

órgãos dos animais e que, o quarto e o oitavo dia pós-infecção são os picos de 

migração larval no fígado e no pulmão, respectivamente. 

Camundongos WT e ACKR2-/- foram divididos em três grupos experimentais: 

não-infectados (NI), primo-infectados (1X) e reinfectados (3X). Os animais do grupo 

NI receberam apenas PBS, animais do grupo 1X foram infectados com 2500 ovos 

larvados de A. suum no dia 0, e animais do grupo 3X foram infectados 3 vezes com 

2500 ovos larvados de A. suum com intervalo de 14 dias entre as infecções. Os 

animais do grupo 1X foram eutanasiados após 4 e 8 dias de infecção, e os animais do 

grupo 3X foram eutanasiados 8 dias após a última infecção (Figura 7). 
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4.3 Obtenção e cultura de ovos de Ascaris suum 

 Vermes adultos fêmeas de A. suum foram recuperados de carcaças intestinais 

descartadas e doadas por um abatedouro de suínos localizado na cidade de Belo 

Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Após levados para o Laboratório de Imunologia e 

Genômica de Parasitos da Universidade Federal de Minas Gerais, os úteros dos 

parasitos foram dissecados. Os ovos isolados por maceração mecânica foram 

purificados por filtração em telas de nylon de 100 µm. A identificação e comprovação 

da espécie em questão foram confirmadas pelo uso de um conjunto de iniciadores 

espécie-específico desenvolvido pelo nosso grupo no Laboratório de Imunologia e 

Genômica de Parasitos e patenteados pela Universidade Federal de Minas Gerais 

(Composição, Processo, Uso e Kit para identificação e diferenciação molecular de 

duas espécies do gênero Ascaris - BR 102013008846). 

 Os ovos isolados foram cultivados para embrionamento em garrafas de cultura 

contendo 50 mL de ácido sulfúrico (H2SO4 0,2 M) e mantidos em estufa a 26 °C em 

incubadora do tipo BOD (SP 50 RDE 35 Super) por até 400 dias, agitados 

manualmente três vezes por semana para oxigenação dos ovos. O percentual de 

embrionamento foi determinado a partir da contagem do número de ovos em 

microscópio ótico (Boes et al., 1998). 

 

 

 

 

Figura 7: Delineamento experimental. 
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4.3 Infecção experimental 

 Uma alíquota da cultura de ovos de A. suum foi centrifugada por 10 minutos, a 

800 g, temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado, o pellet ressuspendido 

em solução de hipoclorito de sódio 5% e incubado durante 2 horas em estufa 

climatizada (37°C e 5% CO2) para rompimento da camada externa dos ovos e, 

consequentemente, facilitar a eclosão das larvas. Após essa incubação, a lavagem 

dos ovos deu-se pela adição de água filtrada e nova etapa de centrifugação 

semelhante à descrita acima, repetida por quatro vezes. Após a última centrifugação, 

o pellet foi ressuspendido em água filtrada e essa suspensão utilizada para o protocolo 

experimental de infecção.  

 Na primo infecção, modelo que se assemelha com a fase mais inicial e aguda da 

doença, os camundongos foram inoculados por gavagem com 0,2 mL da solução 

contendo 2.500 ovos embrionado, e depois com 0,1 mL de água filtrada para remover 

os ovos remanescentes na seringa e agulha, como descrita por Lewis colaboradores 

(2006). Nos grupos de reinfecção, modelo que se assemelha com a fase crônica da 

doença, os animais foram inoculados três vezes, no intervalo de 14 dias cada infecção, 

pelo mesmo procedimento descrito acima. 

 

4.4 Procedimento de eutanásia 

 Os camundongos foram anestesiados com injeção subcutânea de Cetamina 

(130 mg/kg) e Xilazina (8.5 mg/kg), em solução fisiológica, para realização dos 

procedimentos de mecânica pulmonar, coleta de tecidos e coleta de sangue. 

Posteriormente, foi realizada a eutanásia dos animais por hipovolemia através da 

coleta de sangue da veia cava inferior. 

 

4.5 Avaliação da função pulmonar por espirometria 

Para a avaliação da função pulmonar, logo após a anestesia os camundongos 

foram traqueostomizados. Para tanto, a traqueia foi exposta removendo-se, 

cuidadosamente, a glândula submaxilar e a camada muscular que envolve a traqueia. 
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Uma pequena incisão foi feita na traqueia para permitir a entrada do cateter de teflon 

(1,7 mm de diâmetro e 0,8 mL de espaço morto) e os animais foram colocados em um 

plestimógrafo conectado a um ventilador controlado por computador (Forced 

Pulmonary Maneuver System®, Buxco Research Systems©, Wilmington, North 

Carolina USA).  

Uma vez no plestimógrafo, os animais foram submetidos a uma frequência de 

respiração média de 160 inspirações por minuto até alcançarem um padrão regular 

de inspiração e expiração (Vanoirbeek et al.,2010). Durante a respiração mecânica foi 

detectada a resistência pulmonar (RI). Para determinar a capacidade residual 

funcional (FRC), a ventilação foi parada ao final da expiração com um fechamento 

imediato da válvula localizada próximo ao tubo endotraqueal. A respiração 

espontânea contra a válvula fechada e a consequente variação da pressão na caixa 

torácica foram utilizadas para calcular o FRC pela lei de Boyle. Para determinar a 

capacidade pulmonar total (TLC) e o volume residual (RV), foram realizadas manobras 

de pressão-volume quasi-estática. Os pulmões foram inflados até uma pressão 

padrão de +30 cm H2O e, então, a pressão será diminuída, lentamente, até uma 

pressão negativa de -30 cm H₂O, determinando a curva pressão-volume (PV), 

capacidade inspiratória (IC) e capacidade vital (VC). Após as manobras mecânicas, o 

TLC e o RV foram calculados indiretamente pelas equações TLC = IC + FRC e RV = 

TLC – VC. A complacência quase-estática pulmonar na pressão de +10 cm H₂O. 

Todas as manobras subótimas foram descartadas e, para cada teste realizado em 

cada animal, pelo menos três manobras aceitáveis foram realizadas para obter uma 

média confiável para todos os parâmetros numéricos. 

 

4.6 Recuperação do lavado bronco alveolar 

O lavado bronco alveolar (BAL) foi realizado com o objetivo de recuperar os 

leucócitos presentes no espaço alveolar. Após realizados os testes no plestimógrafo, 

os animais foram eutanasiados por hipovolemia, como descrito acima. A traqueia 

exposta dos animais foi canulada com um cateter de polipropileno de 1,7mm. O lavado 

foi realizado pela injeção de duas alíquotas de 1 mL de tampão salina-fosfato estéril 

(PBS 1X), injetadas e recolhidas 3 vezes cada, obtendo-se aproximadamente 2,0 ml 
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de volume final recuperado do lavado, formando um pellet de células que foi utilizado 

para contagem total e diferencial de leucócitos. O líquido recuperado foi centrifugado 

a 1800 rpm por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi congelado para posterior 

análises. O pellet do BAL foi ressuspendido em 100 μL de PBS-BSA 3% e diluído 10 

vezes em uma solução de Turk.  Dessa solução de células foi colocado 10 µL na 

câmara de Neubauer e, então, realizada a contagem total de leucócitos na objetiva de 

40X.  Para a contagem diferencial de leucócitos, lâminas foram preparadas para uma 

citocentrifufação (Cytospin 3, Shandon) e coradas por um kit de panótico rápido 

(Laborclin). As contagens diferenciais foram realizadas em microscópio óptico com a 

objetiva de 100X, utilizando-se óleo de imersão. 

 

4.7 Determinação da carga parasitária 

A quantificação da carga parasitária foi realizada por meio da recuperação das 

larvas no pulmão e fígado. Após a eutanásia dos animais, os órgãos foram 

manualmente picotados e colocados no aparelho de Baermann-Moraes modificado 

em solução de PBS para incubação por 4 horas a 37°C. Após esse período, todo o 

material sedimentado foi coletado e fixado em formaldeído 4%, seguido de contagem 

total das larvas presentes em microscópio óptico. 

 

4.8 Análise hematológica  

A coleta de sangue foi realizada no dia da eutanásia de todos os camundongos 

após a anestesia. Basicamente, 500 μL de sangue foram coletados da veia cava 

inferior, utilizando uma seringa de 1 mL, e transferido para tubos contendo 

anticoagulante EDTA. A contagem global de leucócitos foi realizada por contador 

hematológico automático Bio-2900 Vet (Bioeasy, EUA). A contagem diferencial de 

leucócitos foi realizada por meio de microscópio ótico, em lâminas de esfregaço 

sanguíneo corado por Panótico Rápido (Laborclin, BRASIL), até contabilizar 100 

células. O número absoluto de cada população celular foi calculado a partir do número 

global de leucócitos. 
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4.9 Coleta e processamento do pulmão e fígado 

 Após a realização do BAL, os pulmões dos animais foram perfundidos com 5 

mL de PBS 1X pelo ventrículo direito do coração, removendo-se o sangue do leito 

vascular pulmonar, seguido de extração do pulmão e fígado. O pulmão direito foi 

congelado para dosagem de EPO, MPO, citocinas e quimiocinas, e o pulmão 

esquerdo foi utilizado para realização das lâminas histológicas. Foi realizada, também, 

a extração do fígado para dosagem de EPO, MPO e análise histopatológica. Foram 

pesados 100 mg do pulmão e do fígado, e homogeneizados em 0.9 mL de uma 

solução para extração de citocinas e quimiocinas (NaCl 0.4 M, NaPO₄ 10 mM, PMSF 

0,1 mM, cloreto de benzetônio 0.1 mM, EDTA 10 mM, tween 20 0.05%, 0.5% de BSA, 

20 KI aprotinina), numa relação de 10% peso/volume e, posteriormente, centrifugados 

a 3.000 rpm durante 15 minutos a 4º C. O sobrenadante foi congelado e o pellet 

ressuspenso em 2 mL de tampão fosfato (0.1 M NaCl, 0.02 M NaPO₄, 0.015 M 

NaEDTA; pH 4.7) e homogeneizado; 1,5 mL de NaCl 0.2% foi adicionado e 

homogeneizado novamente; 1,5 mL de NaCl 1.6% com 5% de glicose foi adicionado, 

homogeneizado e vortexado. Estas amostras foram centrifugadas a 4º C, por 15 

minutos, a uma velocidade de 10.000 rpm e o sobrenadante foi posteriormente 

descartado. Posteriormente, as amostras foram ressuspendidas e homogeneizadas 

em 0.8 mL de tampão fosfato (0.05 M Na₃PO₄, 0.5% HETAB; pH 5.4), congeladas em 

nitrogênio líquido e então descongeladas, sendo este processo repetido por 3 vezes. 

Após esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 4º C, por 15 minutos a 10.000 

rpm e o sobrenadante utilizado para o ensaio enzimático. 

 

4.10 Quantificação da atividade das enzimas MPO e EPO 

Foram realizados ensaios enzimáticos para avaliar a atividade da peroxidase 

eosinofílica (EPO) e a mieloperoxidase (MPO) de neutrófilos. Para o ensaio de MPO, 

após o processo de lise térmica realizado no nitrogênio líquido, 25 µL das amostras 

foram adicionadas em placa de 96 poços. Em seguida, foi adicionado 25 µL do 

reagente 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) diluído em dimetilsulfóxido 

(DMSO, Merck) na concentração de 1,6 mM e a placa foi incubada a 37ºC por 5 

minutos. Ao final desta etapa foi adicionado 100 µL de H2O2 diluído em tampão fosfato 
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(0.05 M Na₃PO₄, 0.5% HTAB; pH 5.4), numa concentração final de 0,003%, e a placa 

foi novamente incubada por 5 minutos a 37ºC. Após a incubação, a reação foi parada 

pela adição de 100 µL de H2SO4 1M e a leitura da absorbância foi determinada por 

espectrofotômetro (SpectraMax 190, Molecular Devices) com um filtro para o 

comprimento de onda de 450 nm.  

Para o ensaio de EPO, após a lise térmica, 75 μL das amostras foi adicionado 

à placa de 96 poços. Em seguida, 75 μL da solução de substrato (OPD 0,1 mM em 

tampão Tris-HCl 75mM, H2O2 6,6 mM; pH 8) foi colocado na presença das amostras. 

A reação ocorreu por 30 minutos ao abrigo da luz e à temperatura ambiente. A reação 

foi, então, parada pela adição de H2SO4 1M e a leitura da absorbância foi realizada 

em espectrofotômetro (SpectraMax 190, Molecular Devices) com filtro para 492 nm. 

 

4.11 Quantificação das enzimas TGO e TGP 

 Foram realizados ensaios enzimáticos para avaliar a atividade das enzimas 

TGO e TGP, como indicador de lesão hepática. Os ensaios foram realizados através 

da adaptação de kit comercial (Bioclin Quibasa), seguindo as instruções do fabricante. 

O volume de plasma utilizado foi de 10 µL por amostra para cada ensaio. 

 

4.12 Dosagem de proteínas totais e hemoglobina no BAL 

As concentrações das proteínas totais presentes no BAL foram determinadas 

pelo método do ácido bicincrônico usando kit comercial (BCA, Sigma-Aldrich) 

seguindo as instruções do fabricante. Foi realizado uma curva padrão, utilizando BSA, 

e os valores de densidade óptica (OD) obtidos a 562 nm foram interpolados na curva 

para se determinar a concentração de proteínas dessas amostras. 

As concentrações de hemoglobina foram dosadas por método colorimétrico 

utilizando cianometahemoglobina. A leitura foi realizada em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 540 nm contra solução de Drabkin, modificada (Labtest 

Diagnóstica). O padrão de hemoglobina (Labtest Diagnóstica) foi utilizado para 
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preparação de uma curva padrão, com o objetivo de se determinar a concentração 

das mesmas. 

 

4.13 Dosagem de citocinas, quimiocinas e IgA 

 As dosagens de citocinas, quimiocinas e IgA presentes no trabalho foram 

realizadas pelo ensaio de ELISA sanduíche, seguindo-se as instruções do fabricante 

(R&D Systems, EUA). De modo geral, microplacas de 96 poços (Nunc Maxi Sorb) 

foram cobertas com anticorpo de captura (citocinas e quimiocinas) ou extrato de 

verme adulto (IgA), diluidas em tampão carbonato (Na₂CO₃ 15mM, NaHCO₃ 35 mM, 

NzN₃ 3.1 mM; pH 9,5) e incubados overnight.  Após a incubação, a placa foi lavada 

com PBS suplementado com 0,05% de Tween20 e, então, foi feito o bloqueio das 

reações inespecíficas utilizando soluções de bloqueio (PBS-BSA 1%) por 1 hora. 

Posteriormente, 50 μL das amostras foram pipetados e incubados overnight. Após a 

incubação, a placa foi lavada para retirar o excesso das amostras, e foram adicionados 

os respectivos anticorpos de detecção, nas concentrações recomendadas, por mais 1 

hora à temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas novamente com 

PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solução de estreptavidina por 30 minutos. As 

placas foram novamente lavadas com PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solução 

reveladora (OPD) da atividade da peroxidase por mais 30 minutos. A reação foi, então, 

bloqueada com a adição de 50 μL de solução de bloqueio H₂SO₄ 2N e a leitura da 

absorbância determinada logo em seguida em 492 nm em espectrofotômetro 

(VersaMax ELISA, Molecular Devices, EUA). As concentrações das amostras foram 

expressas em pg/mL de sobrenadante a partir da análise da curva padrão através do 

software SOFTmax PRO 6.3 (Molecular Devices Corp.). 
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4.14 Expressão do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 no tecido pulmonar 

por qRT-PCR  

Os lóbulos superiores direito do pulmão dos animais C57BL/6j WT foram 

utilizados para verificar o nível de expressão do receptor atípico de quimiocinas 

ACKR2 no tecido pulmonar. Para analisar a expressão do receptor no tecido, 100 mg 

de pulmão dos animais foram utilizados para extração de RNA. Os tecidos foram 

homogeneizados juntamente com reagente TRIzolTM (Invitrogen) de acordo com 

instruções do fabricante. O RNA total foi quantificado utilizando o espectrofotômetro 

NanoDrop para o cálculo de concentração, em μg/μL de RNA total. As amostras de 

RNAs foram então utilizadas para os experimentos de qRT-PCR. A síntese da fita de 

DNA complementar (cDNA) foi realizada com o kit Hig-Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems) de acordo com instruções do fabricante. O ensaio 

de PCR em tempo real foi realizado no aparelho Apllied Biosystems 7500, usando 

TaqMan (Invitrogen) associada com iniciadores específicos: CCBP2 (ACKR2) – 

Mm00445551_m1, lote: 1097925 e 18S: Hs99999901_s1, lote: 1245488; seguindo 

orientações do fabricante. Para análise de expressão de ACKR2 em tecido pulmonar 

foi utilizado o gene 18S como gene de referência. A média dos valores de Ct foram 

usados para calcular a expressão relativa do transcrito de RNA mensageiros sobre a 

quantidade total de 18S, através do cálculo de 2(-ΔCt). 

 

4.15 Análise histopatológica do pulmão e fígado 

 Após a coleta do fígado e pulmão, as amostras foram fixadas em formol a 4%, 

desidratados em diluições alcóolicas crescentes, diafanizados em xilol, infiltrado e 

incluído em parafina. Foram obtidos cortes com 4 μm de espessura para coloração 

com hematoxilina e eosina (H&E) e confeccionadas lâminas para análises 

histopatológica e semiquantitativa. As lesões exibidas no parênquima pulmonar e 

hepático foram descritas quanto a intensidade das lesões, inflamação, e fenômenos 

vasculares. Para analise semiquantitativa das lesões presentes no parênquima 

pulmonar, as lâminas foram examinadas em microscópio óptico de campo claro 

acoplado a um sistema de captura digital de Imagem (Motic 2.0). Para o score da 

inflamação das vias aéreas, inflamação perivascular e inflamação do parênquima, 
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foram capturadas 20 imagens aleatórios por animal com aumento de 20X. O score foi 

baseado na metodologia descrita previamente por Gazzinelli-Guimarães e 

colaboradores (2018), baseado em 6 graus para inflamação das vias aéreas sendo: 

grau 0 ausência de células inflamatórias em torno das vias aéreas (ausente); grau 1 

algumas vias aéreas possuem um pequeno número de células (discreto); grau 2 

algumas vias respiratórias possuem inflamação significativa (moderada); grau 3 a 

maioria das vias aéreas possuem alguma inflamação (acentuada); grau 4 a maioria 

das vias aéreas estão significativamente inflamadas (intensa); grau 5 todas as vias 

aéreas estão completamente inflamadas (grave). Do mesmo modo, o score foi 

baseado em 6 graus para inflamação perivascular sendo: grau 0, ausência de células 

inflamatórias em torno dos vasos (ausente); grau 1, alguns vasos possuem um 

pequeno número de células inflamatórias (discreta); grau 2, alguns vasos possuem 

inflamação significativa (moderada); grau 3, a maioria dos vasos possuem alguma 

inflamação (acentuada); grau 4, a maioria dos vasos estão significativamente 

inflamados (intenso); grau 5, todos os vasos estão completamente inflamados. Por 

último, o score para inflamação do parênquima foi baseado em 6 graus sendo: grau 

0, igual a menos que 1% do parênquima afetado; grau 1, de 1 a 9% do parênquima 

afetado; grau 2, de 10 a 29% do parênquima afetado; grau 3, de 30 a 49% do 

parênquima afetado; grau 4, de 50 a 69% do parênquima afetado; grau 5, mais de 

70% do parênquima afetado. 

 Para o score das lesões hepáticas foram digitalizadas 20 imagens aleatórios 

por animal com aumento de 20X. A gravidade da lesão hepática foi avaliada através 

de score baseado em 4 graus para lesão do parênquima hepático: grau 0, ausência 

de células inflamatórias em torno dos hepatócitos, vasos sanguíneos, ductos biliares 

e capilares; grau 1, regiões do parênquima hepático com pequeno número de células 

inflamatórias; grau 2, parênquima hepático apresentando focos de infiltrado 

inflamatório, bem como infiltrado inflamatório perivascular e em torno dos ductos, 

áreas de moderadas de necrose dispersas pelo parênquima; grau 3, parênquima 

hepático apresentando infiltrado inflamatório difuso e multifocal, exuberantes focos 

inflamatórios, exuberantes áreas de necrose dispersas pelo parênquima. 
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4.16 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 

8 (GraphPad Inc., EUA). O teste de Grubb foi utilizado para detectar os possíveis 

outliers nas amostras. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a 

distribuição dos dados. Para análise entre dois grupos foram utilizados o Test T 

Student para dados paramétricos e Mann-Whitney U para dados não paramétricos. 

Para análises de variâncias entre três ou mais grupos foi utilizado o teste One-way 

ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (dados paramétricos), ou o teste de Kruskal 

Wallis seguido do pós-teste de Dunns (dados não-paramétricos). Todos os testes 

foram considerados significativos quando o valor de p foi igual ou inferior a 0,05. 
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5 Resultados 

5.1 Caracterização da carga parasitária e da resposta inflamatória pulmonar em 

camundongos C57BL/6 após primo e reinfecção com Ascaris suum: 

participação do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 

 Primeiramente, foi realizada a caracterização da carga parasitária e da resposta 

inflamatória pulmonar causada pela primo-infecção com 2500 larvas de A. suum, no 

pico de migração larval do pulmão (8 d.p.i.), e após três infecções com 2500 larvas de 

A. suum, com intervalo de quatorze dias, em camundongos C57BL/6J selvagens 

(WT), modelo experimental padronizado pelo nosso laboratório anteriormente, que se 

assemelha a fase aguda (primo-infecção) e crônica (reinfecção) da ascaridíase 

(Figura 8A). Como esperado, podemos constatar a presença de larvas no pulmão dos 

camundongos do grupo primo-infectado (1X) e, após a reinfecção com o parasito (3X), 

observamos uma proteção em relação à carga parasitária, observado pela redução 

no número de larvas recuperadas, tanto no parênquima pulmonar quanto nas vias 

aéreas (BAL) (Figura 8B).  

Em relação aos processos de exsudação de proteínas e hemorragia, causados 

pela passagem da larva no tecido associado ao processo inflamatório gerado, 

observamos um aumento dos níveis de proteína total tanto no grupo primo-infectado 

quanto reinfectado. Por outro lado, observamos aumento de hemoglobina nas vias 

aéreas apenas dos camundongos do grupo 1X, com diminuição dos níveis de 

hemoglobina após seguidas infecções (Figura 8C). Ao avaliar o recrutamento 

leucocitário para as vias aéreas, houve um aumento no número de neutrófilos nos 

animais primo infectados. Nos animais do grupo 3X, observamos um aumento 

intensificado de células totais, caracterizado pelo aumento tanto de neutrófilos, 

macrófagos, eosinófilos e linfócitos no BAL (Figura 8D).  

Com o objetivo de avaliar a função pulmonar dos animais infectados por A. 

suum, foi realizado análises da mecânica pulmonar dos camundongos por meio da 

técnica de espirometria forçada, que detecta diferentes parâmetros fisiológicos nos 

pulmões de camundongos: (i) avaliação da perda de volume pulmonar em função da 

lesão tecidual, causada principalmente por edema e espessura das vias aéreas, 

demonstrado pela Capacidade Inspiratória; (ii) avaliação das propriedades elásticas 
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do tecido pulmonar, tratando-se da capacidade de expansão do pulmão, mensurada 

pela medida de Complacência Dinâmica; (iii) avaliação do Volume Expiratório Forçado 

a 50 msec (FEV 50), volume exalado durante os primeiros 50 milissegundos de uma 

manobra expiratória forçada respectivamente, iniciada a partir do nível de Capacidade 

Pulmonar Total e (iv) avaliação do grau de obstrução ao fluxo de ar medidas pela 

Resistência Pulmonar (Rl), que é a resistência do trato respiratório ao movimento do 

fluxo de ar durante a inspiração e expiração normais, e índice de Tiffeneau (FEV/FVC), 

medida que expressa o volume de ar expirado em determinado tempo (FEV) sobre a 

capacidade vital forçada (FVC). Portanto, após realizar as manobras de espirometria 

forçada nos camundongos, observamos alterações na função pulmonar nos animais 

após a primo e reinfecção por A. suum. Essas alterações refletem na redução de 

medidas de volume e elasticidade pulmonar devido aos processos inflamatórios no 

tecido. A piora da função pulmonar foi mais acentuada em relação ao índice de 

Tiffeneau e resistência pulmonar nos animais do grupo 3X em relação ao grupo 1X. 

Por outro lado, encontramos uma piora mais acentuada em relação a capacidade 

inspiratória e complacência dinâmica nos animais do grupo 1X em relação ao grupo 

3X (Figura 8E).  

Por fim, com o objetivo de avaliar a participação do receptor atípico de 

quimiocinas ACKR2 na ascaridíase larval experimental, realizamos ensaios de PCR 

em tempo real e observamos um aumento da expressão desse receptor no pulmão 

de camundongos WT após infecção por A. suum, representado por um aumento 

expressivo nos camundongos do grupo 3X (Figura 8F). A partir desse conjunto de 

dados, os resultados sugerem uma participação do receptor ACKR2 na resposta 

imune durante a infecção experimental por A. suum.  

 

 

 

 

 



56 
 

 

 

 

 

Figura 8: Avaliação da carga parasitária, resposta inflamatória nas vias aéreas, mecânica 

pulmonar e expressão do receptor ACKR2 no pulmão de camundongos C57BL6/J WT primo-

infectados (1X), 8 dpi, e reinfectados (3X), com A. suum. A) delineamento experimental da primo 

(1X) e reinfecção (3X) com A. suum em animais WT; B) número de larvas totais recuperadas no 

pulmão (carga do BAL mais carga do parênquima), número de larvas no parênquima pulmonar e 

número de larvas no BAL; C) dosagem de proteínas e hemoglobina no BAL; D) contagem total e 

diferencial de leucócitos no BAL; E) avaliação da mecânica pulmonar por espirometria; F) expressão 

por PCR em tempo real do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 no pulmão. Foram utilizados os 

testes Mann-Whitney U e One-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Dados representados 

como média ± SEM, onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001. 
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5.2 Papel do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 na primo-infecção por 

Ascaris suum no pico de migração larval no pulmão 

5.2.1 O receptor ACKR2 está envolvido no controle da carga parasitária e na 

resposta inflamatória nas vias aéreas após primo-infecção por A. suum 

 Após a caracterização da resposta inflamatória e da participação do receptor 

atípico de quimiocinas ACKR2 na ascaridíase larval, avaliamos o papel desse receptor 

no controle da carga parasitária e na resposta inflamatória pulmonar na primo-

infecção, no pico de migração larval do pulmão (8 dpi), em camundongos C57BL/6J 

(WT) e camundongos deficientes para o receptor ACKR2 (ACKR2-/-) (Figura 9A). 

Então, podemos observar que camundongos ACKR2-/- 1X possuem um maior número 

de larvas recuperadas no pulmão quando comparados com animais WT 1x (Figura 

9B).  

Em relação aos processos de exsudação de proteínas e hemorragia, causados 

pela passagem da larva no tecido associado ao processo inflamatório gerado, 

observamos um aumento nos níveis de proteína total e hemoglobina nas vias aéreas 

dos camundongos ACKR2-/- 1X quando comparados com camundongos WT 1X 

(Figura 9C). Ao avaliar o recrutamento leucocitário para as vias aéreas, a infecção por 

A. suum induziu um maior infiltrado celular nos animais ACKR2-/- 1X, caracterizado 

pelo aumento acentuado de neutrófilos e eosinófilos no BAL, em relação aos animais 

WT 1X (Figura 9D). Associado a esse achado, foi verificado uma maior produção de 

IgA no BAL de camundongos ACKR2-/- 1X comparados aos camundongos WT 1X 

(Figura 9E). 

Portanto, esses resultados indicam que o receptor atípico de quimiocinas 

ACKR2 possui papel importante no controle da migração das larvas de A. suum e na 

resposta inflamatória nas vias aéreas, representado pela exsudação de proteínas e 

hemorragia, além do recrutamento de leucócitos e produção de IgA no BAL.  
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Figura 9: Avaliação da carga parasitária e resposta inflamatória nas vias aéreas de 

camundongos C57BL6/J WT e ACKR2-/- primo-infectados, 8 dpi com A. suum. A) 

delineamento experimental da primo-infecção com A. suum em camundongos WT e ACKR2-/-; 

B) número de larvas totais recuperadas no pulmão (carga do BAL mais carga do parênquima), 

número de larvas no parênquima pulmonar e número de larvas no BAL; C) dosagem de proteínas 

e hemoglobina no BAL; D) contagem total e diferencial de leucócitos no BAL; E) dosagem de IgA 

no BAL pelo ensaio de ELISA. Foram utilizados os testes T Student e One-way ANOVA seguido 

do pós-teste de Tukey. Dados representados como média ± SEM, onde *p<0,05; **p<0,01 e 

***p<0,001. 
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5.2.2 O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 é importante na regulação dos 

processos inflamatórios e fisiopatológicos no parênquima pulmonar após 

primo-infecção por A. suum 

Sabendo que a ausência do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 gerou 

modificações no padrão de recrutamento leucocitário para as vias aéreas, com 

aumento da carga parasitária no pulmão, realizamos análises histopatológicas e 

técnicas semiquantitativas (Score) com o intuito de avaliar a intensidade das lesões 

no tecido pulmonar provocadas pela infecção por Ascaris suum. Os animais não-

infectados, tanto os animais WT quanto os animais ACKR2-/-, apresentaram aspecto 

histológico compatível com a normalidade (Figura 10B). Quando observado os 

pulmões dos camundongos infectados WT e ACKR2-/-, os mesmos exibiram 

microscopicamente lesões no parênquima, caracterizadas por espessamento dos 

septos interalveolares as custas de infiltrado inflamatório polimorfonuclear (seta), com 

predominância de eosinófilos (Figura 10B). Também foi possível observar presença 

de zonas hemorrágicas (cabeças de seta) e vasos hiperêmicos, com 

comprometimento maior do parênquima pulmonar nos camundongos ACKR2-/- 1X 

quando comparado com camundongos WT 1X (Figura 10B). Esses resultados foram 

avaliados através do score total da inflamação pulmonar e verificou-se que durante a 

migração das larvas pelos pulmões há aumento da inflamação total pulmonar nos 

animais WT 1X e ACKR2-/- 1X quando comparado aos respectivos controles (Figura 

10A). No entanto, os animais ACKR2-/- 1X apresentaram maior índice de inflamação 

total nos pulmões do que animais WT 1X, sendo representado por um aumento de 

inflamação peribrônquica, perivascular e parenquimal (Figura 10A).  

Com o objetivo de avaliar a atividade neutrofílica e eosinofílica no parênquima 

pulmonar, foram realizados ensaios enzimáticos para dosagens dos níveis das 

enzimas MPO e EPO. Corroborando com a análise histopatológica, a quantificação 

de EPO e MPO indicou um aumento de eosinófilos (Figura 10C) e neutrófilos (Figura 

10D), respectivamente, no tecido pulmonar 8 dias após a infecção por A. suum, tanto 

nos animais WT quanto nos animais ACKR2-/-, sendo esse aumento de granulócitos 

mais pronunciado nos animais ACKR2-/- 1X.  
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Além disso, a espirometria dos camundongos demonstrou uma piora da função 

pulmonar nos animais infectados, com redução das medidas de volume, como Volume 

Expiratório Forçado e Capacidade Inspiratória, e na perda de elasticidade pulmonar, 

refletida pela perda de Complacência Dinâmica, tanto nos animais WT 1X quanto nos 

animais ACKR2-/- 1X. Além disso, podemos observar um maior grau de obstrução ao 

fluxo de ar nos camundongos ACKR2-/- 1X comparados com camundongos WT 1X, 

refletido em uma piora na mecânica pulmonar mais acentuada quando verificado o 

índice de Tiffeneau e Resistência Pulmonar (Figura 10E). Em resumo, foi possível 

verificar que o receptor atípico de quimiocinas ACKR2 é importante na regulação da 

resposta inflamatória pulmonar e dos processos fisiopatológicos durante a migração 

larval de A. suum pelos pulmões dos camundongos. 
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5.2.3 O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 participa da regulação dos níveis 

pulmonares de quimiocinas e citocinas após primo-infecção por A. suum 

 Com o intuito de avaliar a participação do receptor ACKR2 na produção de 

quimiocinas e citocinas importantes na resposta à infecção por A. suum, foi realizado 

o ensaio de ELISA no pulmão de camundongos após primo-infecção. Podemos 

observar que a infecção causou um aumento de quimiocinas importantes que são 

reguladas pelo receptor ACKR2, como CCL2, CCL3 e CCL11, tantos nos animais WT 

quanto nos ACKR2-/- (Figura 11A). Em relação ao perfil de citocinas após infecção, 

observamos um aumento esperado e já descrito anteriormente na literatura de IL-6, 

INF-γ, IL-4, IL-5 e IL-17A em camundongos WT. De modo interessante, 

diferentemente dos animais WT 1X, apesar dos animais ACKR2-/- infectados 

apresentarem um aumento de citocina da resposta imune Th2 como IL-5 e da citocina 

inflamatória IL-1β, observamos uma ausência de produção de IL-6 e INF-γ ou até 

mesmo uma diminuição da produção de IL-12 (Figura 11B), sugerindo que o receptor 

ACKR2 é também importante para o desenvolvimento de uma resposta Th1 

característica da fase mais inicial da infecção por A. suum. 

 

Figura 10: Avaliação da resposta inflamatória no parênquima pulmonar e mecânica 

pulmonar de camundongos C56BL6/J WT e ACKR2-/- primo-infectados, 8 dpi com A. 

suum.   A) score da inflamação peribronquial, score da inflamação perivascular, score da 

inflamação no parênquima, score da inflamação pulmonar total; B) Cortes histológicos de 

pulmão corados em H&E, infiltrado inflamatório polimorfonuclear (setas), zonas hemorrágicas 

(cabeças de seta). Barra de escala = 50 µm; C) atividade da enzima EPO no pulmão; D) 

atividade da enzima MPO no pulmão; E) avaliação da mecânica pulmonar por espirometria. 

Foram utilizados os testes Kruskal Wallis seguido do pós-teste de Dunns e One-way ANOVA 

seguido do pós-teste de Tukey. Dados representados como média ± SEM, onde *p<0,05; 

**p<0,01 e ***p<0,001. 
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Figura 11: Níveis de quimiocinas e citocinas no tecido pulmonar de camundongos 

C56BL6/J WT e ACKR2-/- primo-infectados, 8 dpi com A. suum. A) níveis pulmonares das 

quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5 e CCL11 quantificadas pelo ensaio ELISA; B) níveis 

pulmonares das citocinas IL-1β, IL-6, IL-12, IFN-γ, IL-4, IL-5, IL17A e IL-10 quantificadas pelo 

ensaio ELISA. Foi utilizado o teste One-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Dados 

representados como média ± SEM, onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001. 
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5.2.4 O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 é importante na regulação dos 

processos inflamatórios sistêmicos e hepáticos após primo-infecção por A. 

suum 

Após avaliar o papel do receptor ACKR2 na migração larval de A. suum e na 

resposta inflamatória pulmonar, avaliamos a resposta inflamatória sistêmica e a 

importância desse receptor nos processos fisiopatológicos causados no fígado, tendo 

em vista que antes de alcançar os pulmões, as larvas migraram pelo tecido hepático.  

Por meio da contagem total e diferencial de leucócitos no sangue periférico, 

verificou-se o aumento no número de leucócitos totais no sangue dos animais ACKR2-

/- 1X em relação controle e aos animais WT 1X. Esse aumento foi caracterizado pelo 

aumento de neutrófilos, monócitos e eosinófilos (Figura 12A).  

  Algumas quimiocinas importantes da família CC, importantes no contexto 

inflamatório e que são reguladas pelo receptor scavenger ACKR2, foram quantificadas 

no soro dos animais. Camundongos deficientes para o receptor de quimiocinas 

ACKR2 apresentaram elevados níveis das quimiocinas CCL3 e CCL11 no soro após 

primo-infecção por A. suum, enquanto animais WT 1X apresentaram elevados níveis 

das quimiocinas CCL2 e CCL11 (Figura 12D).   

 Em seguida foi realizada a avaliação da lesão hepática por meio de análises 

histológicas e score de inflamação do fígado. Os animais não-infectados, tanto os 

animais WT quanto os animais ACKR2-/-, apresentaram aspecto histológico 

compatível com a normalidade (Figura 12C). Quando observado parênquima hepático 

dos camundongos infectados ACKR2-/-, os mesmos exibiram focos de intenso 

infiltrado inflamatório (setas) (Figura 12C). Por outro lado, animais WT primo-

infectados apresentaram apenas um discreto infiltrado inflamatório em poucas regiões 

(Figura 12C). Esses resultados foram corroborados na avaliação do score de 

inflamação no fígado, onde animais ACKR2-/- exibiram maior índice de score de 

inflamação quando comparados com seus controles e com animais WT 1X (Figura 

12B). Por tanto, esses resultados demonstram que o receptor atípico de quimiocinas 

ACKR2 possui, também, papel na regulação sistêmica, elevando níveis de 

mediadores inflamatórios e leucocitose no sangue, e na regulação de processos 

fisiopatológicos do fígado. 
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Figura 12: Avaliação de quimiocinas sistêmicas, leucocitose no sangue periférico e 

análise histopatológica do fígado de camundongos WT e ACKR2-/- primo-infectados, 8 

dpi com A. suum. A) contagem total de leucócitos, contagem de neutrófilos, contagem de 

monócitos, contagem de eosinófilos, contagem de linfócitos; B) score de inflamação do fígado; 

C) cortes histológicos de fígado corados em H&E, infiltrado inflamatório (setas). Barra de escala 

= 100 µm. D) níveis séricos das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5 e CCL11 quantificadas pelo 

ensaio ELISA. Foram utilizados os testes Kruskal Wallis seguido do pós-teste de Dunns e One-

way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Dados representados como média ± SEM, onde 

*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001. 
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5.3 Papel do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 na reinfecção por Ascaris 

suum  

5.3.1 O receptor ACKR2 está envolvido no controle da carga parasitária e na 

resposta inflamatória nas vias aéreas após reinfecção por A. suum 

Após estudar o papel do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 na primo-

infecção experimental por A. suum, infectamos camundongos WT e ACKR2-/- três 

vezes, com intervalo de quatorze dias entre as infecções e, oito dias após a última 

infecção, os animais foram eutanasiados com o objetivo de estudar o papel desse 

receptor no controle da carga parasitária no pulmão e na resposta imune envolvida na 

infecção (Figura 13A). Avaliando a carga parasitária no pulmão dos camundongos 

infectados, podemos observar uma proteção no pulmão relacionada a presença dos 

parasitos, com expressiva redução da carga tanto nos animais WT 3X quanto nos 

animais ACKR2-/- 3X (Figura 13B). Por tanto, a reinfecção de A. suum é capaz de 

gerar uma resposta imune capaz de eliminar o parasito tanto nos animais WT quando 

nos animais deficientes para o receptor atípico de quimiocinas ACKR2. 

Posteriormente, estudamos a resposta inflamatória nos animais após a 

reinfecção. Em relação aos processos de exsudação de proteínas e hemorragia, 

causados pela passagem da larva no tecido associado ao processo inflamatório 

gerado, observamos um aumento nos níveis de hemoglobina nas vias aéreas dos 

camundongos ACKR2-/- 3X, mesmo sem a presença do parasito no pulmão (Figura 

13C). Ao avaliar o exsudato de proteína nas vias aéreas, encontramos um elevado 

nível de proteínas após reinfecção, sendo esse aumento de maior intensidade nos 

camundongos ACKR2-/- 3X quando comparados com camundongos WT 3X (Figura 

13C). Ao avaliar o recrutamento leucocitário para as vias aéreas, a infecção por A. 

suum induziu um aumento no recrutamento de leucócitos para as vias aéreas de 

ambos grupos experimentais, porém um infiltrado celular mais intenso nos animais 

ACKR2-/- 3X comparado aos animais WT 3X, representado pelo aumento de 

neutrófilos, eosinófilos, e linfócitos no BAL, (Figura 13D). Associado a esse achado, 

foi verificado uma maior produção de IgA no BAL de camundongos ACKR2-/- 3X 

comparados aos camundongos WT 1X (Figura 13E). 
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Portanto, esses resultados indicam que o receptor atípico de quimiocinas 

ACKR2, apesar de não prejudicar na eliminação do parasito após as reinfecções por 

A. suum, possui um papel importante no controle da resposta inflamatória das vias 

aéreas, como foi observado pelos níveis de proteína e hemoglobina, assim como pela 

intensificação do recrutamento leucocitário e produção de IgA no BAL.  

 

Figura 13: Avaliação da carga parasitária e resposta inflamatória nas vias aéreas de 

camundongos C57BL6/J WT e ACKR2-/- reinfectados 3X com A. suum. A) delineamento 

experimental da reinfecção com A. suum em camundongos WT e ACKR2-/-; B) número de 

larvas totais recuperadas no pulmão (carga do BAL mais carga do parênquima), número de 

larvas no parênquima pulmonar e número de larvas no BAL; C) dosagem de proteínas e 

hemoglobina no BAL; D) contagem total e diferencial de leucócitos no BAL; E) produção de IgA 

no BAL pelo ensaio de ELISA. Foram utilizados os testes Mann-Whitney U e One-way ANOVA 

seguido do pós-teste de Tukey. Dados representados como média ± SEM, onde *p<0,05; 

**p<0,01 e ***p<0,001. 



67 
 

 

5.3.2 O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 é importante na regulação dos 

processos inflamatórios e fisiopatológicos no parênquima pulmonar após 

reinfecção por A. suum 

O parênquima pulmonar foi avaliado por análises histopatológicas e técnicas 

semiquantitativas (Score), visto que a ausência do receptor atípico de quimiocinas 

ACKR2 intensificou a resposta inflamatória nas vias aéreas dos animais após a 

reinfecção com A. suum, mesmo com a proteção em relação a carga parasitária. Os 

animais não-infectados, tanto os animais WT quanto os animais ACKR2-/-, 

apresentaram aspecto histológico compatível com a normalidade (Figura 14B). 

Quando observado os pulmões dos camundongos infectados WT e ACKR2-/-, os 

mesmos exibiram microscopicamente lesões no parênquima, caracterizadas por 

espessamento dos septos interalveolares as custas de infiltrado inflamatório 

polimorfonuclear (setas), com predominância de eosinófilos (Figura 14B). Esses 

resultados foram avaliados através do score total da inflamação pulmonar e verificou-

se que durante a migração das larvas pelos pulmões há aumento da inflamação 

pulmonar tanto nos animais WT 3X quanto nos ACKR2-/- 3X quando comparado aos 

respectivos controles (Figura 14A). Também foi possível observar presença de zonas 

hemorrágicas (cabeças de seta) e vasos hiperêmicos, com comprometimento maior 

do parênquima pulmonar nos camundongos ACKR2-/- 3X quando comparado com 

camundongos WT 3X (Figura 14B). Nos camundongos ACKR2-/- 3X também foi 

identificado inflamação peribrônquica (setas) mais exuberante do que em 

camundongos WT 3X (Figura 14B). 

Com o objetivo de avaliar a atividade neutrofílica e eosinofílica no parênquima 

pulmonar, foi quantificado o conteúdo granulocítico no parênquima pulmonar por meio 

dos ensaios enzimáticos para dosagens dos níveis das enzimas MPO e EPO. Foi 

observado um aumento nos níveis de EPO e MPO indicou no tecido pulmonar após 

reinfecção por A. suum, tanto nos animais WT quanto nos animais ACKR2-/- 3X (Figura 

14C e 14D).  

Associado a esse achado, foi verificado uma piora da função pulmonar mais 

acentuada nos camundongos ACKR2-/- 3X, com redução das medidas de volume, 

como Volume Expiratório Forçado, índice de Tiffeneau e Capacidade Inspiratória, na 
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perda de elasticidade pulmonar, refletida pela perda de Complacência Dinâmica, e 

aumento de resistência pulmonar (Figura 14E). 

Sendo assim, foi possível verificar que apesar de uma resposta inflamatória 

exacerbada no tecido pulmonar de ambos grupos experimentais infectados, os 

camundongos ACKR2-/- 3X possuem uma função pulmonar mais prejudicada pela 

infecção por A. suum que os camundongos WT.  

Figura 14: Avaliação da resposta inflamatória no parênquima pulmonar de 

camundongos C57BL6/J WT e ACKR2-/- reinfectados com A. suum. A) score da 

inflamação peribronquial, score da inflamação perivascular, score da inflamação no 

parênquima e score da inflamação pulmonar total; B) cortes histológicos de pulmão corados 

em H&E; infiltrado inflamatório polimorfonuclear (setas), zonas hemorrágicas (cabeças de 

seta). Barra de escala = 50 µm; C) atividade da enzima EPO no pulmão; D) atividade da 

enzima MPO no pulmão; E) avaliação mecânica pulmonar por espirometria. Foram utilizados 

os testes Kruskal Wallis seguido do pós-teste de Dunns e One-way ANOVA seguido do pós-

teste de Tukey Dados representados como média ± SEM, onde *p<0,05; **p<0,01 e 

***p<0,001. 
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5.3.3 O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 participa da regulação dos níveis 

pulmonares de citocinas após reinfecção por A. suum 

 Com o intuito de avaliar a participação do receptor ACKR2 na produção de 

citocinas importantes na resposta à infecção por A. suum, foi realizado o ensaio de 

ELISA no pulmão de camundongos após a reinfecção. Podemos observar que a 

reinfecção causou um aumento das citocinas IL-1β e IL-4, e uma diminuição da 

citocina IL-12 em ambos grupos experimentais (Figura 15). Além disso, observamos 

um aumento da citocina IL-6 apenas nos camundongos WT 1X (Figura 15). Por outro 

lado, os camundongos ACKR2-/- não apresentaram o aumento da citocina IL-6 e 

podemos observar uma diminuição da citocina IL-5 nesses camundongos (Figura 15), 

o que demonstra um perfil de respostas de citocinas também diferente após reinfecção 

por A. suum.   

Figura 15: níveis citocinas no tecido pulmonar de camundongos C56BL6/J WT e 

ACKR2-/- reinfectados com A. suum. Níveis pulmonares das citocinas IL-1β, IL-6, IL-12, IL-

4 e IL-5 quantificadas pelo ensaio ELISA. Foi utilizado o teste One-way ANOVA seguido do 

pós-teste de Tukey Dados representados como média ± SEM, onde *p<0,05; **p<0,01 e 

***p<0,001. 
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5.3.4 Intensificação dos processos inflamatórios sistêmicos e hepáticos após 

reinfecção por A. suum 

 Após avaliar o papel do receptor ACKR2 na resposta inflamatória pulmonar 

após reinfecção, avaliamos a resposta inflamatória sistêmica e os processos 

fisiopatológicos hepáticos após a reinfecção com A. suum.  Por meio da contagem 

total e diferencial de leucócitos no sangue periférico, verificou-se o aumento no 

número de leucócitos totais no sangue dos animais infectados, tanto WT quanto 

ACKR2-/- (Figura 16A). Essa exacerbada leucocitose foi caracterizada pelo aumento 

de eosinófilos e linfócitos nos animais deficientes para o receptor ACKR2 (Figura 16A), 

e eosinófilos e monócitos nos animais WT (Figura 16A).  

 Em seguida, foi realizada a avaliação da lesão hepática por meio de análises 

histológicas e score de inflamação do fígado. Os animais não-infectados, tanto os 

animais WT quanto os animais ACKR2-/-, apresentaram aspecto histológico 

compatível com a normalidade (Figura 16C). Quando observado o parênquima 

hepático dos camundongos ACKR2-/- 3X, os mesmos exibiram focos de intenso 

infiltrado inflamatório (setas) (Figura 16C), assim como os animais WT 3X (Figura 

16C). Esses resultados foram corroborados na avaliação do score de inflamação no 

fígado, onde os animais reinfectados de ambos grupos experimentais exibiram maior 

índice de score de inflamação quando comparados com seus controles (Figura 16B). 

 Por tanto, esses resultados demonstram que a reinfecção por A. suum é 

responsável pelo aumento de leucocitose no sangue periférico, com algumas 

diferenças no perfil leucocitário entre os grupos experimentais, e lesões no fígado 

tanto nos animais WT quanto nos animais ACKR2-/-. 
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Figura 16: Avaliação da leucocitose no sangue periférico e análise histopatológica do 

fígado de camundongos C57BL6/J WT e ACKR2-/- reinfectados com A. suum. A) 

Contagem total de leucócitos, contagem de neutrófilos, contagem de monócitos, contagem de 

eosinófilos e contagem de linfócitos no sangue periférico; B) score de inflamação do fígado; C) 

cortes histológicos de fígado corados em H&E, infiltrado inflamatório (setas). Barra de escala 

= 100 µm. Foram utilizados os testes Kruskal Wallis seguido do pós-teste de Dunns e One-

way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Dados representados como média ± SEM, onde 

*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001. 
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5.4 Papel do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 na primo-infecção por 

Ascaris suum no pico de migração larval do fígado 

5.4.1 O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 está envolvido no controle da 

carga parasitária e na regulação da leucocitose sanguínea e das vias aéreas 

após quatro dias de infecção por A. suum 

Após explorar o papel do receptor ACKR2 na primo-infecção, com foco no pico 

de migração larval do pulmão, e na reinfecção por A. suum, avaliamos por último o 

papel do receptor ACKR2 na primo-infecção experimental por Ascaris suum, agora 

com foco no pico de migração larval do fígado. Sendo assim, camundongos WT e 

ACKR2-/- foram infectados com 2500 larvas de A. suum e, quatro dias após infecção, 

os animais foram eutanasiados (Figura 17A) com o objetivo de se avaliar a carga 

parasitária no fígado e pulmão, além da resposta imune envolvida na infecção.  

Primeiramente, avaliamos a carga parasitária no fígado e pulmão dos animais 

infectados, tendo em vista que quatro dias após infecção é o pico de migração larval 

no fígado, como descrito anteriormente em outros trabalhos do nosso laboratório. 

Diferente do esperado, encontramos um maior número de larvas recuperadas no 

fígado dos animais WT 1X quando comparamos com animais ACKR2-/- 1X, que 

apresentou um número de larvas reduzido em relação aos animais selvagens 

infectados (Figura 17B). No entanto, ao avaliar o número de larvas no pulmão dos 

animais infectados, observamos um aumento de número de larvas totais no pulmão 

dos camundongos ACKR2-/- 1X, referente às larvas presentes no parênquima, quando 

comparamos com animais WT 1X (Figura 17B).  

Por meio da contagem total e diferencial de leucócitos no sangue periférico, já 

foi possível observar um aumento no número de leucócitos totais no sangue dos 

animais ACKR2-/- 1X comparados com seu controle e com animais WT 1X (Figura 

17D). Essa exacerbada leucocitose nos animais deficientes para o receptor ACKR2 

foi caracterizado pelo aumento de neutrófilos, monócitos, eosinófilos e linfócitos 

(Figura 17D). Nos animais WT 1X, verificou-se apenas um aumento do número de 

monócitos comparados com seu controle. 

Ao avaliar o recrutamento leucocitário para as vias aéreas, após quatro dias de 

infecção por A. suum houve um aumento no recrutamento de leucócitos totais nos 
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animais ACKR2-/- 1X comparado com animais WT 1X, caracterizado pelo aumento de 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos no BAL (Figura 17E). Enquanto nos animais WT 

1X observamos um aumento significativo apenas no número de linfócitos. 

Portanto, esses resultados sugerem que o receptor ACKR2 parece estar 

envolvido também nos processos que influenciam a cinética de migração das larvas, 

fazendo com que elas alcancem os pulmões em um tempo mais precoce nos animais 

ACKR2-/- quando comparamos com animais WT, visto que após quatro dias, já 

encontramos um número reduzido de larvas no fígado e um aumento pronunciado de 

larvas nos pulmões, associado a um maior recrutamento leucocitário nas vias aéreas 

dos camundongos infectados ACKR2-/- quando comparamos com animais infectados 

WT. 
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5.4.2 O receptor ACKR2 participa da regulação dos processos inflamatórios 

hepáticos após quatro dias de infecção por A. suum 

 Em seguida, realizamos a avaliação da inflamação hepática após quatros dias 

de infecção com A. suum. Ao avaliar a lesão hepática por meio de análises 

histológicas e score de inflamação do fígado, observamos que os animais não-

infectados, tanto os animais WT quanto os animais ACKR2-/-, apresentaram aspecto 

histológico compatível com a normalidade (Figura 18E). Quando observado o 

parênquima hepático dos camundongos infectados, tanto os animais WT quanto os 

animais ACKR2-/- apresentaram focos de infiltrado inflamatório (setas) (Figura 18E). 

Esses resultados foram corroborados na avaliação do score de inflamação no fígado, 

onde animais ambos grupos experimentais infectados exibiram maior índice de score 

de inflamação quando comparados com seus controles (Figura 18A).  

 Avaliamos o conteúdo granulocítico no tecido hepático por meio dos ensaios 

enzimáticos para dosagens dos níveis das enzimas MPO e EPO. Podemos observar 

um aumento dos níveis de MPO e EPO (Figura 18C e 18D) no fígado dos animais WT 

infectados. Por último, avaliamos a atividade das enzimas TGO e TGP que são 

indicadores de lesão hepática. Podemos observar um aumento de TGO e TGP em 

ambos grupos infectados, porém com um aumento mais pronunciado de TGP nos 

animais WT infectados, quando comparados com os animais ACKR2-/- infectados 

(Figura 18B).  

Figura 17: Avaliação da carga parasitária no fígado e pulmão, leucocitose no sangue 

periférico nas vias aéreas de camundongos C57BL6/J WT e ACKR2-/- após quatro dias 

de infecção por A. suum. A) delineamento experimental quatro dias após infecção por A. 

suum em camundongos WT e ACKR2-/-, B) número de larvas totais recuperadas no fígado e 

pulmão; C) dosagem de proteínas e hemoglobina no BAL; D) contagem total e diferencial de 

leucócitos no BAL; E) contagem total de leucócitos, contagem de neutrófilos, contagem de 

monócitos, contagem de eosinófilos e contagem de linfócitos no sangue periférico. Foram 

utilizados os testes T Student e One-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Dados 

representados como média ± SEM, onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001. 
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Esse conjunto de resultados sugerem que com quatro dias de infecção por A. 

suum, no pico de migração larval do fígado, os animais WT infectados apresentam 

uma intensa resposta inflamatória hepática, que está associada a um aumento da 

atividade de MPO e EPO, marcadores de lesão hepática e do score histopatológico 

do tecido. Além disso, apesar de neste tempo de infecção encontrarmos já um número 

reduzido de larvas no fígado dos camundongos ACKR2-/-, observamos também 

marcadores de lesão ainda elevados nestes animais.   

 

 

Figura 18: Avaliação da resposta inflamatória e análise histopatológica hepática de 

camundongos C57BL6/J WT e ACKR2-/- após quatro dias de infecção por A. suum. A) 

score de inflamação do fígado; B) atividade das enzimas TGO e TGP; C) atividade da enzima 

MPO; D) atividade da enzima EPO; E) cortes histológicos de fígado corados em H&E, infiltrado 

inflamatório (setas). Barra de escala = 100 µm. Foram utilizados os testes Kruskal Wallis 

seguido do pós-teste de Dunns e One-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Dados 

representados como média ± SEM, onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001. 
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5.4.3 O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 é importante na regulação dos 

processos inflamatórios no parênquima pulmonar após quatro dias de infecção 

por A. suum 

Por fim, o parênquima pulmonar foi avaliado por análises histopatológicas e 

técnicas semiquantitativas (score), visto que o receptor atípico de quimiocinas ACKR2 

influencia na carga parasitária pulmonar e no recrutamento leucocitário para as vias 

aéreas após quatro dias de infecção por A. suum. Os animais não-infectados, tanto 

os animais WT quanto os animais ACKR2-/-, apresentaram aspecto histológico 

compatível com a normalidade (Figura 19B). Quando observado os pulmões dos 

camundongos infectados WT e ACKR2-/-, os mesmos exibiram microscopicamente 

lesões no parênquima, caracterizadas por espessamento dos septos interalveolares 

as custas de infiltrado inflamatório (setas) (Figura 19D). Esses resultados foram 

avaliados através do score total da inflamação pulmonar e verificou-se que durante a 

migração das larvas pelos pulmões após quatro dias de infecção, há aumento da 

inflamação pulmonar nos animais WT 1X e ACKR2-/- 1X, de maneira semelhante, 

quando comparado aos respectivos controles (Figura 19A). No entanto, observamos 

uma piora na função pulmonar apenas nos camundongos ACKR2-/- infectados, com 

redução do Volume Expiratório Forçado e aumento de resistência à entrada de ar, 

observado pelo índice de Tiffeneau e Resistência Pulmonar, quando comparados com 

os camundongos WT infectados, sugerindo mais uma vez a participação do receptor 

ACKR2 nos processos fisiopatológicos pulmonares. 
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Figura 19: Avaliação da resposta inflamatória e mecânica pulmonar de camundongos 

C57BL6/J WT e ACKR2-/- após quatro dias de infecção por A. suum. A) score da inflamação 

peribronquial, score da inflamação perivascular, score da inflamação no parênquima e score da 

inflamação pulmonar total; B) cortes histológicos de pulmão corados em H&E; infiltrado inflamatório 

polimorfonuclear (setas), zonas hemorrágicas (cabeças de seta). Barra de escala = 50 µm; C) 

avaliação mecânica pulmonar por espirometria. Foram utilizados os testes Kruskal Wallis seguido 

do pós-teste de Dunns e One-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Dados representados 

como média ± SEM, onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001. 
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5.5 Sumário dos resultados 

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, podemos sumarizar: 

- A primo e reinfecção por A. suum induz a expressão do receptor ACKR2 no 

pulmão dos camundongos; 

- O receptor ACKR2 possui papel importante no controle da carga parasitária 

na infecção aguda por A. suum;  

- O receptor ACKR2 é importante na iniciação de uma resposta mista 

Th1/Th2/Th17 na infecção aguda por A. suum; 

- O receptor ACKR2 possui papel importante na regulação do recrutamento 

leucocitário e nos processos fisiopatológicos pulmonares na infecção aguda e crônica 

por A. suum; 

- O receptor ACKR2 parece estar envolvido nos processos que influenciam a 

cinética de migração hepatopulmonar das larvas, visto que sua deficiência antecipa a 

chegada dos parasitos no pulmão. 
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6 Discussão 

O receptor atípico de quimiocinas ACKR2 possui um importante papel no 

controle das respostas inflamatórias em vários tecidos. É responsável pela 

internalização e degradação intracelular de várias quimiocinas inflamatórias da família 

CC, como CCL2, CCL3, CCL4, CCL11, CCL17, CCL22, entre outras (Nibbs & 

Graham, 2013). O papel regulatório do receptor ACKR2 tem sido estudado no 

contexto de várias doenças com resultados controversos, podendo contribuir tanto 

com a proteção quanto com a exacerbação dos processos inflamatórios. Tavares e 

colaboradores (2020) demonstraram que a ausência do receptor ACKR2 na infecção 

experimental por influenza é responsável pela robusta formação de tecido linfoide 

associado ao brônquio (BALT), acompanhado pelo aumento da resposta Th1 e uma 

resposta imune humoral que controla a carga viral, além de induzir uma eficiente 

resolução da inflamação, resultando em uma melhora da função pulmonar e 

sobrevivência dos camundongos (Tavares et al., 2020). De maneira semelhante, o 

receptor ACKR2 contribuiu com o comprometimento da resposta imune e patologia 

pulmonar em modelo murino de fibrose pulmonar induzida por bleomicina, visto que 

camundongos ACKR2-/- apresentaram uma diminuição da resposta inflamatória, 

porem com aumento de linfócitos Gama Delta produtores de IFN-g, associado a uma 

diminuição dos parâmetros de fibrose e uma melhora da função pulmonar (Russo et 

al., 2019). Em contrapartida, em modelo de sepse, Castanheira e colaboradores 

(2018) demonstraram que animais deficientes para o receptor ACKR2 são mais 

susceptíveis à falência múltipla dos órgãos e morte associada à sepse, destacando o 

papel protetor do receptor ACKR2 neste contexto inflamatório (Castanheira et al., 

2018). A deficiência do receptor ACKR2 em camundongos infectados por 

Mycobacterium tuberculosis também foi responsável por uma intensa resposta 

inflamatória e maior letalidade desses animais, associado a um acúmulo exagerado 

de leucócitos nos pulmões, rins, fígado e linfonodos (Liberto et al., 2008). No entanto, 

não há nenhum trabalho na literatura relacionado ao receptor atípico de quimiocinas 

ACKR2 durante infecções por helmintos, sobretudo na ascaridíase. Este foi o primeiro 

trabalho desenvolvido que estudou o papel deste receptor regulatório durante infecção 

pelo nematódeo Ascaris suum, tanto na fase inicial quanto na fase crônica da infecção. 

De maneira geral, nossos resultados indicam que o receptor ACKR2 possui um 

importante papel protetor na ascaridíase larval experimental. Participa no controle da 
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carga parasitária pulmonar da fase inicial da infecção, bem como na regulação da 

resposta inflamatória e nos processos fisiopatológicos pulmonares e hepáticos, após 

primo e reinfecção por Ascaris suum. 

O primeiro passo do nosso trabalho foi realizar a caracterização da resposta 

inflamatória pulmonar na primo e na reinfecção em camundongos C57Bl/6. Como 

demonstrado anteriormente (Gazzinelli-Guimarães et al., 2013), podemos observar 

um aumento no número de larvas recuperadas no pulmão após oito dias de infecção, 

tanto no parênquima pulmonar quanto nas vias aéreas. Nos camundongos 

reinfectados, observamos o fenômeno de proteção com redução da carga parasitária 

no pulmão. Essa proteção foi observada em trabalhos anteriores tanto na reinfecção 

por A. suum (Nogueira et al., 2016), quanto após múltiplas exposições ao 

Strongyloides ratti, por exemplo (Dawkins & Grove, 1982). Além disso, a migração das 

larvas pelo tecido pulmonar é responsável por uma resposta inflamatória característica 

da infecção, acompanhado de hemorragia, aumento do exsudato proteico, aumento 

do infiltrado celular e piora da função pulmonar dos animais. Esse padrão de resposta 

imune corrobora com trabalhos anteriores, onde demonstram um recrutamento inicial 

de neutrófilos, que após múltiplas exposições, há uma intensificação do recrutamento 

leucocitário que se dá pelo aumento de macrófagos e linfócitos, além de uma intensa 

inflamação pulmonar eosinofílica e neutrofílica (Gazzinelli-Guimarães et al., 2013; 

Nogueira et al., 2016).  

Tendo em vista que a expressão do receptor de quimiocinas ACKR2 aumenta 

em vários contextos inflamatórios como infecção por M. tuberculosis (Liberto et al., 

2008), influenza (Tavares et al., 2020), e fibrose pulmonar induzida por bleomicina 

(Russo et al., 2019), realizamos a quantificação do mRNA do ACKR2 no pulmão 

camundongos após primo e reinfecção pelo nematódeo A. suum. De maneira inédita, 

nossos resultados demonstram um aumento na expressão desse receptor no pulmão 

dos animais após infecção aguda e crônica, sugerindo seu possível papel regulatório 

no curso da infecção.  

Sendo assim, após verificar o aumento da expressão do ACKR2 no pulmão de 

camundongos infectados por A. suum, nosso próximo passo foi estudar o papel do 

receptor ACKR2 na ascaridíase larval experimental. Para isso, realizamos nosso 

modelo experimental de primo-infecção em camundongos selvagens WT e ACKR2-/-. 

Ao avaliar a carga parasitária no pulmão, o maior número de larvas nos animais 
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ACKR2-/- reflete em uma maior hemorragia, observado pelo aumento de hemoglobina, 

acompanhado de uma maior exsudação de proteínas no BAL destes animais. O 

aumento do exsudato proteico nas vias aéreas reflete o edema e extravasamento de 

proteínas decorrentes de um evento inflamatório (Lin et al., 2008).  

Ao analisarmos o perfil leucocitário e a produção de IgA nas vias aéreas, 

observamos que animais ACKR2-/- possuem um infiltrado inflamatório de maior 

intensidade quando comparamos com animais WT, caracterizado pelo aumento 

expressivo do número de eosinófilos e neutrófilos, associado a uma produção 

exacerbada de IgA. De maneira semelhante, observamos uma maior atividade das 

enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofílica (EPO) no tecido pulmonar, 

associado a um aumento da inflamação peribronquial, perivascular e parenquimatosa 

nos animais ACKR2-/- infectados quanto comparamos com animais WT infectados. 

Esses achados se complementam com a avaliação da mecânica pulmonar, onde 

observamos uma piora de função pulmonar mais acentuada nos animais deficientes 

para o receptor ACKR2, resultado de maior lesão e edema no tecido pulmonar. Uma 

intensificação da leucocitose também foi observada no sangue dos animais ACKR2-/- 

1X quando comparamos com animais WT 1X, representado pelo aumento de 

eosinófilos, neutrófilos e monócitos. Durante as infecções por helmintos, os eosinófilos 

e neutrófilos possuem função efetora determinante que pode desencadear proteção, 

imunopatologia ou até mesmo permitir o estabelecimento dos parasitos no hospedeiro 

(Makepeace et al., 2012). O receptor ACKR2 tem se mostrado importante na 

regulação do recrutamento leucocitário em alguns estudos. Em modelo de sepse foi 

demonstrado um aumento do recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal, 

pulmão, coração e rim dos animais ACKR2-/- (Castanheira et al., 2018). Em um estudo 

de inflamação alérgica das vias aéreas, Whitehead e colaboradores (2007) 

observaram que o ACKR2 é importante no controle de eosinofilia pulmonar 

característica deste modelo murino de asma (Whitehead et al., 2007). A deficiência do 

receptor ACKR2 também causa um exacerbado acúmulo de leucócitos no pulmão, 

rim, fígado e linfonodo de camundongos infectados com M. tuberculosis (Liberto et al., 

2008).  

É importante ressaltar que apesar dos neutrófilos serem tipicamente 

relacionados a resistência bacteriana e viral, eles são importantes células efetoras 

durante as infecções helmínticas, tanto na fase inicial da infecção quanto na infecção 
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crônica. Os neutrófilos são uma das primeiras células recrutadas após a invasão do 

parasito no tecido e podem contribuir diretamente com sua eliminação via mecanismo 

dependente de mieloperoxidase, durante a resposta imune inata, além de causar uma 

inflamação lesiva ao tecido dependendo do nível de sua atividade (Galioto et al., 2006; 

O’Connell et al., 2011). Neutrófilos apoptóticos juntamente com IL-4 e IL-13 são 

também importantes para o reparo tecidual associado a diferenciação de macrófagos 

alternativamente ativados em fases mais tardias da infecção (Bosurgi et al., 2017). 

Camundongos infectados com S. stercoralis que possuem um déficit de neutrófilos 

apresentaram uma maior sobrevivência das larvas (O’Connell et al., 2011). Além 

disso, neutrófilos também estão presentes no granuloma hepático induzido por ovos 

de S. japonicum e contribuem com a resposta inflamatória local (Chuah et al., 2013, 

2014).    

Por outro lado, o papel dos eosinófilos nas infecções helmínticas tem sido 

amplamente discutido devido a evidências conflitantes em relação a capacidade dos 

eosinófilos em matar o helminto, com dados demonstrando que os eosinófilos podem 

realizar uma função anti-helmíntica ou até mesmo possuir um papel protetor para o 

parasito. Alguns estudos mostraram in vivo a capacidade larvicida dos eosinófilos na 

presença de anticorpos e/ou complemento (Butterworth et al., 1979; David et al., 1980; 

Hamann et al., 1990; Haque et al., 1981; Kazura & Grove, 1978; Weatherhead et al., 

2020). Contudo, diferentes achados in vivo tornam este cenário mais complexo. 

Apesar da toxicidade dos grânulos proteicos dos eosinófilos tanto para o 

esquistossomo quanto para a larva, a depleção de eosinófilos não teve nenhum 

impacto significante nas seguintes medidas tradicionais da doença em camundongos 

infectados com Schistosoma mansoni (Sher et al., 1990; Swartz et al., 2006): 

granuloma, carga parasitária e conteúdo do ovo. Por outro lado, a ausência de 

eosinófilos resultou em uma sobrevivência prolongada das formas larvais de 

Strongyloides stercoralis (Rotman et al., 1996), Angiostrongylus cantonensis (Sasaki 

et al., 1993) and A. suum (Nogueira et al., 2021) em camundongos. Então, embora a 

participação dos eosinófilos seja uma característica fundamental na infecção por 

helmintos, seu exato papel na reposta imune do hospedeiro permanece incerto e 

provavelmente é espécie-hospedeiro específico. Recentemente, Nogueira e 

colaboradores (2021) demonstraram a importância dos eosinófilos para a produção 

de IgA no pulmão, inflamação tecidual, remodelamento e controle da carga parasitária 
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durante a ascaridíase larval experimental murina (Nogueira et al., 2021). Nossos 

dados corroboram em parte com estes resultados, pois podemos correlacionar o 

aumento de eosinófilos com o aumento exacerbado da produção de IgA nos animais 

ACKR2-/- 1X. No entanto, apesar do aumento de neutrófilos, eosinófilos e dos níveis 

de IgA, observamos também o aumento da carga parasitária após primo-infecção 

nestes animais, indicando que a eliminação do parasito é multifatorial e que, devido 

alguma peculiaridade da ausência do receptor ACKR2, até mesmo um aumento no 

número de eosinófilos e IgA não foi capaz evitar um atraso no controle da carga 

parasitária nestes animais. Sendo assim, resolvemos avaliar quimiocinas importantes 

que são reguladas pelo receptor ACKR2 e citocinas importantes na resposta imune 

da fase aguda da infecção por A. suum, com o intuito de investigar diferenças na 

resposta imune que poderiam explicar esse aumento da carga parasitária na ausência 

do receptor ACKR2. 

Demonstramos que após a primo-infecção houve um aumento no nível das 

quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL11 no pulmão e no sangue dos camundongos WT e 

ACKR2-/-, com exceção de CCL3 no sangue que aumentou apenas nos ACKR2-/-. 

Essas quimiocinas são reguladas pelo receptor ACKR2 e importantes no recrutamento 

de macrófagos, linfócitos e eosinófilos (Bachelerie et al., 2014; Nibbs & Graham, 

2013), corroborando com o aumento do infiltrado leucocitário nos camundongos após 

infecção. Diversos trabalhos têm demonstrado a participação das quimiocinas em 

infecções helmínticas. Esses achados foram discutidos detalhadamente na revisão 

que se encontra anexada neste documento (ver Anexo 1). De modo geral, as 

quimicionas mensuradas neste trabalho também foram relatadas em alguns outros 

estudos relacionados à infecção por Ascaris sp., apesar do papel dessas quimiocinas 

serem pouco explorado neste contexto (Dawson et al., 2009; Gazzinelli-Guimaraes et 

al., 2019; Itami et al., 2005).  

A quimiocina CCL2 se liga com seu receptor CCR2 e é importante no 

recrutamento de monócitos/macrófagos, linfócitos e células NK. Estudos tem 

associado a produção de CCL2 com o desenvolvimento de uma resposta Th2 

(Bachelerie et al., 2014; DeSchoolmeester et al., 2003; Gu et al., 2000; Lukacs et al., 

1997). Também possui papel importante na formação de granuloma e fibrose na 

esquistossomose (Chensue et al., 1995; Lu et al., 1998; Warmington et al., 1999), 



84 
 

 

além de ser um biomarcador para nefropatia e dano renal relacionado ao 

esquistossomo (Duarte et al., 2014; Hanemann et al., 2013).  

CCL3 e CCL5 são consideradas quimiocinas inflamatórias promiscuas que se 

ligam com alta afinidade aos receptores CCR1 e CCR5, que são expressados em 

vários tipos leucocitários, incluindo monócitos/macrófagos, linfócitos, neutrófilos, 

células NK e células dendríticas (Bachelerie et al., 2014; Sokol & Luster, 2016). O 

papel dessas quimiocinas tem sido explorado principalmente na esquistossomose, 

onde a ativação do receptor CCR1 tem sido relacionado com aumento da formação 

de granuloma e aumento da carga parasitária, associado a uma maior mortalidade de 

camundongos em modelo experimental (Gao et al., 1997; Lukacs et al., 1993; Souza 

et al., 2005). Por outro lado, o receptor CCR5 tem sido associado a uma proteção a 

infecção por Schistossoma sp., com redução de granuloma e patologia hepática, 

acompanhado de aumento de células Treg e diminuição da mortalidade dos animais 

(Souza et al., 2011).  

CCL11 é a principal quimiocina responsável pelo recrutamento de eosinófilos, 

juntamente com CCL24 e CCL26. Ela se liga seletivamente ao receptor CCR3 

presente principalmente em eosinófilos, além de basófilos e mastócitos (Bachelerie, 

Ben-Baruch, et al., 2014b; Griffith et al., 2014b) Portanto, é uma quimiocina 

intimamente ligada às respostas imunes Th2 e é produzida nas mais variadas 

infecções helmínticas após exposição de citocinas como IL-4 e IL-13 (Gazzinelli-

Guimaraes et al., 2019; Kazura & Grove, 1978; Pease, 2011; Silveira-Lemos et al., 

2010).  

Ao avaliar o perfil de citocinas no pulmão dos animais, mostramos que após 

primo-infeção, animais selvagens apresentam um aumento de IL-6, IFN-γ, IL-4 e IL-5. 

Esses dados são confirmados com achados na literatura que demonstram um perfil 

de resposta mista Th1/Th2 na infecção aguda murina (Gazzinelli-Guimarães et al., 

2018; Gazzinelli-Guimarães et al., 2013; Nogueira et al., 2016; Nogueira et al., 2021; 

Oliveira et al., 2019) e humana por Ascaris sp. ( Cooper et al., 2000),  além de ter 

importância na resposta imune da infecção aguda por outros helmintos como 

Schistosoma sp. (Anthony et al., 2007), Taenia crassiceps (Terrazas et al., 1999; 

Willms & Zurabian, 2010) e Trichinella spiralis (Ilic et al., 2011). Observamos também 

um aumento de IL-17A nos camundongos selvagens infectados, corroborando 

também com achados relacionados com infecção aguda por A. suum em 
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camundongos C57Bl/6 (Oliveira et al., 2019), ou infecção crônica em camundongos 

BALB/c (Nogueira et al., 2016). De modo interessante, podemos observar que apesar 

dos animais ACKR2-/- infectados apresentarem uma reposta Th2 inicial, evidenciado 

pelo aumento de IL-5, não observamos o aumento de IFN-γ e foi possível detectar até 

mesmo uma diminuição dos níveis de IL-12 após infecção. IFN-γ e IL-12 são citocinas 

importantes da resposta Th1, sugerindo que a deficiência de uma resposta mista 

Th1/Th2 pode resultar em uma dificuldade na eliminação do parasito na fase inicial da 

infecção. Alguns estudos mostram que a ausência do receptor ACKR2 na pele de 

camundongos leva a um acúmulo inadequado de leucócitos inflamatórios dentro e ao 

redor de vasos linfáticos, dificultando o fluxo de entrada e saída de células dendríticas, 

o que poderia explicar o prejuízo na iniciação de respostas imune adaptativas. Esse 

congestionamento de leucócitos nos tecidos e vasos linfáticos também poderia 

explicar a exagerada resposta inflamatória aguda vista nos camundongos ACKR2-/- 

infectados, pela dificuldade de drenagem de células inflamatórias, quimiocinas e 

outros mediadores inflamatórios nestes animais (Lee et al., 2011, 2013; Liu et al., 

2006; Nibbs & Graham, 2013). 

Além disso, a citocina IL-1β se encontra elevada apenas nos animais infectados 

ACKR2-/-. IL-1β é uma citocina inflamatória importante na ativação da imunidade inata, 

mas que geralmente está associada a uma inflamação patológica (Dinarello, 2018), 

que vai de encontro aos nossos resultados que demonstram uma resposta 

inflamatória exacerbada associada a piora da função pulmonar nos camundongos 

deficientes para o receptor ACKR2.  

Antes das larvas alcançarem os pulmões atingindo seu pico de migração no 

oitavo de infecção, elas migraram pelo tecido hepático. Então, realizamos uma análise 

histopatológica do fígado no intuito de verificar a influência do receptor ACKR2 na 

inflamação e recuperação dos processos inflamatórios no tecido hepático após as 

larvas terem migrado pelo órgão e alcançado os pulmões. Nossos resultados 

demonstram um maior score de inflamação no fígado, com intenso infiltrado 

inflamatório, nos animais deficientes para o receptor ACKR2 comparados com animais 

selvagens, que apresentaram um nível de inflamação mais compatível com a 

normalidade. Esses resultados sugerem que o receptor ACKR2 podem ter influência 

na resolução dos processos inflamatórios, visto que foi demonstrado que o ACKR2 é 
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importante na resolução da resposta inflamatória em diferentes condições patológicas 

como infecções, alergia e câncer (Bonavita et al., 2016).  

Posteriormente, estudamos o papel do receptor atípico de quimiocinas ACKR2 

na infecção crônica por A. suum, onde infectamos os animais três vezes com 2500 

ovos, com um intervalo de quatorze dias entre as infecções. Ao avaliar a carga 

parasitária dos animais, observamos também o fenômeno de proteção nos animais 

ACKR2-/-, demonstrado anteriormente após múltiplas exposições ao parasito em 

animais WT (Nogueira et al., 2016). Mesmo com essa proteção em relação a carga 

parasitária, observamos um aumento dos níveis de hemoglobina no BAL dos animais 

ACKR2-/- decorrente do processo inflamatório, que não foi constatado em animais WT, 

além do exsudato proiteico no BAL destes animais que se encontra ainda mais 

elevado que nos animais selvagens. Ao avaliar o perfil leucocitário, observamos que 

após reinfecções com A. suum há uma intensificação do infiltrado leucocitário nas vias 

aéreas dos animais ACKR2-/-, caracterizado pelo aumento de eosinófilos, neutrófilos 

e linfócitos, comparados com animais WT. Essa intensificação da resposta 

inflamatória nas vias aéreas foi acompanhada de um aumento na produção de IgA no 

BAL destes animais. A mensuração de MPO e EPO no tecido pulmonar, score 

histopatológico e a leucocitose sanguínea se mostraram elevadas em ambos grupos 

experimentais, sem diferenças significantes. Essa exacerbação da resposta 

inflamatória nas vias aéreas dos camundongos deficientes para o ACKR2 foi capaz 

de refletir em uma piora ainda mais intensa da função pulmonar destes animais, 

caracterizada por uma piora em medidas de volume como FEV50, IC, perda de 

elasticidade pela diminuição da Cdyn, além de maior resistência a entrada de ar no 

pulmão pela diminuição do índice de Tiffeneau e aumento da resistência pulmonar. 

Então, esses resultados demonstram que a ausência do ACKR2 não interfere na 

eliminação do parasito após reinfecções. Contudo, este receptor ainda possui um 

papel regulatório importante na inflamação e na fisiopatologia pulmonar causada pelo 

parasito.  

Ao avaliar quimiocinas importantes na resposta imune da ascaridíase crônica, 

observamos um aumento da produção da citocina IL-4 e IL-1β, e uma diminuição da 

citocina IL-12 em ambos grupos de reinfecção. Foi demonstrado que após múltiplas 

exposições, a resposta imune protetora contra o A. suum é a resposta Th2, verificada 

pelo aumento de citocinas características dessa reposta como IL-4  (Nogueira et al., 
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2016). Como discutido anteriormente, a reposta imune do tipo 2 é amplamente 

estudada e considerada a resposta protetora primária a uma variedade de helmintos 

parasitas. Ela é iniciada por células inatas que promovem a diferenciação dos 

linfócitos Th2, produção de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, e amplificação do 

recrutamento de células inatas que são responsáveis por sustentar a resposta Th2, 

resultando em uma potente e orquestrada resposta, com participação de células 

efetores e células produtoras de anticorpos (Anthony et al., 2007). Vale a pena notar 

que os helmintos parasitas são metazoários macropatógenos e não podem ser 

fagocitados. Então, o sistema imune do hospedeiro também utiliza da resposta 

humoral para combater a infecção, através do mecanismo de citotoxicidade celular 

dependente de anticorpo para eliminar o parasito. Este mecanismo ocorre quando 

células efetoras como eosinófilos e neutrófilos reconhecem anticorpos específicos 

ligados ao parasito (e.g., IgE, IgG1), resultando em um ataque citotóxico capaz de 

eliminar o helminto (Motran et al., 2018).  Esses achados relacionados ao perfil de 

citocinas sugerem que apesar da deficiência do receptor ACKR2, os animais foram 

capazes de desenvolver uma resposta Th2 protetora que é característica da infecção, 

porém sem a regulação do recrutamento leucocitário, que se mostrou muito intenso 

nas vias aéreas prejudicando a função pulmonar dos animais.  Avaliamos também a 

influência do receptor ACKR2 na inflamação hepática após reinfecções. Nossos dados 

demonstram um intenso infiltrado inflamatório no fígado dos animais, que não se 

diferiu entre os grupos infectados. 

Por fim, após estudar o papel do receptor atípico de quimiocinas ACKR2, na 

infecção aguda e crônica por A. suum, com foco no sitio inflamatório pulmonar, 

avaliamos o papel deste receptor ainda no início da primo-infecção, com foco no sitio 

inflamatório hepático, após quatro dias de infecção. Para isso, avaliamos a carga 

parasitária do fígado e do pulmão dos animais infectados. De maneira interessante e 

inesperada, podemos observar que animais deficientes para o receptor ACKR2 

possuem uma menor carga parasitária no fígado, comparados com animais WT, e que 

essa carga já se encontra elevada no pulmão nesse tempo precoce de infecção. Estes 

resultados sugerem que o receptor ACKR2 possa estar influenciando na cinética de 

migração das larvas, fazendo com que elas alcancem os pulmões precocemente.  

Realizamos a contagem total e diferencial de leucócitos no sangue e no BAL 

dos animais e mesmo neste tempo precoce de infecção, já constatamos uma 
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leucocitose aumentada tanto nas vias aéreas quanto no sangue dos animais ACKR2-

/- comparados com animais WT, indicando um possível processo inflamatório 

pulmonar. Dada essa diferença na cinética de migração larval, estudamos a 

inflamação hepática neste tempo inicial de infecção. Apesar do score de inflamação, 

e medidas de TGO e TGP aparecerem aumentados em ambos grupos experimentais 

de infecção, podemos observamos um aumento mais intenso de TGP nos animais WT 

infectados. Essas duas enzimas são biomarcadores marcadores clássicos de lesão 

hepática que podem indicar dano celular, infecção, lesão medicamentosa, intoxicação, 

tumores, traumas, dentro outros fatores. A enzima TGP é mais específica para 

indicação de lesão hepática, visto que TGO também é produzida no coração, 

músculos, rim e cérebro (Goorden et al., 2013). Além disso, as medidas das enzimas 

MPO e EPO se mostraram elevadas apenas nos animais selvagens. Esses dados 

sugerem uma inflamação hepática mais intensa nos animais WT comparados com 

animais ACKR2-/-, após quatro dias de infecção. Considerando que encontramos um 

maior número de larvas no fígado dos animais selvagens, justifica um infiltrado 

eosinofílico e neutrofílico mais intenso, associado a maiores níveis de marcadores de 

lesão hepática nestes animais. 

Tendo em vista essa possível mudança de cinética de migração larval e 

chegada de larvas precoce no pulmão de camundongos ACKR2-/-, associado a um 

maior infiltrado leucocitário nas vias aéreas, realizamos análises histopatológicas e 

mecânica pulmonar. Nossos resultados demonstram que apesar do score de 

inflamação no tecido pulmonar se encontrar semelhante em ambos grupos 

experimentais infectados, essa maior carga parasitária pulmonar nos camundongos 

ACKR2-/-, associado ao um maior infiltrado leucocitário nas vias aéreas, foi capaz de 

resultar em uma piora da função pulmonar após apenas quatro dias de infecção, 

caracterizado pela diminuição de medidas de volume (FEV50) e aumento da 

resistência da entrada de ar com diminuição do índice de Tiffeneau e aumenta da 

resistência pulmonar. Por outro lado, animais WT infectados ainda possuem sua 

função pulmonar preservada. 

Sendo assim, nossos resultados demonstram que o receptor atípico de 

quimiocinas ACKR2 é importante para o controle da carga parasitária na fase inicial 

da ascaridíase larval experimental. Sua deficiência culmina em um atraso na 

eliminação do parasito, associado a uma dificuldade em iniciar uma resposta mista 
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Th1/Th2, sugerindo sua importância na fase inicial da infecção. Além disso, a ausência 

do ACKR2 resulta em uma resposta inflamatória exacerbada e disfunção pulmonar 

mais intensa nos animais ACKR2-/-. Após múltiplas exposições, a deficiência deste 

receptor não impediu o desenvolvimento de uma resposta imune que seja capaz de 

eliminar o parasito. No entanto, o receptor ACKR2 se mostra um importante regulador 

da resposta inflamatória gerada pela infecção, controlando o nível de recrutamento 

leucocitário e limitando a perda de função pulmonar nos camundongos selvagens 

infectados. Por último, avaliamos o curso da infecção com o foco inflamatório hepático, 

com apenas quatro dias de primo-infecção por A. suum. De modo interessante, 

observamos que o receptor ACKR2 pode influenciar na cinética da migração 

hepatopulmonar das larvas, visto que encontramos uma redução de larvas no fígado 

dos animais ACKR2-/- associado a um número elevado de parasitos no pulmão neste 

tempo precoce de infecção.  
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7 Conclusão 

Nosso conjunto de dados demonstram que o receptor atípico de quimiocinas 

ACKR2 possui importante papel regulatório protetor na ascaridíase larval 

experimental. Participa no controle da carga parasitária na fase inicial da infecção, na 

resposta imune e nos processos fisiopatológicos do tecido pulmonar e hepático na 

infecção aguda e crônica por Acaris suum. Além disso, nossos resultados também 

sugerem que o receptor ACKR2 possui influência na cinética de migração 

hepatopulmonar realizada pelas larvas.   

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Papel protetor do receptor atípico de quimiocinas na ascaridíase larval 

experimental. 
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9.2 Anexo 2 

Artigo de revisão produzido durante o período de doutoramento:  Chemokines and 

chemokine receptors: insights from human disease and experimental models of 
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A B S T R A C T   

Infection with helminth parasites affects more than 1.5 billion people and is concentrated in global areas of 
extreme poverty, having a significant impact on public health, social life and the economy. Upon entry into the 
host, helminth parasites often migrate through specific tissues triggering host immunity. The immune response 
triggered by helminth infections is complex and depends on parasite load, site of infection, acuteness/chronicity 
of the infection and is species-dependent. In general, susceptibility or resistance to the infection involves the 
participation of the innate immune response and then the balance between several effector CD4+ T cells subsets, 
such as Th1, Th2, Th9, Th17, Tfh and Treg, coordinated by immune mediators such as cytokines and chemokines. 
Chemokines guide the recruitment and activation of leukocytes under inflammatory and homeostatic states. The 
chemokine system has been associated with several diseases and experimental models with a significant in
flammatory component, including infection with helminth parasites. Therefore, this critical review will highlight 
the main findings concerning chemokine responses elicited by the interaction between helminth parasites and 
the hosts’ immune system, hence contributing to the understanding of the relevance of chemokine synthesis and 
biology in the immunological response to infection by parasitic helminths.   

1. Introduction 

Parasitic helminths are divided into three main taxonomic groups: 
nematodes (roundworms), cestodes and trematodes, the latter two being 
flatworms (platyhelminths). Recent studies suggest that approximately 
1.5 billion people are infected with helminth parasites, nearly 20% of 
the human population, and thus helminths pose a significant global 
public health problem [1]. Equally important, although not dealt with 
here, is the impact of helminths that infect companion animals and 
domestic livestock causing substantial loss of production [2]. Several 
risk factors are related to the high transmission of helminths, such as 

climate, soil conditions, poverty, lack of basic sanitation and health 
education. Therefore, rural areas and low- and middle-income countries 
in Asia, the Caribbean, Latin America, and sub-Saharan Africa stand out 
among world regions most affected by parasitic helminths [3]. The 
current treatment for helminth infections is the administration of 
anthelmintic drugs [4]. Despite the effectiveness of anthelmintic ther
apy, the eradication of helminth infections has been unattainable, with 
the possible exception of Dracunculus medinensis [5], due to high rates of 
reinfection in endemic areas, the lack of effective vaccines and the rapid 
spread of anthelmintic resistance. Consequently, there is an urgent need 
to develop a precise and parasite-host understanding of the specific 
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mechanisms of the immune response in helminthic diseases to drive the 
development of more effective treatments. 

Helminth parasites have co-evolved with the host as endoparasites 
with different forms of transmission and multi-stage life cycles. Upon 
entry into the host, the parasites exhibit organ tropism and some must 
migrate through specific tissues, responsible for triggering the host im
mune system. The host immune response has developed over eons, 
acting as an evolutionary pressure on the helminth. Therefore, a 
balanced defense mechanism between susceptibility, resistance, and 
pathogenesis, often controls ongoing infection rather than entirely 
eliminating the parasite, limiting its pathological effects [6]. In contrast, 
uncontrolled helminth infections can lead to immune dysregulation and 
consequent immunopathological processes. Thus, the infection with 
helminth parasites on the host can range from mild loss of nutrients to 
anemia, malnutrition, growth retardation, tissue damage, cognitive 
impairment, organ dysfunction, and ultimately death. Concomitant with 
helminth infection in humans is the reduction in work productivity in 
global areas that are often poverty-stricken, thus compounding the 
impact on region public health and the global economy [7] (Fig. 1). 

The mammalian immune response following infection with parasitic 
helminths involves the innate immune response, including innate cells 
and coordinated epithelial release of alarmins (i.e., IL-25, IL33, TSLP) 
and chemokines, and differentiation of naive lymphocytes into several 
effector subsets. The cross-talk between innate and adaptive immune 
responses occurs via the participation of soluble mediators dominated 
by cytokines and chemokines, which are responsible for the recruitment 

and activation of leukocytes, including neutrophils, macrophages, ba
sophils to become mast cells, eosinophils, dendritic cells (DCs), natural 
killer (NK) cells, innate lymphoid cells (ILCs) and lymphocytes [8,9]. On 
the other hand, there is a significant gap in the literature on other 
important inflammatory molecules such as lipid-derived mediators, 
reactive oxygen species (ROS) and potential glycans in response to 
parasitic helminths. The balance between Th2, Th9, Th17, and, in some 
cases, Th1 immune responses, in addition to activation of regulatory T 
cells (Treg) and T follicular helper cells (Tfh), is critical for the control of 
the parasitic infection and immunopathology: the later can lead to an 
exacerbated inflammatory response, multi-organ involvement and fail
ure, that can be fatal [10]. 

Helminth parasites are potent inducers of type 2 immunity, which is 
the dominant and mainstay protective immune response against these 
parasites, and is characterized by the production of IL-4, IL-5, IL-9 and 
IL-13: cytokines that mediate antibody isotype switching to IgE and IgG1 
(mice) or IgG4 (human) in B cells, hematopoiesis of eosinophils and 
basophils, expansion and activation of alternatively activated macro
phages (AAMs) and mast cells, and goblet cell hyperplasia. CD4+ T 
helper (Th) 2 cells express the transcription factor Gata-3 and are 
important sources of these distinctive type 2 response cytokines, along 
with other leukocytes [6–9,14] (Fig. 2). Additional CD4+ T-cell effector 
subsets can participate in anthelminthic immunity. The Tfh cells that 
express the transcriptional factor BCL-6 are crucial for regulating the 
humoral response in type 2 immunity in the germinal center of sec
ondary lymphoid organs [11]. 

Fig. 1. . The importance of studying helminth parasites and their co-evolution with mammalian hosts.  

Fig. 2. . A basic generalized paradigm for im
mune reactivity after infection with a helminth 
parasite. Following infection, helminth para
sites induce a local inflammatory response with 
the production of alarmins, chemokines and IL- 
4. In addition, dendritic cells exposed to worm 
antigens migrate into lymph nodes and present 
antigens to T cells. The activated Th2/Th17 
immune responses, which involve the produc
tion of the Th2/Th17 cytokines and the pro
duction of IgE and IgG1 result in an integrated 
anti-worm response (i.e., parasite elimination, 
tissue repair and immunopathology).   
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Th1 cells that express the transcriptional factor T-bet are generally 
associated with an anti-microbial response, but may play an essential 
role during the early stage and pathological inflammation of acute 
schistosomiasis and Taenia crassiceps infection. Th1 immune response is 
characterized by the production of IFN-γ and activation of innate im
mune cells, particularly macrophages [8,12]. Th9 cells were recently 
characterized via their production of IL-9 and the expression of the 
transcriptional factors PU.1 and IRF-4. The Th9 immune response has 
been associated with worm expulsion in Trichuris muris-infected mice 
and immunopathogenesis of murine schistosomiasis, despite no differ
ences in the levels of the Th9 cytokines in the serum from acute and 
chronic schistosomiasis patients [13,14]. More studies are needed to 
clarify the role of the Th9 immune response in helminth infections in 
humans. The Th17 immune response is characterized by the production 
of pro-inflammatory cytokine IL-17A and the chemokine IL-8 (CXCL8). 
Th17 cells express the transcriptional factor RORγt and are involved in 
several neutrophilic inflammatory conditions at mucosal barrier tissues, 
including the acute stage of helminth infections [15–17]. Lastly, hel
minth infections can induce the expansion of Treg cells, characterized by 
the expression of the transcriptional factor Foxp3 and the production of 
anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-β, acting on protective im
munity by suppressing the activity of other effector T cell subsets [8,9]. 

It is important to highlight that the role of eosinophils in helminth 
infections has been widely discussed due to conflicting evidence, with 
equally convincing data presented in favor of eosinophil responses being 
anti-helminthic or protective for the parasite. Some studies showed the 
capacity of eosinophil through the release of eosinophil granule prod
ucts, such as Major Basic Protein (MBP) and eosinophil peroxidase 
(EPO), to kill helminth larvae in vitro in the presence of antibodies and 
complement [13]. However, distinct in vivo findings make this scenario 
more complex. Despite the toxicity of eosinophil granule proteins on 
both schistosomula and parasite larvae, eosinophil depletion had no 
significant impact on traditional measures of helminth disease in mice 
infected with Schistosoma mansoni [18,19]: granuloma, worm burden 
and egg content. Indeed, eosinophil depletion resulted in prolonged 
survival of larval forms of Strongyloides stercoralis [20], Angiostrongylus 
cantonensis [21] and Ascaris suum [22] in mice. Thus, while eosinophilia 
is a characteristic, if not a cardinal feature of infection with parasitic 
helminths, their exact role in the immune response is unclear. We sur
mise that as sub-types of eosinophils are defined via single-cell analytics, 
the multifaceted nature of the ‘eosinophil’ will emerge in host protection 
from infection with helminths, immunopathology in atopic conditions, 
and in promoting tissue recovery after infection or acute inflammation. 
The controversy on the role of eosinophils following infection with 
helminth parasites awaits resolution and will almost undoubtedly be 
host-parasite specific. 

It is worth noting that helminth parasites are metazoan macro
pathogens and cannot be phagocytosed. Therefore, the host immune 
system uses humoral response against worms through antibody- 
dependent cellular cytotoxicity (ADCC) mechanisms to eliminate para
sites. ADCC occurs when effector cells (e.g., eosinophils, neutrophils) 
recognize specific antibodies bound to the parasite, such as IgE and IgG1, 
resulting in a cytotoxic attack that promotes the parasite killing [23]. 

1.1. Chemokines in the context of helminth infections 

Chemokines are central regulators of the immune response and tissue 
pathology. The immune system depends on coordinated cell migration, 
activation and interaction between multiple leukocyte populations, 
which are essential for initiating, maintaining and resolving the host’s 
response to infection. Chemokines are small molecules (8–12 kDa) 
initially described as chemotactic cytokines, which play crucial roles in 
leukocyte biology by controlling cell recruitment and activation, under 
homeostatic and inflammatory states [24–26]. The chemokine system is 
complex and consists of approximately 50 ligands in humans and mice, 
divided into 4 subfamilies and distinguished by the position of two 

cysteine residues adjacent to the amino-terminal region of the protein: 
C, CC, CXC and CX3C. Chemokines are generally promiscuous, with 
some capable of binding to as many as 20 signaling receptors (G 
protein-coupled receptors (GPCR)) on the cell surface, activating signal 
transduction pathways important for cell migration and other biological 
functions. For example, CCR2 can bind several CC family chemokines, 
such as CCL2, CCL7, CCL8, CCL12, CCL13, CCL16, whereas CCR4 binds 
only to CCL17 and CCL22, while, to date the only known ligand for 
CXCR4 is CXCL12 [24–27]. In addition, a group of four atypical che
mokine receptors also contribute to the chemokine system: ACKR1 
(DARC), ACKR2 (D6), ACKR3 (CXCR7) and ACKR4 (CCX-CKR). These 
atypical receptors are structurally related to conventional receptors but 
use an alternative and non-canonical signal pathways triggered by GPCR 
activation that controls the chemokine gradient by decreasing chemo
kine levels through intracellular internalization and degradation, 
consequently down-regulating the inflammation [28]. 

Much of our knowledge about the immune system has been facili
tated by studies in animal models, particularly in mice. Studies in mice 
have been carried out to investigate all aspects of the immune response, 
including cell-mediated immunity, the humoral response, innate and 
adaptive immunity, the traffic and the role of effector cells, the role of 
inflammatory mediators (e.g., cytokines and chemokines), the protec
tive immune response against infectious agents and vaccine develop
ment. Animals are also used to model and mimic various inflammatory 
conditions in humans, such as acute and chronic infections, chronic and 
autoimmune disorders, in addition to the testing of drugs and vaccines to 
treat and prevent several diseases. The role of chemokines and their 
receptors is evaluated mainly by using experimental models, which 
allow the use of tools such as genetic knockout, neutralizing antibodies 
and chemokine receptor antagonists [27]. Although murine models have 

Table 1 
. Twelve factors that influence the translation of data from rodent-helminth 
laboratory model system.  

Infection Paradigm 

1 Mice are typically given a bolus infection; people are more likely to get low dose 
infection or trickle infection over time (acute or protracted). 

2 Experiments typically assess infection with a single species of helminth, 
whereas individuals in areas of endemic helminth infection are likely to be (or 
have been (see #3)) infected with other parasites (protozoan or helminth) or 
microbial pathogens (viral, bacterial fungal). 

3 Laboratory mice have no history of infection, whereas from birth humans 
experience viral and bacterial infections that educate the immune system.  

Individual Parameters 
4 Genetics – comparison of inbred strains of mice with ‘identical’ genomes with 

genetic heterogeneity in human populations. 
5 Differences in the microbiome. 
6 Age and Sex: while not exclusive, studies in mice have predominantly used 

males in an 8–16-week-old age range. 
7 Host Health–specific pathogen-free (SPF) healthy mice are used in model 

studies whereas helminth-infected individuals may have a range of co- 
morbidities (e.g., diabetes, obesity) that will affect immunity. 

8 Medication – individuals can be on a range of medications (see #7) that can 
modulate the immune response to infection with helminth parasites.  

The Immune System 
9 Putative differences in immune cell subtypes and immune receptor expression 

(innate immunity receptors, cytokine receptors, chemokine receptors).  

The Environment 
10 Mice are housed in a 12 h:12 h light:dark cycle in a temperature-controlled 

sanitized environment; helminths are endemic in poor world regions often with 
poor sanitation and perhaps limited access to clean water (see #s 2 & 3). 

11 Mice have free access to a standardized balanced chow diet, whereas humans 
range from obese to malnourished with variable intake of essential vitamins 
and minerals that affect immune development and activity. 

12 Stress and the release of hormones and steroids vary widely in humans whereas 
animal housing facilities aim to reduce/eliminate stress in housed rodents.  
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been critical in investigating mechanisms of the immune response, as 
well as the role of chemokines in helminth infections, some relevant 
inherent factors that influence the translation of data from 
rodent-helminth laboratory model system to clinical application should 
be taken into account for better interpretation and comprehension of 
human infection (see Table 1). In contrast, most human studies involve 
measuring chemokines in plasma and serum to evaluate their partici
pation in a range of pathological conditions. This approach suffers from 
being associative and not strictly identifying cause-effect relationships. 

The participation of chemokines has been associated with several 
diseases and experimental models with a significant inflammatory 
component such as cancer [29], pulmonary fibrosis [30], arthritis [31], 
sepsis [32], obesity [33], asthma [34], and microbial and pathogenic 
infections [35–37]. Below, we discuss the main findings concerning 
relevant aspects of the role of chemokines in helminth infections, 
highlighting data from infected humans and results obtained through 
the use of experimental models of helminthiasis. 

2. CC chemokines 

2.1. CCL1 (I-309) 

CCL1 binds with high affinity to the CCR8 receptor. CCR8 is 
expressed in steady states in humans and mice by monocytes/macro
phages, thymocytes and Treg cells [26]. Moreover, studies have 
demonstrated that CCR8 is selectively expressed upon in vitro Th2 
polarized cells [38,39]. Higher numbers of CCR8+ Th2 cells [40] and 
CCR8+ T cells [41] were found in the airway of asthmatic patients 
compared to control subjects. Therefore, the role of the CCL1-CCR8 axis 
has been investigated in several Th2 inflammatory diseases such as 
asthma [41], atopic dermatitis [42] and some helminth infections 
[43–45]. However, conflicting data from experimental models of asthma 
and human diseases make CCL1-CCR8’s role controversial and uncer
tain. Some studies have demonstrated undetectable or low levels of 
CCR8-expressing cells in human peripheral blood lymphocytes [46], 
peripheral blood monocytes [47] and asthmatic sub-mucosa [48]. In 
contrast, other studies showed high CCR8 expression in asthmatic 
airway subjects [49]. Regarding murine models, some results suggest 
that CCR8 is not essential for the development of allergic airway 
inflammation [50,51]. In contrast, other studies have demonstrated the 
importance of CCR8 in the production of Th2 cytokines and mucus [45, 
52]. Possible explanations for these discordant results about the sub
types of leukocytes expressing CCR8 and their role in Th2 inflammatory 
diseases include: limited availability of highly selective CCR8 mono
clonal antibodies and inherent differences in allergic airway diseases 
models (e.g., OVA-induce allergic airway inflammation, chronic fungal 
asthma, bleomycin-induced inflammation). 

Few studies have demonstrated the role of the CCL1-CCR8 axis in 
helminth infections. Chensue et al. demonstrated that CCR8-deficient 
mice exhibited impaired Th2 cytokine production and eosinophil 
recruitment after S. mansoni soluble egg antigen administration. These 
mice had reduced IL-5 and IL-13 (transcripts and protein) and increased 
levels of IFN-γ mRNA in their lungs and draining lymph nodes cultures. 
Moreover, increased levels of IFN-γ protein were also detected in 
draining lymph nodes. In contrast, transcripts and protein levels of IL-4 
in the lungs and draining lymph nodes cultures were unchanged [45]. 
The same investigators performed the same experimental model of 
S. mansoni infection in CCR8-deficient mice and showed decreased levels 
of IL-10 and transcripts for CCR8 in IL-10- producing T cells. Adoptive 
transfer of sensitized CD4+ T cells from wild-type (WT) into 
CCR8-deficient mice to re-established the typical Th2 immune response 
after administration of S. mansoni eggs [43]. 

Recently, Knipfer et al. studied the role of the CCR8 receptor in the 
biological functions of ILC2s. In summary, the production of CCL1 
protein was detected in supernatants of in vitro–expanded murine WT 
ILC2s upon stimulation with IL-2, IL-7 and IL-33. However, in transwell 

chemotaxis assays, CCL1 showed no chemotactic activity for ILC2s. 
CCL1 did not cause ILC2 migration, but it was essential to support their 
expansion and maintenance in vitro after alarmin-mediated activation, 
suggesting an important ILC2 function in an auto-/paracrine manner. 
Furthermore, they infected C57BL/6 and CCR8-deficient mice with the 
parasitic nematode, Nippostrongylus brasiliensis, to analyze the functional 
role of the CCL1-CCR8 axis in vivo. WT mice had increased serum levels 
of CCL1 and high expression of CCR8 in isolated ILC2s. On the other 
hand, CCR8-deficient mice exhibited increased egg production and 
worm numbers in the small intestines. In addition, these animals had no 
strong mRNA expression of CCL1 and decreased levels of ILC2s and 
eosinophils in the lungs. The impaired Th2 immunes response in CCR8- 
deficient mice infected with N. brasiliensis was accompanied by 
decreased IL-5, IL-13 and IL-9 transcripts in the lungs and small in
testines [44]. 

Taken together, these results indicate that the CCL1-CCR8 axis is 
important for the development of an efficient Th2 immune response 
during helminth infections. Unlike the controversial and uncertain data 
from human asthmatic patients and experimental models of asthma, 
results from experimental models of helminthiasis seem to be more 
consistent and more straightforward. However, few studies in this 
context make a deeper investigation of both the parasites already 
studied and of several other relevant infections necessary. As we 
mentioned before, these conflicting data may also be related to the 
different experimental conditions. Helminth infections and administra
tion of parasite antigens likely induce a much stronger Th2 response 
than the induction of allergic airway inflammation by OVA. While the 
induction of the experimental model of asthma often requires suscepti
ble mouse strains, the use of adjuvants, and even multiple challenges 
with OVA, the induction of a robust immune response triggered by 
helminth infections often occur with just a single infection or antigen 
administration. 

2.2. CCL2 (MCP-1) 

CCL2 interaction with the CCR2 receptor is essential for monocyte 
migration into peripheral tissues in several inflammatory conditions 
[53], as well as recruiting lymphocytes [54], NK cells [55], and other 
leukocytes [56]. Analyses have shown that CCL2 also influences adap
tive immunity through T helper cell polarization [57]. An important 
study demonstrated that CCL2-deficient mice immunized with 
trinitrophenol-derivatized ovalbumin in incomplete Freund’s adjuvant 
could not mount Th2 responses. Lymph node cells from the 
CCL2-deficient mice produced low IL-4, IL-5, and IL-10 cytokine levels. 
Consequently, these mice had decreased serum levels of IgG1 and did not 
perform immunoglobulin subclass switching typical of Th2 responses 
[58]. 

Participation of CCL2 in human and experimental models of schis
tosomiasis has been repeatedly demonstrated [59–61]. CCL2 levels can 
be elevated in the plasma of S. mansoni-infected patients [59], where it 
has been considered a potential early biomarker for schistosome-related 
nephropathy and renal damage [62,63]. Murine studies indicate the 
importance of CCL2 in the synchronous formation of pulmonary gran
uloma in response to S. mansoni eggs. S. mansoni-infected mice produce 
elevated levels of CCL2 during secondary egg granuloma formation 
associated with increased CCL2 mRNA transcripts. In addition, the 
administration of neutralizing anti-CCL2 antibodies reduced the sec
ondary granuloma size, and T cell depletion indicated that CCL2 pro
duction in the secondary granuloma was regulated by T cells [64]. 
Similarly, CCL2-deficient mice exhibited a 40% reduction in secondary 
granuloma compared to WT mice after administration of S. mansoni eggs 
[65]. Warmington et al. demonstrated that the CCL2-CCR2 axis con
tributes to type-2 granuloma formation during S. mansoni infection in 
mice. The infected CCR2-deficient mice were characterized by impaired 
monocyte and macrophage recruitment, decreased expression of IL-4 
mRNA and delayed onset of procollagens I and III (gene transcripts), 
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indicative of an essential role for CCL2 in the healing or resolution phase 
of granuloma formation [66]. 

Several studies have shown the importance of CCL2 in echinococ
cosis. Early studies demonstrated that Echinococcus granulosus-infected 
mice produced elevated levels of CCL2 in a time-dependent manner [67, 
68]. Furthermore, CCL2 gene expression was up-regulated in sheep in
testine four hours after infection with E. granulosus [69]. In addition, 
Dreweck et al. presented an in vitro model for E. multilocularis to model 
chemokine responses in alveolar echinococcosis patients. Peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) were cultivated in vitro with viable 
proliferating E. granulosus metacestode vesicles (Em-vesicles) and 
autologous sera, followed by cytokine and chemokine production 
detection. The results showed that early developmental stages of 
E. multilocularis infection could stimulate alveolar echinococcosis pa
tients to produce CCL2 in response to Em-vesicles [70]. CCL2 production 
has also been reported in other cestode infections. In an experimental 
model of murine neurocysticercosis, CCL2 positive cells increased in the 
brain extra-parenchymal infiltrate (subarachnoid spaces, meninges, and 
ventricles) after Mesocestoides corti- mice infection [71]. Uddin et al. 
documented that cysticerci antigens of the pig tapeworm, Taenia solium, 
can drive CCL2 production by human monocytes [72]. Recently, 
increased levels of CCL2 in the brains of humans [73] and swine [74] 
have been reported during neurocysticercosis. 

The involvement of CCL2 has also been associated with a strong Th2 
immune response provoked by nematode infections in murine models, 
such as T. muris [75], Trichinella spiralis [76], A. suum [10], N. brasiliensis 
[77] and A. cantonensis [78,79], all resulting in increased levels of CCL2. 
Intestinal epithelial cells were important sources of CCL2 in mice 
infected with N. brasiliensis [77] and T. muris [75]. Interestingly, mice 
naturally resistant to T. muris (BALB/c mouse strain) produce elevated 
serum levels of CCL2 following infection. In contrast, mice naturally 
susceptible to T. muris (i.e., AKR mouse strain) have a delayed and lower 
serum production of CCL2 than BALB/c mouse. In addition, 
CCL2-deficient mice are unable to expel the parasite, and this correlated 
with reduced Th2 responses and increased Th1 immunity, characterized 
by low levels of IL-4 and high levels of IFN-γ and IL-12 [80]; again, 
supporting the postulate that CCL2 is an essential chemokine involved in 
promoting Th2 immune responses triggered by infection with helminth 
parasites. 

Collectively, these data suggest that the ability to regulate CCL2 
production (either provoking or suppressing its production), enhancing 
or neutralizing its activity could be used to promote anti-worm defenses 
and limit immunopathology, such as hepatic and splenic granuloma 
formation following infection with S. mansoni. However, there is a 
practical limitation to this theoretical position, that applies equally to 
extrinsic/medical modulation of any chemokine/chemotactic signal: 
timing is likely critical. An exact (and perhaps individualized) data on 
the kinetics of CCL2 synthesis during the acute and chronic stages of 
infection of humans with specific helminth parasites is needed to 
develop a rational CCL2-based treatment strategy. 

2.3. CCL3 (MIP-1α) and CCL5 (RANTES) 

CCL3 and CCL5 are considered promiscuous inflammatory/inducible 
CC chemokines that bind with high affinity to the CCR1 and CCR5 re
ceptors expressed in various cell types, including monocytes and mac
rophages, T and B lymphocytes, neutrophils, NK cells, DCs and Tregs 
[24–26]. Consequently, mobilization of the CCL3/CCL5-CCR1/CCR5 
signaling axis has been explored during helminth infections, especially 
in schistosomiasis. An early study revealed that CCL3 was released after 
embolization of schistosome eggs into the lungs of immunized mice. 
Immunohistochemical localization of CCL3 identified the macrophage 
as the primary source of CCL3 in granuloma development. In addition, 
antibody-mediated neutralization of CCL3 decreased granuloma size in 
the mouse lung [81]. In accordance, Gao et al. using CCR1-deficient 
mice, showed that the size of a pulmonary granuloma was 40% 

smaller than those in wild-type mice after S. mansoni eggs administra
tion [82]. A significant reduction in granuloma area and cell recruitment 
were found in S. mansoni-infected CCL3-deficient mice, along with lower 
parasite burden and egg content [83]. These data from experimental 
models of schistosomiasis indicate that the CCL3/CCR1 axis contributes 
to the severity of pathology during S. mansoni infection. Studies in 
humans reinforce this position, showing increased amounts of CCL3 in 
plasma from individuals chronically infected with S. mansoni [83]. 

On the other hand, signaling through the CCR5 receptor may oppose 
the role to CCL3/CCR1 activity. Souza et al. demonstrated that in the 
absence of CCR5, S. mansoni infection could become highly severe in 
mice, as shown by a liver pathology, larger granulomas and reduced 
number of FoxP3+ Treg cells and increased mortality rate [84]. The 
regulatory effect of CCR5 during schistosomiasis was related to the 
CCL5/CCR5 axis due to the inhibitory effects on granuloma and fibrosis 
[85]. 

Some studies have reported the participation of CCL3 and CCL5 in 
cestode infections. For instance, increased production of CCL3 and CCL5 
by PBMCs in human alveolar echinococcosis has been reported [86]. 
Cysticerci antigens of T. solium applied to human monocytes in vitro can 
elicit CCL3 production [72], and following these data elevated CCL3 
levels were detected in cerebrospinal fluid samples from neuro
cysticercosis patients [73]. The expression of both CCL3 and CCL5 were 
also observed in swine neurocysticercosis [74] and murine experimental 
neurocysticercosis [71]. Furthermore, elevated levels of CCR5 on the 
cell surface in F4/80+ murine peritoneal cells (macrophages) were also 
found following chronic infection with T. crassiceps. Macrophages 
recruited following infection in STAT-6-deficient mice express levels 
very similar to those in uninfected mice [87]. Since that STAT-6 is a 
central transcription factor involved in the IL-4 signaling cascade that 
promotes expression of the Th2 master regulator GATA-3 [88], the CCR5 
receptor expression in macrophages during T. crassiceps-infection could 
indicate a possible role in Th2 immune response triggered by helminths. 
The mechanisms involving the macrophages and this chemotactic 
pathway need to be better explored. 

The participation of CCL3 and CCL5 chemokines has, not unex
pectedly, been demonstrated with nematode infections. Elevated serum 
levels of CCL5 were found in rats infected with T. spiralis (mRNA 
expression) [89] and T. zimbabwensis (protein) [90]. Similarly, CCL5 
production was increased in the lungs of A. suum- infected mice [10], in 
the bronchoalveolar lavage (BAL), plasma and brain of Toxocara canis- 
infected mice, and in the brain of A. cantonensis-infected mice [78]. Mice 
and rats infected with A. cantonensis showed increased levels of CCL3 
and CCL5 in the brain and blood, associated with increased eosinophilia. 
However, the kinetics of chemokine production and eosinophil recruit
ment differs between rats and mice. Only milder eosinophilic inflam
mation and a late rise of CCL3 and CCL5 (after 21 days post-infection 
(dpi)) were found in rat brains. In contrast, early eosinophilia and 
chemokine production was observed in mouse brains (after 7 dpi) [79]. 
In addition, increased levels of CCR5 mRNA expression were found in 
the muscle [91] and lungs [92] of mice infected with T. spiralis, whereas 
the expression of CCR5 in the intestine of infected mice did not change 
over time [91]. 

Moreover, mice immunized intraperitoneally with the allergenic 
protein derived from an extract of adult A. suum worms (designated 
APAS-3) developed a Th2 immune response, characterized by eosino
philic airway inflammation, increased levels of plasma IgE antibody and 
increased levels of CCL5, IL-4 and IL-5 in broncho-alveolar lavage (BAL) 
fluid [93]. Another study showed increased CCL5 production by human 
DCs exposed to the intravascular Brugia malayi microfilaria parasite 
stage [47]. In contrast, individuals infected with S. stercoralis had 
significantly lower blood levels of CCL3 and CCL5 compared with 
healthy control subjects [94]. 

CCL3 and CCL5 are promiscuous chemokines that bind to the CCR1/ 
CCR5 receptors and are involved in host immunity against parasitic 
helminths. However, the exact role of CCL3 and CCL5 is challenging to 
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access and remains unclear. It depends on which receptor they bind to, 
stage of infection, parasitized tissue, and species of parasite. Therefore, 
the regulation of CCL3 and CCL5 needs significantly more research to 
provide a fuller understanding of their specific roles in this chemokine 
axis in the context of human strongyloidiasis, and indeed helminth in
fections in humans in general. 

2.4. CCL11 (Eotaxin-1), CCL24 (Eotaxin-2) and CCL26 (Eotaxin-3) 

The eotaxins CCL11, CCL24 and CCL26 are the main eosinophil- 
specific chemoattractants. These chemokines are the most potent and 
selective CCR3 receptor agonists, identified initially as eosinophil che
moattractant [26], which is also expressed in basophils and mastocytes 
and involved in the Th2 immune responses [95]. The role of eosinophils 
has been most explored in the context of asthma, atopic disease and 
helminthic diseases, and the cells migrate in response to gradients of 
CCL11/CCL24/CCL26, the ligands for CCR3. As discussed earlier, 
eosinophilia is a hallmark featured during helminth infections, but how 
important is the role of eosinophils in worm expulsion remains unclear. 
These eosinophilic chemoattractants are released by direct stimulation 
of innate immune cells and are produced by exposure to Th2 cytokines 
such as IL-4 and IL-13 [24]. Moreover, IL-5 produced by ILC2 and Th2 
cells is an essential factor that triggers eosinophilia and plays a central 
role in eosinophil development, activation and survival [96]. 

The CCL11/CCL24/CCL26-CCR3 axis has been highlighted in several 
nematode infections. While the absence of CCR3 did not affect the ca
pacity of mice to induce peripheral blood eosinophilia in response to 
T. spiralis infection, a CCL11-CCR3 interaction was critical at the 
vascular endothelium to facilitate adhesion, trans-endothelial migration 
and accumulation of eosinophils in the jejunal submucosa during 
experimental trichinosis. In addition, CCR3-deficient mice had an 
increased T. spiralis larval burden in skeletal muscle associated with a 
lack of eosinophil accumulation [97]. Dixon et al. identified a role for 
CCL11 in murine gastrointestinal eosinophilia in response to infection 
with T. spiralis and T. muris. They noted redundancy in the system, where 
CCL24 could compensate for the absence of the CCL11 to recruit eo
sinophils [98]. 

Regarding ascariasis, increased levels of CCL11 were found in the 
caecal mucosa of pigs [99] and the serum of mice [10] infected with 
A. suum. In addition, the expression of CCL11 and CCL26 was highly 
upregulated in the lungs of A. suum-infected pigs [100]. Corroborating 
these findings, Itami et al. demonstrated that mice immunized intra
peritoneally with the A. suum allergenic protein, APAS-3, produced 
elevated levels of CCL11, IL-4 and IL-5 in BAL, which underlies airway 
hyper-responsiveness and eosinophilia [93]. In addition, PBMCs from 
individuals infected with A. lumbricoides were challenged in vitro with 
worm antigens and produced CCL24. Intriguingly this chemokine 
response was only observed in PBMCs for adults and the elderly and not 
in neonates or children, highlighting the gradual expansion of the 
anti-parasite-specific immune response repertoire [101]. A recent study 
revealed that CCL24 was the most upregulated gene in macrophages 
exposed to serum from A. suum-infected pigs or A. lumbricoides-infected 
patients [102]. Taken together, these data suggest that macrophages are 
an important source of CCL24, which assists the subsequent recruitment 
of eosinophils in ascariasis. 

A recent investigation using B. malayi-infected mice showed that 
macrophages are essential to mediate immunity against this filarial 
helminth via amplifying and sustaining CCR3-dependent tissue eosino
philia [103]. Other studies have shown the participation of the 
CCL11/CCL24/CCL26-CCR3 axis in mice infected with Heligmosomoides 
polygyrus [104], S. stercoralis [105], T. canis [106] or A. cantonensis [79] 
underlying eosinophilia. Furthermore, both CCL11 and CCL24 chemo
kines were significantly elevated in mouse brains at the late phase of 
A. cantonensis infection [78]. In contrast, the recruitment of eosinophils 
to the brain and spinal cord in eosinophilic meningitis in patients with 
angiostrongyliasis may have been the outcome of elevated CCL24 levels 

[107]. Following treatment with the anthelminthic ivermectin, the in
crease in CCL24 in patients with onchocerciasis (river blindness caused 
by Onchocerca volvulus) was correlated with parasite elimination and 
eosinophil activity [108]. 

Concerning human trematode infection, increased CCL11 levels were 
reported in pleural effusion samples from individuals infected with the 
trematode Paragonimus westermani [109]. Moreover, increased serum 
levels of CCL11 and CCL24 were found in patients with schistosomal 
myeloradiculopathy (SMR), the most common neurological manifesta
tion of S. mansoni infection. In the context of SMR, the expression of the 
CCL11/CCL24/CCL26-CCR3 axis may be further evidence for the role of 
Th2 lymphocytes in the pathogenesis of schistosomiasis [110]. Others 
have corroborated elevated serum levels of CCL11 [111] and CCL24 
[59] during human S. mansoni infection. Using experimental infection in 
mice with S. mansoni egg-antigen-induced granuloma formation, it was 
shown that CCL11 levels and the number of eosinophils were highly 
up-regulated in the lungs [112]. In addition, CCL11 and CCL24 were 
up-regulated in the liver of mice infected with S. japonicum, with the 
accumulation of eosinophils in the organ [113,114]. However, the levels 
of CCL11 and CCL24 were unchanged or undetectable in the spleen of S. 
japonicum-infected mice [114], suggesting that the production of CCL11 
and CCL24 during the experimental model of schistosomiasis is 
tissue-specific and species-dependent. 

Regarding cestodes, elevated concentrations of CCL11 and IL-5 have 
been found during human neurocysticercosis [115]. Moreover, higher 
CCL11 expression was associated with the cyst’s response after alben
dazole therapy in swine neurocysticercosis. This study hypothesized that 
the destruction of cysticerci by anthelmintic treatment exposed larval 
antigens, which induced a pro-inflammatory immune response with 
subsequent pathology [74]. Regarding E. granulosus human infection, in 
vitro production of CCL11, CCL24 and CCL26 by PBMCs was higher in 
patients with progressive alveolar echinococcosis [116]. Of importance, 
the cysteine protease contained in metacestode antigens of 
E. multilocularis inhibited the chemoattractant activity of CCL11 in mice, 
suggesting that CCL11 inactivation may contribute to the absence of 
eosinophils in the peritoneal cavity of infected mice [117]. Thus, 
although the role of eosinophils in killing parasites remains uncertain, it 
is clear that helminth infection in humans and mice elicits strong acti
vation of the CCL11/CCL24/CCL26-CCR3 axis as a component of Th2 
immunity with the potential to serve as an orchestrator or effector in the 
elimination of the parasite. 

2.5. CCL17 (TARC) and CCL22 (MDC) 

CCL17 and CCL22 are recognized by CCR4, which is upregulated by 
IL-4 and is expressed on Th2 cells, Treg cells, and Th17 cells, among 
others (CCR4 is also expressed on platelets and mediates their activa
tion) [26,118]. Considering the predominance of CCR4 expression on 
Th2 cells, the role of the CCL17/CCL22-CCR4 axis has been demon
strated in the context of allergic diseases such as asthma [119], 
dermatitis [120], eosinophilic pneumonia [121] and following infection 
with helminth parasites. 

Regarding the role of the CCL17/CCL22-CCR4 axis in schistosomi
asis, Jakubzick et al. showed that both CCL17 and CCL22 are critical for 
developing the aggressive Th2 pulmonary granulomatous response in 
mice infected with S. mansoni. In this study, CCL22 expression was 
increased after pulmonary embolization by schistosome eggs. Immu
noneutralization with anti-CCL22 antibodies decreased the number of 
CCR4-positive cells in the lungs by reducing the granuloma size. 
Moreover, neutralization of both CCL22 and CCL17 reduced collagen 
deposition, as quantified by lung hydroxyproline content, and attenu
ated the eosinophilia in the lung [122]. Burke et al. reported elevated 
CCL17 expression in the lungs of S. japonicum-infected mice [123]. In 
human schistosomiasis, some studies have also shown increased CCL17 
levels in serum, particularly in patients with severe S. mansoni-infection 
[111,124]. Increased CCL17 levels have also been noted in pleural 
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effusion samples from individuals infected with the trematode, 
P. westermani [109]. 

Other studies have shown the participation of CCL17 and CCL22 
during cestode infections [125,126]. The role of the 
CCL17/CCL22-CCR4 axis in human alveolar echinococcosis (AE) is 
controversial and remains uncertain. Studies showed that 
E. multilocularis antigen-stimulated PBMCs from AE patients and healthy 
individuals had increased production of CCL17 and CCL22 [86,125]. 
However, Hübner et al. found that antigen-stimulated PBMCs from 
healthy individuals produced higher CCL17 levels and lowered CCL22 
levels compared to antigen-stimulated PBMCs from AE patients [125], 
Kocherscheidt et al. pointed out the opposite, i.e., antigen-stimulated 
PBMCs from healthy individuals produced higher CCL22 levels and 
lowered CCL17 levels when compared to antigen-stimulated PBMCs 
from AE patients [86]. In contrast, Wang et al. demonstrated an 
increased liver CCL17 and IL-4 expression during the middle stage of 
E. multilocularis in mice [126]. 

Concerning nematode infections, up-regulation of CCL17 and CCL22 
in the liver of A. suum infected pigs treated with low doses of all-trans 
retinoic acid (ATRA) has been shown. Furthermore, alveolar macro
phages from the infected pigs treated with ATRA in vitro increased the 
production of both CCR4 ligands [100]. Skalleup et al. showed signifi
cant upregulation of CCL17 and IL-13 in the A. suum resistant pig ge
notype but not in the susceptible pig genotype [127]. In human filarial 
infection, elevated levels of CCL17 and CCL22 have been found in the 
serum of O. volvulus-infected patients. Also, CCL17 and CCL22 were 
increased transiently shortly after ivermectin treatment, contributing to 
the rapid parasite elimination [128]. In addition, microfilariae of 
B. malayi induced CCL17 and CCL22 expression in vitro by human 
macrophages, similar to those phenotypes induced by IL-4 [129]. In 
murine filariasis, caused by Litomosoides sigmodonti, genetic depletion or 
neutralization of CCL17 resulted in higher worm load and more skin 
mast cells, associated with increased vascular permeability. This sug
gests that CCL17 exerts an essential role during innate immunity influ
encing mast cell regulation of vascular permeability and consequent 
filarial worm migration [130]. Therefore, the CCL17/CCL22-CCR4 axis 
triggered in response to parasitic helminths may be necessary for pro
moting Th2 immune responses, parasite elimination and the manifes
tation of chronic inflammation with fibrosis and pulmonary granuloma 
formation. 

2.6. CCL19 (MIP-3β/ELC) and CCL21 (6Ckine/SLC) 

CCL19 and CCL21 are considered homeostatic CC-chemokines, 
constitutively expressed within secondary lymphoid tissues, regulating 
the trafficking of T and B lymphocytes and DCs. CCL19 and CCL21 are 
the only CCR7 ligands. In addition, CCR7 is critical for developing 
lymphoid organs and efficient adaptive immune responses. CCR7 
expression is dynamically regulated in DCs: upon antigen exposure and 
maturation, DCs down-regulate the expression of inflammatory che
mokine receptors and up-regulate CCR7. In contrast, CCR7 expression is 
down-regulated upon T-cell polarization into Th1 or Th2 effector subsets 
[26,131]. However, despite the importance of homeostatic chemokines 
in lymphocyte and DCs trafficking, little is known about the role of the 
CCL19/CCL2-CCR7 axis during helminth infections. 

Burke et al. showed B and T cell accumulation along with an increase 
of the CCL19 and CCL21 in the liver of S. japonicum-infected mice [113]. 
Further, it was demonstrated that a loss of B and T cells was associated 
with decreased levels of CCL19 and CCL21 in the spleen of the infected 
mice. These findings suggest a role of these homeostatic chemokines in 
the cellular migration of B and T cells from the spleen to the liver in 
schistosomiasis [114]. Moreover, another study demonstrated that he
patic stellate cells contributed to CCL21 production during the inflam
matory and fibrotic stages of murine schistosomiasis [132]. In addition, 
splenic T cells of S. mansoni-infected mice had decreased responsiveness 
to CCL21 than T cells from control mice, despite CCR7 being expressed 

at similar levels in both groups [133]. 
Several studies have demonstrated the immunosuppressive mecha

nisms related to the impairment of DC function during infection by 
T. spiralis [134], S. mansoni [135], T. suis [136], A. suum [137] and 
A. lumbricoides [138]. Indicative of the importance of CCR7 in DC 
homing to lymph nodes upon antigen exposure, Napoletano et al. 
showed that the nematode Anisakis pegreffi was able to impair the 
maturation, differentiation and migration of human DC. The results 
showed down-regulation in markers of differentiation lineage (CD83), 
costimulatory molecules (HLAII- DR and CD86) and CCR7 expression in 
the presence of live larvae and crude extracts co-cultured with 
monocyte-derived DCs [139]. These results may indicate the importance 
of the CCL19/CCL21-CCR7 axis in the immunomodulatory effects of 
A. pegreffi infection, suggesting an immobilization of DCs in the tissue 
after antigen exposure, which could impair the activation and differ
entiation of B and T cells in lymph nodes and the development of an 
effective type 2 immune response against the parasite. 

3. CXC chemokines 

3.1. CXCL1 (KC), CXCL2 (MIP-2) and CXCL8 (IL-8) 

CXCL8 (human IL-8) is a member of the CXC chemokine family that 
binds to the CXCR1 and CXCR2 receptors, primarily associated with 
neutrophil trafficking and angiogenesis. In addition, other leukocytes 
including monocytes, lymphocytes, mast cells, NK cells, basophils and 
non-leukocyte cells such as endothelial cells express CXCR1 and CXCR2. 
However, mice lack a direct homolog of CXCL8. CXCL1 and CXCL2 are 
the best-characterized CXCL8-related mouse CXC chemokines; both bind 
only to CXCR2 [26,140]. 

The Th17 immune response plays an essential role during helminth 
infections such as ascariasis [141], trichuriasis [142] and schistosomi
asis [17], which is characterized by the production of IL-17 and conse
quent recruitment of neutrophils through the interaction of 
CXCL8/CXCL1/CXCL2 chemokines [143]. Even though typically related 
to bacterial and viral resistance, neutrophils have also been linked with 
helminth infections due to their capacity to act as effector cells, even 
killing larvae [13,144]. Several studies have been conducted to explore 
the role of CXCL8-CXCR1/CXCR2 in humans and the 
CXCL1/CXCL2-CXCR2 axis in mice during helminth infections. 

Studies have shown that neutrophils are required for larval killing 
during the innate immune response against parasites, at least in part via 
a myeloperoxidase-dependent mechanism [144]. A significant neutro
phil deficit and increased larval survival were observed in 
CXCR2-deficient mice infected with S. stercoralis [145]. Interestingly, 
S. stercoralis soluble extract induced neutrophil migration through 
CXCR2 using a similar pathway of the host chemokines. These molecules 
extracted from the parasite also induced neutrophils to produce CXCL1 
and CXCL2, further enhancing the neutrophilic response [146]. More
over, S. stercoralis soluble extract also induced eosinophil migration that 
was inhibited in a dose-dependently manner by the CXCR2 antagonist 
SB225002 [105]. In contrast, a proteoglycan in a somatic extract of the 
tapeworm Hymenolepis diminuta inhibited murine neutrophil migrations 
towards CXCL1 in vitro, which was p38 MAP-kinase dependent [147]. 

Studies have also reported the involvement of CXCL2 and CXCL8 in 
nematode and cestode infections. For example, murine DCs partially 
matured by A. lumbricoides pseudocoelomic body fluid produced CXCL2, 
IL-6 and IL-12p40 [138]. In human filariasis, DCs produced CXCL8 after 
exposure to live B. malayi intravascular microfilariae [148]. Also, 
increased CXCL2 levels in mice 10 days after T. spiralis infection [67,76] 
and four hours and 100 days after E. granulosus infection have been 
reported [69]. Participation of CXCL8 has also been reported in human 
echinococcosis [70]. 

Regarding trematode infections, the granulomas induced by 
S. japonicum eggs in mice consist of numerous neutrophils in the core of 
hepatic granulomas. The neutrophils are associated with pro- 
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inflammatory cytokines and chemokines, including CXCL1 and CXCL2, 
that contribute to a local inflammatory response [149]. Furthermore the 
S. japonicum egg-specific protein SjE16.7 promoted neutrophil chemo
taxis in vivo, which was essential to induce hepatic granuloma forma
tion in mice [150]. In addition, S. mansoni egg embolization induced 
significant expression of CXCL1 and CXCL2 in mouse lungs [112]. In 
human schistosomiasis, higher levels of CXCL1 were found in the serum 
of S. mansoni-egg-positive Sudanese compared to uninfected individuals 
[151]. Interestingly, S. mansoni eggs can secrete a chemokine-binding 
protein termed SmCKBP. This protein binds specifically to CXCL8 and 
blocks its interaction with CXCR1 and CXCR2, consequently limiting 
pro-inflammatory effects and neutrophil recruitment, as an immune 
evasion strategy [152]. Two excretory-secretory products from the 
trematode Fasciola hepatica, cathepsin L and sigma class GST, partially 
activate DCs to secret CXCL2, IL-6 and IL-12p40 [153]. Lastly, elevated 
levels of CXCL8 were associated with neutrophilia and found in pleural 
effusion samples from P. westermani-infected patients with empyema 
[109]. 

It is indisputable that, upon activation, neutrophils are central 
players in host immunity during helminth infections, both in early-stage 
acute inflammation and in chronic infection. Neutrophils are rapidly 
recruited after the worm invades tissue and can directly contribute to 
parasite killing through the release of cytotoxic MPO granules. 
Apoptotic neutrophils together with IL-4 and IL-13 are also crucial for 
developing a tissue repair environment associated with the differentia
tion of alternatively activated macrophages (AAMs) in later stages of 
infection [154]. Another critical point to highlight is that the recruit
ment of neutrophils via CXCL8-CXCR1/CXCR2 signaling in humans and 
CXCL1/CXCL2-CXCR2 in mice is a hallmark of the Th17 immune 
response. Recently, the participation of Th17 and Th2 cells has sug
gested a mixed response profile during helminth infections. While 
neutrophils play a protective role, they are also responsible for patho
genic outcomes (e.g., tissue damage, granuloma formation). However, 
how the participation of the CXCL1/CXCL2-CXCR2 and 
CXCL8-CXCR1/CXCR2 axes in the protective and pathological mecha
nisms during Th17 immune responses triggered by parasitic helminths is 
not well understood, and rather than be overlooked, is deserving of more 
significant research efforts. 

3.2. CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10) and CXCL11 (I-TAC) 

CXCL9, CXCL10 and CXCL11 are inflammatory chemokines induced 
by IFN-γ and therefore intimately involved in Th1 type immunity. These 
chemokines are recognized by CXCR3, which is principally expressed by 
activated T lymphocytes, NK cells, plasmacytoid DCs and B cells subsets 
[26]. Several studies have shown an essential role of the 
CXCL9/CXCL10/CXCL11-CXCR3 axis in the pathophysiology of Th1 
predominant diseases such as viral infection [155], protozoan infection 
[156], inflammatory bowel disease [157] and autoimmune disease 
[158]. However, CXCR3 ligands act as natural antagonists of the CCR3 
receptor, which can down-regulate CCR3-mediated cell responses that 
can be mobilized in response to infection with parasitic helminths [159]. 
Despite its important function in the antagonism of CCR3 signaling, the 
role of the CXCL9/CXCL10/CXCL11-CXCR3 axis has been poorly 
explored in the context of helminth diseases. 

Some studies have shown no significant production of CXCL9, 
CXCL10 and CXCL11 in human or experimental schistosomiasis [124], 
while another report showed the expression of all three chemokines in 
S. japonicum-infected mice. In the latter study, hepatic stellate cells 
(HSCs) up-regulated CXCR3 expression and the respective ligands at 
three weeks post-infection. In contrast, six weeks post-infection both 
receptor and chemokine expressions were down-regulated. The 
down-regulated pattern during the peak of egg granulomas was associ
ated with inhibitory effects of S. japonicum soluble egg antigen. In 
addition, CXCL9 and CXCL10, but not CXCL11, inhibited the expression 
of fibrosis-associated genes Col1α1, α-SMA and Col3α1, in 

non-parenchymal cells and HSCs, suggesting their potential antifibrotic 
role in murine experimental schistosomiasis [132]. Interestingly, eo
sinophils from the peritoneal exudate of S. japonicum-infected mice favor 
the expression of CXCR3 over CCR3, suggesting the importance of 
CXCR3 and its ligands in the context of S. japonicum egg-induced liver 
granuloma in mice [160]. Moreover, the Schistosoma spp. rSm29 or 
rSh-TSP-2 proteins reduced CXCL9 production by PBMCs from patients 
infected with the HTLV-1 virus [161]. 

Concerning nematode infections, Klaver et al. suggested an impor
tant role of parasite antigens in modulating the expression of inflam
matory chemokines. They showed that soluble products from T. suis 
suppress the production of CXCL9 and CXCL10 by human DCs [136]. 
Additionally, NK cells expressed higher levels of CXCR3 only in male 
IL-4-deficient mice infected with T. muris as a result of enhanced IFN-γ 
levels and Th1 cell-dependent interactions [162]. Moreover, it has been 
shown that CD4+ CD62Llow T-cells can migrate into the large intestine. 
However, this migration occurs even after neutralizing CCR6 and CXCR3 
during T. muris-infection in mice, suggesting that other chemokine re
ceptors expressed by CD4+ T cells compensate and induce cell migration 
[163]. Finally, in ascariasis, Gazzinelli-Guimaraes et al. showed 
increased CXCL10 levels in the lungs of mice during primary exposure to 
A. suum [10]. Assessment of human ascariasis, revealed increased 
CXCL9 and CXCL11 serum levels with a typical range in patients infected 
with A. lumbricoides. Indeed, humans coinfected with A. lumbricoides 
and hookworms displayed higher levels of CXCL9 than patients with 
either single infection [164]. 

Some parasitic helminths such as Schistosoma spp. [165], T. crassiceps 
[12], T. muris [166] induce a Th1 immune response, mainly in the early 
phase of the infection, which is characterized by an intense local in
flammatory response with an increase in IFN-γ, IL-12, CXCL9, CXCL10 e 
CXCL11, resulting in recruitment and activation of macrophages, DCs, 
NK cells and Th1 lymphocytes. However, few studies have investigated 
the role of these chemokines in the context of helminthiasis. Some re
sults have shown no production of these chemokines, while others report 
an increase after infection by parasitic helminths. Therefore, further 
studies that explore determinant variables such as chemokine produc
tion kinetics and specific parasite species are needed to fully explore the 
role of the CXCL9/CXCL10/CXCL11-CXCR3 axis, since Th1 immune 
responses occur in a species- and time-dependent manner. 

3.3. CXCL13 (BLC) 

CXCL13, like many CXC-chemokines, is constitutively expressed in 
secondary lymphoid tissues, regulating the trafficking of T and B lym
phocytes, and DCs. CXCL13 is the only CXCR5 ligand and has similar 
functions to CCL17 and CCL19 previously discussed [26]. However, 
little is known about the role of the CXCL13-CXCR5 axis in helminth 
infections. 

Increased CXCL13 production can be coincident with consequent B 
and T cell accumulation in the liver of S. japonicum-infected mice [113]. 
Loss of B and T cells from the spleen of infected mice was associated with 
decreased levels of CXCL13 [114]. These results support the role of the 
CXCL13-CXCR5 axis in the migration of B and T cells from the spleen to 
the liver in schistosomiasis. However, unequivocal statements on this 
possibility await in vivo tracker studies. Murine DCs can display 
up-regulation of CXCR5 expression following infection with the nema
tode H. polygyrus. In this study, mice treated with CXCL13 neutralizing 
antibodies or CXCR5 depletion had impaired Th2 and Tfh cell responses 
in the lymph nodes and peripheral tissues [167]. Thus, the activation of 
this chemokine axis was deemed necessary to develop the Tfh and Th2 
immune responses in response to infection with H. polygyrus. 

The CXCL13-CXCR5 axis is involved in the recirculation of CXCR5+

expressing lymphocytes and mobilization of DCs following antigen 
presentation, which could suggest several roles during helminth in
fections, such as the development of an efficient specific Th2 immune 
response, associated with T cell and B cells interaction and subsequent 
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production of IgG1 and IgE. Nevertheless, the role of this chemokine 
signaling pathway is barely explored in this context. It needs to be 
thoroughly investigated in several experimental models of relevant 
parasite species and human diseases, directed towards the investigation 
of the kinetics of production of chemokines and cytokines, as well as the 
kinetics of CCR5 expression in lymphocytes and DCs following helminth 
infections. 

4. Future directions 

The chemokine system is complex and redundant, with various li
gands that bind promiscuously to several chemokine receptors. As 
illustrated in this review, several studies have reported the participation 
of chemokines in a plethora of immune pathologies, including infection 
with parasitic helminths. The presence and levels of key chemokines in 
the blood or tissue of the infected host may reflect pathogenic outcomes. 
They may be used as alternative markers of disease severity: for 
example, CCL2 in schistosome-related nephropathy and renal damage. 
The correlation of some chemokines and their receptors, such as CCR3 
and CCR4, with developing a Th2 immune response is clear. However, 
there are still many contradictory findings for chemokine response 
during parasitic infection. For instance, although the chemokine CCL1 
seems to have an important role in the biology of ILC2s cells and the 
development of the Th2 response activated by helminth parasites, it is 
still an embryonic area with only a few studies. Also, robust information 
is lacking on the mechanisms involved in the regulation of lymphocytes 
and DCs homing in response to the homeostatic chemokines CCL19, 
CCL21 and CXCL13, as well as the involvement of the typical chemo
kines of the Th1 response (i.e., CXCL9, CXCL10 and CXCL11) in the 
context of helminthiases. Given the host’s need to develop a multicel
lular immune response to combat infection with helminth parasites, it is 
intuitive to accept a prominent role for chemokines in the recruitment 
and activation of effector cells. Nevertheless, based on host-parasite 
specificity, and methodological differences with the laboratory-based 
rodent-helminth models, it is challenging to form blanket general 
statements in this area of immunoregulation. For each ‘rule’ many ex
ceptions will exist and as we have illustrated the temporal kinetics of 
chemokine mobilization following infection is critically important. 

Despite the great difficulty of translating the results from experi
mental research to humans, it is noteworthy that therapeutic approaches 
using neutralizing antibodies and chemokine receptor antagonists are 
very promising and have shown good results in vivo and clinical trials in 
inflammatory diseases such as cancer, rheumatoid arthritis, inflamma
tory bowel disease, idiopathic pulmonary fibrosis and HIV infection 
[27]. However, there is a paucity of studies in the field of immuno
therapy related to helminthic diseases. Drugs that act on the chemokine 
system can be an attractive alternative treatment for helminthiasis, since 
an increase in resistance to current drugs and reinfection in endemic 
areas has been reported. Despite extensive efforts, anti-helminth vac
cines have yet to be successfully developed and deployed. We are 
cognizant of the fact that immunotherapies (i.e., cytokine/chemokine 
neutralizing antibodies) are extremely expensive drugs that require 
multiple administration; both these facts stand as impediments to their 
use in areas where helminth parasites are endemic. 

In addition to the canonical chemokine receptors, members of the 
atypical chemokine receptor family are responsible for chemokine 
scavenging and play an essential role in regulating their availability in 
homeostatic states and several inflammatory conditions [26,28]. 
Nevertheless, little is known about the role of atypical chemokine re
ceptors in the context of helminth diseases and further studies using 
mice deficient in these receptors are needed to understand their regu
latory effects better. The challenges of studying the chemokine system in 
host-parasite interaction do not negate the imperative of developing 
precise knowledge of how helminth parasites of importance in human 
and livestock health affect chemokine biology as a novel approach to 
treat specific nematode, cestode or trematode infections in an 

Table 2 
Main findings concerning the chemokine system in helminth infections. Ba, 
basophil; DCs, dendritic cells; Eo, eosinophil; Mo, monocyte; MΦ, macrophage; 
NK, natural killer; Neu, neutrophil.  

Chemokine axis Key target Main findings in 
helminth infections 

References 

CCL1-CCR8 Mo, MΦ, 
thymocyte. Th2 
cells, T cells, NK 

↑ CCL1 [44]   

↑CCR8 expression in ILC2 
and T cells 

[43,44]   

ILC2 expansion and 
maintenance 

[44]   

Th2 immune response [43–45]   
Expansion and 
maintenance of ILC2 

[44]   

Parasite elimination [44] 
CCL2-CCR2 Mo, MΦ, T cells, 

NK 
↑ CCL2 [10,80,59–79]   

Macrophage infiltration [64–67,68,71]   
Granuloma formation [64–66]   
Fibrosis [66]   
Th2 immune response [64,80]   
T. muris elimination [80] 

CCL3/CCL5- 
CCR1/CCR5 

Mo, MΦ, T cells, 
NK, DCs 

↑CCL3 ↑CCL5 (most 
helminthiasis) 

[10,71,72, 
74–84,86,89, 
90,93,106]   

↓CCL3 ↓CCL5 
(strongyloidiasis) 

[94]   

CCR1: ↑morbidity 
↑granuloma ↑parasite 
burden 

[81–83]   

CCR5: ↓mortality rate 
↓liver pathology 
↓granuloma ↑Treg 

[84] 

CCL11/CCL24/ 
CCL26-CCR3 

Eo, Ba, Mast ↑CCL11 ↑CCL24 ↑CCL26 [10,59,77,78, 
93,98–107, 
109,110–117]   

Th2 immune response [100,110]   
Eosinophil infiltration [97,98,103, 

112–114,117]   
Parasite elimination [103,108,137]   
↑CCL24: eosinophilic 
meningitis 

[107]   

↑CCL11 ↑CCL24: 
schistosomal 
myeloradiculopathy 

[107]   

↑CCL11: pulmonary 
granuloma formation 

[107] 

CCL17/CCL22- 
CCR4 

Th2 cells, Treg 
cells, Th17 cells 

↑CCL22 ↑CCL17 [97,100,109, 
111,114, 
124–129]   

Th2 immune response [112,126,127, 
129]   

↑CCR4 expression [112]   
Aggressive Th2 
pulmonary 
granulomatous response 

[112]   

Fibrosis [112]   
Eosinophilia [112]   
Parasite elimination [127,128,130] 

CCL19/CCL21- 
CCR7 

T cells, B cells, 
DCs 

↑CCL19 ↑CCL21: B and T 
cells accumulation liver 

[113,132]   

↓CCL19 ↓CCL21: B and T 
cells loss in the spleen 

[114,133]   

↑CCR7 expression [139] 
CXCL8-CXCR1/ 

CXCR2 
CXCL1/ 
CXCL2- 
CXCR2 

Neu, Mo,NK, 
Ba, Mast cells 

↑CXCL1 ↑CXCL2 ↑CXCL8 [67–70,76, 
112,145,146, 
148,151,153]   

Neutrophil infiltration [109,112,146, 
149,151]   

Th17 immune response [146]   
Granuloma formation [112,150]   
Parasite elimination [145] 

[10,164] 

(continued on next page) 
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individualized manner. 

5. Concluding remarks 

Helminth parasites are diverse and complex metazoans that repre
sent a critical global problem, being endemic in the world’s poorest 
regions. Over the last few decades, as we highlighted in this review, a 
body of evidence has amassed in support of an essential role of che
mokines in host immunity during helminth infections (Table 2). The 

level of chemokines produced in the course of infection directly in
fluences the accumulation of activated leukocytes in tissue and, conse
quently, characterizes the profile of the immune response. Chemokines 
are essential to guide innate effector immune cells in response to 
infection and inflammation and initiate and orchestrate adaptive im
mune responses, thereby linking the innate and adaptive immune re
sponses in the proper context. Overall, inflammatory chemokines 
activated during helminth infections such as CCL1, CCL2, CCL3, CCL5, 
CCL11, CCL24, CCL26, CXCL8, CXCL1, CXCL2, CXCL9, CXCL10 and 
CXCL11, can contribute to the development of an effective immune 
response against the parasite and can increase the pathophysiological 
parameters of the disease: this is the critical balance in the host’s 
response to infection. The CCL17/CCL22-CCR4 chemokine axis plays an 
important role in driving a Th2 immune response, the primary adaptive 
immune response in most helminthiasis, and the Th17 immune 
response. Furthermore, homeostatic chemokines such as CCL19, CCL21 
and CXCL13 are critical for establishing efficient adaptive immune re
sponses through the regulation of lymphocytes and DCs homing (Fig. 3). 
Therefore, precise knowledge of the chemokine system and the immu
nological basis of the host-parasite interaction is essential to improve 
our comprehension of helminth diseases and develop new therapeutic 
strategies to minimize their harmful effects worldwide. 
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Table 2 (continued ) 

Chemokine axis Key target Main findings in 
helminth infections 

References 

CXCL9/ 
CXCL10/ 
CXCL11- 
CXCR3 

Th1 cells, NK, 
DCs, B cells 

↑CXCL9 ↑CXCL10 
(ascariasis)   

↓CXCL9 ↓CXCL10 
(trichuriasis) 

[136]   

Dynamic expression or 
no production 
(schistosomiasis) 

[124,132]   

↑CXCL9 ↑CXCL10: 
antifibrotic role 
(schistosomiasis) 

[104] 

CXCL13-CXCR5 T cells, B cells, 
DCs 

↑CXCR5 expression [167]   

Tfh cell response [167]   
Th2 immune response [167]   
↑CXCL13: B and T cells 
accumulation liver 

[113]   

↓CXCL13: B and T cells 
loss in the spleen 

[114]  

Fig. 3. . Main chemokine axes activated during helminthiasis. Overall, helminth infections induce an early release of the inflammatory chemokines CCL2, CCL3, 
CCL5, CCL11, CCL24, CCL26, CXCL8, CXCL1 and CXCL2 that are responsible for the activation and recruitment of innate immune cells, including monocytes/ 
macrophages (Mo/MΦ), neutrophils, eosinophils, immature dendritic cells (iDCs), NK cells, basophils, among others. Neutrophils, NK cells and, occasionally, eo
sinophils can directly kill the parasite, as soon as the beginning of infection. In addition to the activation of characteristic chemokines axes of the Th2 immune 
response, such as CCL17/CCL22-CCR4 and CC1-CCR8, the presence of the parasite in tissue and its excreted antigens induce a subsequent CCR7 expression in 
maturing dendritic cells (mDCs) that migrate into lymph nodes toward CCL19/CCL21, which are crucial for the development of different and efficient adaptive 
immune responses. The balance between Th1/Th2/Th17/Treg cell responses increases leukocyte recruitment and amplifies inflammatory response in tissue, resulting 
in both parasite clearance and pathological inflammation. This figure used images from Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 
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