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A elas: as criancas parasitadas...

que um dia, nio tio distante, elas possam

viver mais, sonhar mais, crescer...

e as que hoje padecem, jamais sejam esquecidas

pra que amanha nao haja mais ‘o sofrer’.
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RESUMO

Ascaridiase ¢ a geohelmintose mais frequente no mundo. Os aspectos biologicos frente a
ascaridiase ainda ndo estdo esclarecidos, bem como o0s mecanismos imunoldgicos e
histopatologicos, principalmente na fase inicial da infec¢@o. Diversos estudos mostram que o
oxido nitrico estd envolvido como mediador em outras infec¢des parasitarias e também no
processo de sobrevivéncia dos parasitos no hospedeiro. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi o estudo da influéncia do 6xido nitrico frente a infec¢do por Ascaris suum, na sua fase
inicial pela produg¢do in vitro de nitrito utilizando o reagente de Griess e a viabilidade celular
pelo ensaio de MTT em células de camundongos C57BL/6 estimuladas com antigenos
excretados/secretados de larva de A4. suum. Foram utilizados inibidores de 6xido nitrico
sintase (NOS), N-omega-nitro-L-arginina (LNMMA) e L-N6-(1-iminoetil) lisina (LNIL).
Ademais, foi analisada a carga parasitdria de animais C57BL/6 e animais geneticamente
modificados para 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS'/ "), infectados com A. suum, durante a
migracdo da larva no figado e no pulmdo. Foram avaliados também, os processos
histopatologicos, hematologicos, o perfil de citocinas séricas por CBA e a atividade da
peroxidase de eosinofilo (EPO) e mieloperoxidase (MPO) de neutréfilos nos tecidos. Os
dados obtidos mostraram que houve uma produ¢do de Oxido nitrico em células de
camundongos estimuladas com antigenos excretados/secretados de larva de A. suum e que
células estimuladas restauraram sua viabilidade quando utilizados os inibidores de NOS. Na
infeccdo experimental, foram encontrados um maior niumero de larvas no figado de animais
iNOS™ quando comparados com os animais C57BL/6 (p<0,0001). Nas analises
histopatologicas foram observadas maior area de lesdo no pulmdo e menor area de infiltrado
inflamatério no parénquima hepatico dos animais iNOS™ em relagdo aos animais selvagens.
Em animais geneticamente deficientes para iNOS a auséncia na modulacdo mediada por
citocinas, como TNF-a, IFN-y atuantes na fase inicial da infec¢@o, contribui para o fracasso
ou retardo na eliminagdo do parasito. Nesses mesmos animais houve um desequilibrio na
hematopoese observadas pela reducdo no niimero de eritrécitos e aumento substancial no
numero de plaquetas. Foi possivel observar exclusivamente em animais iNOS™ a formagio de
granulomas no parénquima hepatico. Diante desses resultados acredita-se que haja uma

participacdo de forma ativa do 6xido nitrico na infec¢@o por 4. suum.



ABSTRACT

Ascariasis is the most common geohelminth infection worldwide. The biological aspects
related to ascariasis are remain unclear, as well as immunological and histopathological
mechanisms, especially during the early phase of infection. Several studies have shown that
nitric oxide is involved as a mediator in other parasitic infections and also affects the survival
of the parasites in the host. Thus, the goal of this work was to study the influence of nitric
oxide during the early stage of infection by Ascaris suum, by in vitro production of nitrite
using the Griess reagent and cell viability by MTT assay in C57BL/6 cells stimulated by
excreted/secreted antigens of 4. suum larvae. Inhibitors of nitric oxide synthase (NOS), N-
omega-nitro-L-arginine (LNMMA) and L-N6- (I-iminoethyl) lysine (LNIL) were used.
Furthermore, we compared the parasitic load of C57BL/6 mice and animals deficient for
inducible nitric oxide synthase (iNOS™), during migration of larvae of A. suum in the liver
and lung. Histopathological and haematological procedures were also evaluated, as well as,
the profile of serum cytokines and activity of eosinophil peroxidase (EPO) and neutrophils
myeloperoxidase (MPO). The data showed a nitric oxide production in mouse cells stimulated
by excreted/secreted antigens of A4. suum larvae and these cells restored viability when
inhibitors of NOS were used. During the experimental infection, higher number of larvae in
the liver of iNOS™ were found as compared to C57BL/6 (p <0.0001). In the histopathological
analyses larger area of injury in the lung and reduced area of inflammatory infiltration were
observed in the liver of iNOS™ compared to wild type mice. In iNOS™ mice we observed an
absence in the modulation mediated of cytokines such as TNF-a and IFN-y acting in the early
phase of infection, that might contribute to the failure or delay to eliminate the parasite. In the
same animals, the hematopoiesis was affected and observed by the reduction in the number of
erythrocytes and a substantial increase in the number of platelets. The formation of
granulomas was observed only in animals iNOS™. In conclusion to the presented results, we
showed that production of nitric oxide affects parasite migration and is involved in the

immune response against A. suum.
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INTRODUCAO

1.1. ASCARIDIASE
1.1.1. Distribuicio mundial e Epidemiologia

A ascaridiase ¢ uma geohelmintose amplamente distribuida no mundo, principalmente
nas regides tropicais e subtropicais (HOTEZ et al., 2008). Estima-se que 1,2 bilhdo de
pessoas estejam infectadas e quase metade da populacdo mundial vive em areas de risco. Os
principais geohelmintos sdo constituidos por A. lumbricoides, Ancilostomideos e Trichuris
trichiura e juntos apresentam a mesma distribuicdo mundial. A Figura 1 representa as
regides mais afetadas, sendo elas: México, paises da América Central, Peru, Equador,
Colémbia, Bolivia, Guiana, Brasil, paises da Africa Sub-Saariana, paises da regifo asiatica e

Indonésia (WHO, 2010).

0000

I High (prevalence >50%)
[ Moderate (prevalence 20%-49%) %
[ Low (prevalence <20%)
=23 Endemic countries (no data available)
[ Non-endemic countries

Figura 1. Distribui¢do mundial da geohelmintose em 2009. Fonte: WHO, 2010.

O clima ¢ um dos fatores determinantes na transmissdo da ascaridiase, o qual
também estd relacionado com alta umidade, boa oxigenagdo e temperatura ideal para o
embrionamento do ovo e desenvolvimento da larva no solo (BROOKER et al., 2006), como
mostra a Figura 2. Outros fatores de grande relevancia para a alta prevaléncia sdo a

pobreza, o abastecimento de 4gua e o saneamento basico inadequado (SILVA et al., 2003).
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Nessas condigdes, outras espécies de geohelmintos podem ocorrer concomitantemente
(PULLAN E BROOKER, 2012). Apesar do declinio da incidéncia nas cidades apos a
tomada de medidas de saneamento, a ascaridiase pode ser considerada uma parasitose
reemergente, permanecendo como um grave problema de saude publica, uma vez que sdo
frequentes os relatos da prevaléncia desta parasitose em dareas urbanas, com indices
semelhantes ou mesmo superiores aos apresentados em dareas rurais (FERREIRA et al.,
1991). Outros fatores que também interferem na prevaléncia e controle estdo relacionados
com caracteristicas biologicas do parasito, dentre elas a grande quantidade de ovos
produzidos e eliminados pela fémea, por dia, nas fezes; e a viabilidade do ovo infectante no
ambiente, principalmente no peridomicilio (PULLAN E BROOKER, 2012). A dificuldade
em obter um tratamento adequado a alimentos e dguas, que na maioria dos casos ndo
passam por um processo de higienizagdo, também contribui epidemiologicamente para a
prevaléncia da doenga. Por fim, conceitos equivocados sobre a transmissao da doenga, falta
de campanhas publicas de satde e habitos de higiene inadequados da populagdo fecham o

ciclo epidemiologico da ascaridiase (PEREZ, 2001).

A. lumbricoides

I Within transmission limits
Less stable transmission

Qutside transmission limits

Figura 2. Intensidade de areas geograficas de transmissdo para 4. lumbricoides. Fonte: Pullan e Brooker,
2012.

Devido a morbidade da infeccdo ¢ da taxa de transmissdo estarem diretamente
relacionadas com o nimero de parasitos abrigados no hospedeiro, a intensidade da infec¢ao

¢ o principal indice epidemioldgico utilizado para caracterizar a ascaridiase. O grau de
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parasitismo ¢ medida pela carga parasitaria determinada pelo nlimero de ovos por grama de
fezes, sendo a técnica de Kato-Katz bastante utilizada (RASO et al., 2004). A técnica mais
utilizada para diagndstico ¢ a técnica de sedimentagdo espontanea como diagnostico da
ascaridiase (SANTOS et al., 2005). Muitas pesquisas epidemioldgicas tém focado na
intensidade da infeccdo pela idade (CHAN et al., 1994). A intensidade média da infec¢do
tende a ser elevada na infancia, principalmente em criancas de 5-12 anos e apresentar um
declinio na intensidade e frequéncia na fase adulta (GILLES, 1996).

A ascaridiase causa mais incapacidade do que morte, sendo a morbidade, como para
muitas doengas tropicais negligenciadas, normalmente avaliada por perda de anos de vida
ajustados por incapacidade (disability-adjusted life years - DALY) (MURRAY, 1996). H4
uma perda anual estimada de 1,817 milhdes de anos de vida ajustados por incapacidade
(“disability-adjusted life years”, DALYS) por 4. lumbricoides no mundo (BROOKER et al.,
2010).

1.1.2. Biologia e Transmissao

Ascaris lumbricoides adultos parasitam o intestino delgado, principalmente o jejuno
e ileo. Os parasitos podem viver durante varios anos no trato gastrointestinal humano. Os
parasitos adultos alcangcam em média 30 cm, sendo as fémeas maiores que os machos e apos
o acasalamento, cada fémea produz cerca de 200.000 ovos por dia, que sdo eliminados nas
fezes (DESPOMMIER, 2005).

A infeccdo por A. lumbricoides ocorre apds a ingestdo de ovos embrionados
contendo larva de terceiro estddio (L3), principalmente pela ingestdo de dgua e alimentos
contaminados. A eclosdo ocorre devido a fatores ou estimulos fornecidos pelo proprio
hospedeiro, como a presenca de agentes redutores, pH, temperatura, sais e concentracao de
didxico de carbono (CO,). Apoés o processo de eclosdo, as larvas L3 efetuam um longo
percurso migratdrio através dos tecidos do hospedeiro humano antes de tornarem adaptadas
para viver em seu habitat definitivo (DOLD et al., 2010). Nesse percurso, as larvas de
terceiro estddio sofrem mudas que sdo acompanhadas de transformacdes morfoldgicas,
bioquimicas e fisiologicas (DOLD et al., 2010). Assim, as larvas L3 passam pelo figado, em
seguida pelos pulmdes, onde realizam muda para L4, sdo carreadas por movimentos ciliares
e muco pela arvore bronquica, onde podem ser deglutidas e alcangarem o trato

gastrointestinal onde se desenvolvem, transformam-se em adultos e fazem postura de ovos.
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Este periodo dura cerca de 9 a 11 semanas ap0s a ingestdo do ovo (FAUST et al., 1964).

O embrionamento dos ovos ocorre no meio externo e requer a presenga de oxigénio
(DOLD et al., 2010). O desenvolvimento dos ovos, assim como das larvas L3, exige um
suprimento externo de oxigénio e a permeabilidade da casca que permita a troca gasosa

(PASSEY & FAIRBAIN, 1955).

1.1.3. Patogenia e Sintomatologia

A ascaridiase, além de causar desnutricdo, déficit de crescimento, déficits intelectual
cognitivo e educacional (WHO, 2005), pode também desencadear intolerancia a lactose e
ma absor¢do de nutrientes, como carboidratos e¢ vitamina A (TAREN et al., 1987). Em
criangas e em casos de alta carga parasitria, parasitos adultos de A. lumbricoides podem
aglomerar-se no ileo e causar obstrucao parcial. Graves consequéncias podem ocorrer, como
a obstrug¢do completa, levando a perfuracdo e infarto intestinal (KHUROO et al., 1990).

Durante a passagem pelo figado a larva pode causar reagdes exacerbadas no
parénquima hepatico, como necrose e intenso recrutamento de infiltrado inflamatorio, como
neutrofilos e eosinofilos, principalmente nos locais onde houve a passagem da larva L3.
Nessa fase, quando em infec¢des baixas e moderadas, praticamente nenhum sintoma ¢é
observado (PEREZ, 2001). Durante a migragdo pelo pulmao, a larva L4 pode levar a ruptura
do parénquima pulmonar, como por exemplo, dos alvéolos pulmonares. Intensa resposta
inflamatoria € observada devido a presencga de antigenos do parasito; dependendo da carga
parasitaria, pode ocorrer dispnéia, tosse intensa e febre (DOLD et al., 2010). O tamanho dos
exemplares adultos de A. lumbricoides depende do nimero de formas albergadas pelo
hospedeiro e do seu estado nutricional. Eventualmente, em infec¢des macicas, ou quando
sofrem alguma agdo irritativa, os parasitos podem dirigir-se para outros locais diferentes do
seu habitat normal, promovendo eliminag¢do de parasitos pela boca e narinas, ou migracao
para regides anOmalas como ouvido médio, trompa de Eustdquio, apéndice cecal, vias
biliares, traquéia, bronquio ou seios da face Em seu habitat no hospedeiro, os parasitos se
nutrem de microrganismos e materiais semidigeridos existentes na luz intestinal, podendo
levar & debilidade do estado nutricional do hospedeiro (PEREZ et al., 2001; CROMPTON
et al.,2002).



1.1.4. Resposta imunoldgica durante a ascaridiase

Apesar da capacidade de induzir forte resposta imune, os ascaridideos sdo refratarios a
resposta imunologica, estabelecendo infecgdes cronicas durante a vida do hospedeiro
(BETHONY et al., 2002). Estes parasitos possuem ciclo de vida que passa por uma
sucessdo de fases de desenvolvimento, estdgio-especifico e por uma série de tecidos como
figado, pulmdes e intestino (MAIZELS et al., 1999). A. lumbricoides, assim com outros
geohelmintos, sdo capazes de induzir a producdo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
13; a expansdo e a mobilizagdo de mastdcitos, de eosindfilos e de basofilos (MAIZELS et
al., 1993), em um padrdo de resposta conhecida como T-helper 2 (Th2) (MOSMANN et al.,
1989). Além da produgdo de citocinas, os mecanismos funcionais efetores impulsionados
pela resposta Th2 a infeccdo incluem principalmente eosinofilos, produgdo de
imunoglobulina E especifica e policlonal, desgranulacdo dos mastocitos, hiperplasia de
células e aumento de secrecao de muco (BRADLEY et al., 2004).

A sobrevivéncia de A. lumbricoides sugere que o parasito consegue alcancar de
alguma forma um parasitismo equilibrado, em que a transmissao se mantém constante e a
morbidade aguda evitada. Alguns destes mecanismos de imunoregulagdo podem também
beneficiar o hospedeiro, bloqueando a progressdao da infec¢do (YAZDANBAKHSH et al.,
2002). Este estado ideal homeostatico certamente necessita de um ambiente rico em
diversos mecanismos de regulacdo, sendo a IL-10 a principal citocina reguladora produzida.
No entanto, o seu papel na manutengdo da cronicidade ainda ndo ¢ clara (MAIZELS et al.,
2004). Geiger e colaboradores (GEIGER et al., 2002) relataram que a produgado de IL-10 foi
elevada em individuos infectados com Ascaris, enquanto TURNER et al., (2003) relatam
uma diminui¢do na producao de IL-10.

Pouco ¢ descrito a respeito da resposta imunoldgica na fase inicial da ascaridiase.
GAZZINELLI-GUIMARAES et al, demonstraram que ha uma producdo de citocinas
mediada por células do tipo Th2, como IL-5 e IL-13 como também do tipo Thl, ao exemplo
TNF-o. A intensa participacao de eosin6filos no processo de eliminac¢io do parasito também
é observado (GAZZINELLI-GUIMARAES et al, 2013). A produgio de IL-6 também tem
sido observada na fase inicial da infec¢do por Ascaris. Durante a migracdo das larvas pelo
figado existe uma forte resposta inflamatoria. Na passagem das larvas pelo pulmao, quando
estas comecam a migrar para o intestino delgado, o infiltrado neutrofilico da lugar a células

mononucleares e eosinofilos no tecido (GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2013). Porém,
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ndo estd completamente elucidada a resposta imunoldgica, bem como os mecanismos
histopatologicos no inicio da infec¢do por Ascaris sp. Diversos sdo os processos biologicos
envolvidos e o oxido nitrico ¢ um mediador que tem se mostrado importante durante a
resposta inflamatéria mediada por células em certas infecgoes (LIEW et al., 1991,

STEVENSON et al., 1995; BRUNET et al., 1999).

1.2. Oxido nitrico
1.2.1. Definicao

O oxido nitrico ¢ um radical livre, gasoso e inorganico (BECKMAN et al., 1996).
Os primeiros achados foram feitos através de observagdes de que altas concentracdes de
NOs. (nitrato) tinham uma associagdo com diarréia aguda em criangas e tinha associagdo
com o sistema imunoldgico (HEGESH et al., 1982). As observacdes de que animais
portadores de uma deficiéncia de macrofagos apresentavam baixa excre¢do de NOs-
reforcaram a relacdo entre o sistema imune ¢ NO3;- (SNYDER et al., 1992). Estes dados,
juntos a demonstra¢do da produgdo in vitro de NOs- e NO;- (nitrito) por macrofagos de
camundongos, em resposta ao lipolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, estabeleceram, de
forma definitiva, uma associacdo entre a presenca de macrofagos, a resposta imune e a
sintese de NO;- (STUEHR, 1985). Estudos desenvolvidos por HIBBS et al (1987),
esclareceram a origem do NOs-, estabelecendo a L-arginina como o aminodcido essencial
para a sua producdo. Esses pesquisadores estudaram os mecanismos envolvidos nas reagdes
citotoxicas mediadas por macrofagos e verificaram que as atividades tumoricida e
bactericida dos macrofagos eram dependentes de L-arginina e inibidas por um andlogo
desta, a NG- monometil-L-arginina (LNMMA).

A sintese de 6xido nitrico resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidino
da L-arginina, que ¢ convertida em L-citrulina. Esta reacdo ¢ catalisada pela enzima 6xido
nitrico sintase (NOS). Uma variedade de isoformas de NOS tem sido purificada em
diferentes tecidos de mamiferos e muitas ja tiveram seus genes clonados. Estudos
bioquimicos e andlise sequencial de aminodcidos revelaram que estas isoformas
representam uma familia de proteinas e, aparentemente, sdo produtos de trés genes distintos
(MONCADA, 1991). Assim, as isoformas da NOS sdo agrupadas em duas categorias, a
NOS constitutiva (c-NOS), dependente de fons célcio (Ca®") e de calmodulina e envolvida

na sinalizacdo celular, e a NOS induzivel (iNOS ou NOS2), produzida por macrofagos e
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outras células ativadas por citocinas (MONCADA, 1991).

1.2.2. Importancia do éxido nitrico

O ¢6xido nitrico resultante da ativacdo da iNOS possui agdo citotoxica e citostatica,
promovendo a destrui¢do de microrganismos e parasitos (GAZZINELLI et al., 1992;
CHAN et al., 1995; CERVI et al., 1998; PFARR et al., 2001; SIBILLE et al., 2004). A
citotoxidade do oxido nitrico resulta da sua agdo direta ou da sua reacdo com outros
compostos liberados durante o processo inflamatorio. A base bioquimica para a ac¢ao direta
do 6xido nitrico consiste na sua reacdo com metais (especialmente o ferro) presentes nas
enzimas do seu alvo (MONCADA, 1991). Desta forma, s3o inativadas enzimas cruciais
para o ciclo de Krebs, para a cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e para
o mecanismo de proliferagdo celular. Em processos infecciosos, células ativadas como
macrofagos, neutrofilos e células endoteliais secretam simultaneamente 6xido nitrico e
intermediarios reativos do oxigénio, € a agdo citotdxica indireta do 6xido nitrico consiste,
principalmente, na sua reacdo com esses intermediarios do oxigénio. Uma agdo tdxica

cooperativa de 6xido nitrico e anion superdxido (O;’) resulta na formagdo de peroxinitrito

(ONOO"), um poderoso oxidante de proteinas. O ONOO™ pode, posteriormente, protonar-se

na presenca de ion hidrogénio (H"), originando um radical altamente reativo e toxico, o

hidroxil (HO"), aumentando efetivamente a a¢do toxica do NO e do O, (BECKMAN et al.,
1996). Evidéncias apontam a contribuicdo de o¢xido nitrico para algumas condicdes
patoldgicas como asma (HAMID et al., 1993), artrite reumatdide (SAKURALI et al., 1995),
lesdes ateroscleroticas (BUTTERY et al., 1996), tuberculose (NICKOLSON et al., 1996),
esclerose multipla (BAGASRA et al., 1995), Alzheimer (VODOVOTZ et al., 1996) e
gastrite induzida por Helicobacter pylori (MANNICK et al., 1996).

Atualmente, estd bem estabelecido que o 6xido nitrico tem um papel crucial na
protecdo do vaso sangiiineo. Esta a¢do esta associada a manutencdo do tonus vascular. O
tonus vascular ¢ normalmente mantido por uma constante liberacdo de quantidades infimas
de oxido nitrico sempre que hd um aumento do atrito exercido pelas células circulantes
sobre a camada endotelial do vaso (shear-stress), resultando em uma discreta vasodilata¢ao
(WENNMALM et al., 1994). Além disso, a pressdo sangiiinea e o fluxo pulsatil contribuem

para regular a liberacdo de 6xido nitrico em condic¢des fisioldgicas. Experimentos com



modelos animais comprovam que a inibicdo de 6xido nitrico resulta em um aumento
dréstico da pressao arterial (NAVA ef al., 1995). Além disso, a prevencao da agregacdo
plaquetaria pode ocorrer apos elevagio da GMPc e diminui¢do do Ca® intraplaquetério
(VASTA et al., 1995).

Assim, o oxido nitrico ¢ o principal mediador citotoxico de células imunes efetoras
ativadas e constitui a mais importante molécula reguladora do sistema imune. Tem um
papel como mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais. No entanto
o 6xido nitrico, em determinadas quantidades, ¢ potencialmente toxico. A toxicidade se faz
presente, particularmente, em situacdes de estresse oxidativo, geracdo de intermedidrios do
oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante.

O uso de inibidores de 6xido nitrico tem mostrado um efeito benéfico em varias
patologias, como por exemplo na.artrite induzida experimentalmente em animais, em que o
uso de inibidores promove atenuacdo dos sinais clinicos e histologicos da doenga, e na
glomerulonefrite, em que diminuicdo da deposicdo de complexos imunes nos rins e
consequente melhora clinica ¢ observada apds tratamento com inibidores de 6xido nitrico
(MOILANEN et al., 1995). No diabetes dependente de insulina (tipo I), induzido
imunologicamente, estudos demonstraram que a destruicdo de células pancredticas beta ¢é
mediada pelo 6xido nitrico e as primeiras tentativas de inibir a iNOS foram satisfatorias
(KRONCKE, 1997). Novamente, a inibi¢do seletiva da iNOS induz melhora substancial dos
sinais clinicos de rejei¢do apds transplante renal (ALBRECHT, 2000).

1.2.3. Oxido nitrico e as parasitoses

Como os parasitos se apresentam nas mais variadas formas e tamanhos e muitas
vezes provocam diferentes respostas imunoldgicas, ¢ surpreendente que a produgdo de
oxido nitrico durante as parasitoses seja um achado comum. O aumento da producgdo de
oxido nitrico ¢ mediada pela presenca da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em
resposta a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias durante exposicdo a antigenos de
parasitos. Citocinas induzidas por parasitos como IFN-y, TNF-a podem estimular a
expressdo de iNOS em hospedeiros infectados. A resposta eficaz de iNOS ¢ facilitada pela
presenga da enzima em praticamente todas as células. A atividade da enzima ¢ independente
da sinalizagdo de cdlcio e resulta em producdo prolongada de niveis elevados de oxido

nitrico (LAURA, 2001).



Desde a sua descoberta, o 6xido nitrico tem sido implicado numa variedade de
infecgdes parasitarias. Dado o seu potencial antimicrobiano conhecido, o 6xido nitrico
medeia uma resposta imunoprotetora em diversas infec¢des por protozoarios (BRUNET,
2001). No entanto, um equilibrio entre a indu¢do de 6xido nitrico antiparasitario, que resulta
na eliminagdo ou controle do parasito e na indugdo de 6xido nitrico por efeitos citotoxicos,
que resultam em danos teciduais do hospedeiro, precisa ser atingido para o beneficio do
hospedeiro. Se a producdo de 6xido nitrico deixa de ser regulada a morbidade aumenta
(BRUNET, 2001). Considerando que os protozoarios parasitos possuem uma resposta
imune do tipo Thl, caracterizada pela produ¢do de citocinas pré-inflamatorias e imunidade
mediada por células, as infecgdes por helmintos tipicamente induzem respostas de tipo Th2
caracterizada, como descrito, pela producdo de citocinas anti-inflamatdrias, causando
eosinofilia e mastocitose. A partir dessa premissa, seria esperado o papel do 6xido nitrico
fosse limitado ou de pouca importancia durante a infecgdo helmintica. Estudos, porém,
sugerem exatamente o contrario sendo de grande interesse o papel do o0xido nitrico durante
a infeccao por helmintos (BRUNET, 2001). Em helmintos a atividade da enzima que produz
oxido nitrico foi encontrada na parede muscular de vermes adultos de Brugia malayi,
Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema filariae (PFARR et al., 2001). Também tem sido
demonstrada em Schistosoma sp. (LONG et al., 2004) Brugia malayi (PFARR et al., 2001)
em diferentes estruturas nervosas (entérica, central e periférica) e na hipoderme de Ascaris
suum (BASCAL et al., 1995; BOWMAN et al., 1995; BASCAL et al., 2001).

No sistema imune e na inflamacdo, o 6xido nitrico enddgeno parece exercer efeitos
pro e antinflamatérios (NATHAN, 1992). Os efeitos pro-inflamatorios do 6xido nitrico ndo
sdo evidentes sob condi¢des fisiologicas agudas, podendo, nestes casos, mediar fungdes
anti-inflamatodrias, como a inibicdo de adesdo de neutrofilos, atividade da cicloxigenase e
formagao de citocinas (SCHMIDT et al., 1994). Durante a resposta imune mediada por
células, a maioria das células adquire a capacidade de expressar a forma de 6xido nitrico
induzida (NATHAN et al., 1994). A acgdo do 6xido nitrico depende da célula T reconhecer
um antigeno especifico, embora sua acdo na resposta imune mediada por células nao seja
especifica (SCHMIDT et al., 1994). A expressdo dos antigenos Ia por macrofagos murinos
torna-se crucial para que haja a interagdo com linfocitos T e conseqiiente secre¢ao de IFN-y,
um importante co-indutor da sintese de 6xido nitrico (XIE et al., 1992; THOMPSON et al.,
1998). Todavia, pesquisadores relatam que o LPS inibe a expressdo de antigenos la por

macrofagos estimulados por IFN-y (FIGUEIREDO et al., 1989). Entretanto, SICHER et al.
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(1994) atribuiram ao 6xido nitrico a responsabilidade por este efeito do LPS, propondo
ainda que o 6xido nitrico sirva como um mecanismo de feedback, prevenindo a excessiva
ativacao das células T e producdo de 6xido nitrico. Neste contexto, possivelmente o 6xido
nitrico possa ser visto como um modulador imune (SCHMIDT et al., 1994). IFN-y, TNF-a e
MIF (fator inibidor de macrofagos), apos interagirem com seus receptores nos macrofagos,
desencadeiam sinais intracelulares que culminam com a ativa¢do da enzima 6xido nitrico.
Por outro lado, citocinas como a IL-4, IL-10 e TGF-B, quando ocupam seus receptores,
desencadeiam sinais intracelulares que resultam na inibigdo da sintese de 6xido nitrico
(CUNHA, 1995).

Assim, a modulacdo da resposta imune mediada pelo 6xido nitrico em infecc¢des
parasitarias ja foi descrito em alguns trabalhos (LIEW ef al., 1991; STEVENSON et al.,
1995; BRUNET et al., 1999) porém, estudos relacionando o 6xido nitrico em infec¢des por
Ascaris sp. estdo escassos até o momento. Para tal, visa estabelecer, através deste trabalho,
um maior esclarecimento ¢ entendimento dessa molécula na modulagdo do sistema
imunoldgico na fase inicial da ascaridiase experimental, apds infeccdo de camundongos por

A. suum.
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2. JUSTIFICATIVA
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JUSTIFICATIVA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2012), aproximadamente um
quarto da populacdo mundial estd infectada por A. lumbricoides e mais da metade esta sob
risco de infec¢do. O impacto ¢ consideravel e reflete em uma perda anual estimada de 1,817
milhdes de anos de vida ajustados por incapacidade (“disability-adjusted life years”,
DALYSs) desencadeada pela infec¢do por 4. lumbricoides no mundo (BROOKER et al.,
2010).

Considerada como doenca tropical negligenciada, a ascaridiase pode ser
caracterizada pela cronicidade da infecc¢do, visto que os parasitos tém a capacidade de
sobreviver no hospedeiro por muitos anos, mesmo diante de uma forte resposta imune
induzida. E também a parasitose geohelmintica mais frequente no mundo, atingindo na sua
maior totalidade comunidades carentes ¢ criancas em idade escolar. Essas criangas
frequentemente apresentam desnutricdo, déficit de crescimento, cognitivo e educacional
(WHO, 2005). Frequentemente a agdo do parasito causa intolerdncia a lactose e ma
absor¢do de nutrientes, como vitamina A (TAREN et al., 1987). Em criangas pequenas,
parasitos adultos de 4. lumbricoides podem aglomerar-se no ileo e causar obstrugdo parcial
€, em casos mais graves, a obstru¢do completa deste, levando ao infarto e/ou perfuragdo
intestinal (KHUROO et al., 1990).

Somado-se a tudo isso, estudos envolvendo a biologia, bem como os mecanismos
envolvidos na evasdo da resposta imunologica e histopatologica durante a fase inicial da
ascaridiase, sdo escassos. Neste contexto, a relevancia da participagdo do 6xido nitrico ndo

esta elucidada, mostrando, portanto, a necessidade de estudo sobre o assunto.
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3. OBJETIVOS
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do 6xido nitrico durante a fase inicial da ascaridiase na infecg¢ao

experimental por Ascaris suum.

3.2. Objetivos especificos:

3.2.1. Avaliar in vitro a producdo de 6xido nitrico em macréfagos apos a estimulacdo

com antigenos excretados/secretados de A. suum;

3.2.2. Avaliar a viabilidade de macrofagos estimulados com antigenos
excretados/secretados de A4. suum utilizando inibidores da producdo de 6xido nitrico

sintase;

3.2.3. Avaliar in vivo a carga parasitiria em animais C57BL/6 e geneticamente

deficientes para iNOS durante infec¢do por 4. suums;

3.2.4. Analisar as alteragdes histopatologicas do figado e do pulmdo de animais

C57BL/6 e geneticamente deficientes para iNOS durante a infec¢ao por 4. suum;

3.2.5. Avaliar a produ¢do de citocinas séricas em animais C57BL/6 e geneticamente

deficientes para iNOS durante a infec¢do por A. suums

3.2.6. Analisar o perfil hematologico de animais C57BL/6 e geneticamente deficientes

para iNOS durante a infec¢@o por 4. suum;

3.2.7. Analisar o nivel de infiltrado celular do figado e do pulmao indiretamente pela
atividade de enzimas peroxidase de eosindfilos e mieloperoxidase de animais C57BL/6

e geneticamente deficientes para iNOS durante a infec¢do por 4. suum.
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METODOLOGIA

4.1. Manutencao da cepa de Ascaris suum

4.1.1 Grupos experimentais

Para a infec¢do experimental foram utilizados no total 58 animais C57BL/6 e 58
animais geneticamente deficientes para iNOS e os procedimentos realizados sdo descritos na
Figura 3. Todos os animais eram fémeas, entre 6 e 8 semanas de idade e foram obtidos no
Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR).

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Parasitologia do
ICB/UFMG, em temperatura ambiente e a iluminacdo era controlada automaticamente por
um relogio temporizador em ciclos de 12 horas (claro — escuro). Para o acesso ao biotério
foi realizada uma lista de procedimentos, como o uso de equipamentos de protecdo
individual, incluindo luvas, propé, touca e mascara, bem como o manuseio correto dos
animais dentro deste local. O interior do biotério possuia uma area de quarentena onde os
animais recém chegados foram submetidos previamente ao tratamento subcutdneo com
ivermectina 0,2% em 20 mg de peso vivo por animal (Ouro Fino, Brasil) e aguardaram
durante 14 dias até que os experimentos fossem realizados (Klement et al., 1996). Passado o
periodo de quarentena os animais foram entdo transportados ao biotério central, o qual
possuia um acesso especial da area de quarentena.

Os animais foram mantidos em gaiolas plésticas, em grupos de quinze animais. A
limpeza das gaiolas foi feita duas vezes por semana, com agua, detergente e hipoclorito de
sodio 1%. Além disso, foram fornecidas racdo granulada balanceada (Labina, Cargill
Nutri¢do Animal, Brasil) e agua potavel ad libitum. Além disso, a racdo e a maravalha
foram autoclavadas durante toda a semana. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité

de Etica no Uso de Animais da UFMG, de acordo com o protocolo 27/2013.
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Grupos experimentais
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Figura 3. Delineamento experimental.

4.1.2. Parasitos

Parasitos adultos de 4. suum foram recuperados de suinos em um matadouro do
municipio de Iguatama, Minas Gerais e mantidos em frascos contendo solu¢do tampao de
fosfato salina (PBS), até o transporte para o Laboratorio de Imunologia ¢ GenOmica de
Parasitos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

onde foram processados para a recuperagdo de ovos contidos nos tteros das fémeas.
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4.1.3. Embrionamento dos ovos

O embrionamento dos ovos de A. suum foi realizado conforme descrito por
GAZZINELLI GUIMARAES et al. (2013) com algumas modificagdes. As fémeas foram
separadas dos machos em uma placa de Petri (Figura 4A) dispostas retilineamente (Figura
4B), cortadas longitudinalmente (Figura 4C), os uteros foram retirados (Figura 4D),
colocados em crisol e macerados cuidadosamente com bastdo de porcelana (Figura 4E). Os
ovos foram purificados em tamis de 100 um e mantidos em cultura para embrionamento a
0,2 M de H,SO4 (Figura 4F) e foram entdo estocados em garrafas de culturas na
concentragdo de 25 ovos/puL em 50 mL de meio e mantidos em estufa a 26°C por 70 dias
(ERIKSEN, 1990).

Durante a incubagdo, as suspensdes de ovos foram oxigenadas 3 vezes por semana
por agitacdo manual. A taxa de embrionamento e o estigio de desenvolvimento foram

avaliados por microscopia optica no aumento de 100X a cada 10 dias.

Figura 4. Procedimento para retirada do titero e embrionamento dos ovos em cultura.
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4.1.4. Inducio da eclosao das larvas de 4. suum

Para a inducdo da eclosdo das larvas de A. suum foi utilizado um método
padronizado de eclosdo das larvas para Toxocara canis, usando HBSS (solucdo tampao de
Hank) (PONCE-MACOTELA et al., 2011), com algumas modifica¢des. Os ovos mantidos
em H,S04 apés 70 dias de cultura foram centrifugados a 400 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Apds o descarte do acido, os ovos foram ressuspendidos em solugao
de hipoclorito de s6dio a 5% e incubados a 37° C e 5% de CO, por 2 horas para rompimento
da membrana exterior dos ovos. Apds a incubagdo, os ovos totalmente embrionados foram
separados dos ndo embrionados por centrifugacdo a 300 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Os ovos embrionados foram concentrados no sobrenadante, que foi lavado cinco
vezes em 20 mL de PBS por centrifuga¢do a 700 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O sedimento contendo os ovos embrionados foi ressuspendido em solucdo de
Hank pH 2,0, seguida de incubagdo durante 30 minutos a 37 © C e 5% de CO,. Finalmente,
os ovos embrionados foram centrifugados a 700 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente, cultivados em placas de 24 wells na concentra¢do de 10.000 ovos/mL em meio
RPMI-1640 (SIGMA, EUA) em pH 7,2 suplementado com 4% de penicilina/streptomicina
(Invitrogen, EUA), para a induc¢do da eclosdo in vitro das larvas. A cultura foi mantida

durante duas semanas.

4.1.5. Producio de antigenos excretados/secretados de larva de A. suum

Apds a eclosdo das larvas, o sobrenadante de cultura, que contém os antigenos
excretados/secretados, foi recolhido a cada 24 horas durante duas semanas de cultura e
sistematicamente  substituido por meio RPMI suplementado com 4% de
penicilina/streptomicina (Invitrogen, EUA). Apos a coleta, o sobrenadante foi centrifugado
a 800 g durante 10 minutos a 4°C para separar os antigenos excretados/secretados de cascas
de ovos e larvas mortas. Os sobrenadantes foram congelados a -80°C até a preparagdo dos
antigenos. Assim, apds o periodo total de incubagdo, todos os sobrenadantes foram
agrupados em tubos FALCON 50 mL e concentrados em alta centrifugacdo em tubos
Centricon 10kDa (Millipore, EUA). A suspensdo contendo antigenos foi filtrada em filtros
de seringa com poro de 0,22 pum (BIOFIL®, EUA) para garantir esterilidade e a
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concentragdo protéica foi dosada por kit BCA (Pierce Chemical, EUA). Os produtos

excretados/secretados foram aliquotados e armazenados a -80°C até o seu uso.

4.2. Obtencao de macrofagos peritoneais de camundongos

Para obten¢do de macrofagos peritoneais de camundongos foram inoculados, por via
intraperitoneal, 2 mL de tioglicolato 3% (BD, EUA) (ROPERT ef al,, 2001) em 6 animais
C57Bl/6 fémeas de 6 a 8 semanas de idade. Os animais foram mantidos por 72 horas e
depois eutanasiados por deslocamento cervical, ap6s administracdo de superdosagem de
anestésico (Quetamina 150 mg/Kg + Xilazina 10 mg/Kg). Antes da retirada das células foi
realizada a assepsia, limpando-se a regido abdominal do animal com é&lcool 70%. Foi
retirada toda a pele do animal e injetado 5 mL de RPMI-1640 (SIGMA, EUA) gelado na
cavidade peritoneal, massageando-se o local. Apds coleta do meio RPMI injetado foi feito
um pool de células dos camundongos e o mesmo foi centrifugado a 200 g por 10 minutos a
4°C. O sedimento foi ressuspendido em 5 mL de meio de cultura RPMI suplementado com
10% Soro Bovino Fetal (SBF) e antibiotico 4% de penicilina/streptomicina (Invitrogen,
EUA). As células foram contadas em cAmara hemocitométrica de Neubauer e 2 x 10
células foram adicionadas aos pogcos em placas de cultura de 96 pogos de poliestireno
(NUNC, EUA). As células foram incubadas a 37°C em incubadora a 5% CO;por 3 horas
para adesdo das células a placa. Apds a incubacdo, as placas foram lavadas com meio de

cultura para posterior uso nos ensaios de estimulagdo in vitro.

4.3. Dosagem de oxido nitrico in vitro

No sobrenadante das culturas de células dos experimentos de macrdéfagos foi feita a
dosagem de NO;- (nitrito) utilizando-se o reagente de Griess (HIBBS et al., 1988). Apods
incubacdo por 48 horas dos macrofagos com antigenos excretados/secretados na
concentragdes de 100 pg/mL, 50 p g/mL e 25 p g/mL e estimulados com IFN-y e LPS
(respectivamente na concentragdo 1 p g/uL e 10 ng/mL) e com os inibidores descritos
abaixo foram retirados 50 pL. do sobrenadante de cada pogo e transferidos para outra placa
de 96 pocgos (Costar, EUA), onde foi acrescentado 50 uL do reagente de Griess. Apds 10
minutos de reagdo, em temperatura ambiente, a leitura foi feita em espectrofotometro em

comprimento de onda de 540 nm.
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O reagente de Griess foi preparado no momento da adi¢do aos pogos na propor¢ao
de 1:1 das seguintes solugdes: solugcdo 1: 1% de sulfanilamida em 2,5% H3POs4; solugdo 2:
0,1% de diaminadihidrocloridonaftaleno (Nedd) em 2,5% de H3;PO4. Essas solugdes foram
preparadas previamente e mantidas a 4°C em frascos protegidos da luz. A concentracdo de
NO;- foi calculada utilizando-se uma curva padrdo com uma concentracdo conhecida de
nitrito de sdédio (NaNO,) em diferentes concentragdes.

Foram utilizados o inibidor seletivo de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
inibidor endotelial competitivo de iNOS, respectivamente Cloridrato de L-N-(1-iminoetil)
lisina (LNIL/SIGMA, EUA) e N,- Nitro-L-arginina (LNMMA/SIGMA, EUA) ambos na

concentra¢cdo de 1mM, obtidos da concentragdo de estoque de 100 mM.

4.4. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT (SIGMA, EUA) como
previamente descrito (Mosmann, 1983), utilizando macréfagos de animais C57BL/6 de 6-8
semanas de idade. Aliquotas de 180 pL da suspensdo celular (2 x 10°) em meio de cultura
RPMI 1640 (Sigma, EUA) suplementado com 4% de antibiotico (Invitrogen, EUA), 1,6%
de L-Glutamina (Synth, BRASIL) e 10% de Soro Fetal Bovino (Cutlab, BRASIL), foram
incubadas durante 48 horas com 20 pL dos antigenos excretados/secretados de 4. suum em
diferentes concentragdes (100, 50 e 25 pg/mL), em placas de cultura de fundo chato de 96
pocos (NUNC, EUA). Apoés a incubacgdo, foi adicionado a cada pogo da placa de cultura
com os macrofagos, 20 uL de MTT 5 mg/mL e incubado a 37°C em estufa 5% CO; por 4
horas. Apo6s esse periodo, foi retirado o sobrenadante e adicionado 150 pL dimetilsulfoxido
DMSO 10% (Synth, Brasil), seguida de agitagdo intensa com pipeta multicanal.

A densidade optica para cada varidvel foi determinada a 570 nm e a leitura foi feita
em espectrofotdometro. A viabilidade celular foi expressa em relacdo a porcentagem da
absorbancia de culturas controles, obtida por células ndo tratadas, apos subtracdo da
absorbancia dos pocos utilizados como branco. E interessante ressaltar que foi realizado um
teste de esterilidade de todos os reagentes, compostos, antigenos e inibidores, bem como das

células utilizadas.

4.5. Infeccio experimental

Apbs a padronizagdo da infeccio realizada por GAZZINELLI GUIMARAES et al.
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(2013), pelo teste de infectividade dos ovos, foi feita a infeccdo experimental com ovos A.
suum para este trabalho. Para tal, foram utilizados 58 animais C57BL/6 fémea de 6 a 8
semanas de idade e 58 animais geneticamente modificados para iNOS fémea de 6 a 8
semanas. Para isso, foram inoculados por via oral, através de uma agulha de gavagem,
aproximadamente 2.500 ovos embrionados com cerca de 70 dias de cultura em H,SO4 para
cada animal. Os animais foram eutanasiados com superdosagem de anestésico (Quetamina
150 mg/Kg + Xilazina 10 mg/Kg). A quantidade de animais avaliados para a carga
parasitaria em cada dia apds-infec¢do esta descrita na Tabela 1. A carga parasitaria foi

avaliada pela quantificagdo do numero total de larvas recuperadas nos 6rgdos retirados.

Tabela 1. Orgios avaliados na carga parasitiria e quantidade por grupo utilizada de acordo com o dia

pos-infeccio

Dias pés-infecciio

2 4 6 8 15
Figado Figado
Orgﬁo(s) avaliado(s) Figado Figado Pulmao Pulmao Pulmao
Intestino
Quantidade por grupo 8 animais 12 animais 8 animais 10 animais 6 animais

4.6. Analise histopatologica do figado e pulméo de animais infectados

Para a analise histopatoldgica, foram coletados cortes do lobo maior do figado e
cortes da parte bilobada do pulmdo de animais C57BL/6 e de animais geneticamente
deficientes para iNOS, experimentalmente infectados. As coletas foram realizadas no 4° e
8° dia poés-infecgdo, correspondendo ao periodo de migracao das larvas de A. suum pelo
figado e pulmao, respectivamente.

Amostras de animais controles (animais C57BL/6 e animais geneticamente
deficientes para iNOS inoculados somente com PBS) foram incluidas na analise (Tabela 2).
Os tecidos dos grupos de animais infectados foram também coletados no 15° dia pds-
infeccdo, sendo que para os mesmos nao foi possivel realizar a analise morfométrica. Todos
os tecidos foram mantidos em formaldeido (Synth, Brasil) tamponado 10% pH 7,2 durante
72 horas. Ap6s o periodo de fixagdo, cada 6rgdo foi dividido em 3 fatias que foram cortadas

no sentido transversal, desidratadas, diafanizadas, infiltradas e incluidas em parafina. Foram
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obtidos cortes com 4 um de espessura, para coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H&E) e

analise em microscopia Optica.

Tabela 2. Orgios avaliados na analise histopatolégica e quantidade por grupo utilizada para cada dia

pos-infeccio

Dias pés-infec¢io

4 8 15
Orgi liad Figad Pulma Figado
rgao(s) avaliado(s) igado ulmao Pulmio
Quantidade por grupo 7 animais 7 animais 7 animais

Para avaliagdo da intensidade das lesdes hepaticas, foram calculadas as areas de
necrose e de inflamacdo, visualizadas através do aumento de 100x do microscopio Axiolab
Carl Zeiss, digitalizadas por uso de microcdmera JVC TK-1270/RGB (Tokyo, Japan) e
mensuradas utilizando o software KS300 contido no analisador de imagens Carl Zeiss
(Oberkochen, Germany). As imagens das laminas foram digitalizadas pelo scanner Canon
Lide 110, na resolugdo de 300 dpi. Os pontos de cada sessd@o do corte histologico foi
completamente escaneado com criagdo subsequente de uma imagem bindria e assim,
calculada a area do corte. A menor area encontrada foi utilizada como area de padrdo
minima a ser analise estatisticamente (COSTA et al., 2007).

Para a avaliacdo da intensidade da inflamacdo e hemorragia pulmonares foi
calculado o grau de espessamento dos septos interalveolares. O parénquima pulmonar de
cada animal foi visualizado através do aumento de 100X para a digitalizagdo de 30 imagens
aleatdrias pela microcdmera JVC TK-1270/RGB (Tokyo, Japan), perfazendo uma area total
de 1,6x10° um®. Utilizando o software KS300, todos os pixels do intersticio pulmonar na
imagem real foram selecionados para a criagdo de uma imagem bindria, processamento
digital e calculo da éarea dos septos interalveolares (RODRIGUES-MACHADO et al.,
2010).

4.7. Extracao e processamento dos tecidos

A infiltracdo e ativagdo de eosinofilos e neutrdfilos no figado e no pulmdo foram
indiretamente estimada pela atividade enzimatica destas células. Para os eosinofilos, foi

quantificado o nivel de peroxidase de eosindfilo (EPO) nos tecidos dos animais C57BL6 e
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animais geneticamente deficientes para iNOS no 4°, 8° e 15° dia pos-infec¢do, conforme
padronizagdo de STRATH (1985) com modificagdes por SILVEIRA et al. (2002).
Resumidamente, os 6rgdos foram homogeneizados em homogeneizador de tecidos Power
Gen 125 (Fisher Scientific, EUA) com PBS (100 mg de tecido/ 1,9 mL de PBS), sendo o
homogenato resultante centrifugado 3000 g por 10 min e o sobrenadante descartado. As
heméacias presentes no sedimento foram entdo lisadas através da adicdo de solugdo
hipotonica (1,5 mL de solu¢do de NaCl a 0,2 %) e, apds 30 segundos, a osmolaridade foi
restabelecida pela adi¢do de igual volume (1,5 mL) de solug¢do 1,6 % de cloreto de sodio
contendo 5% de glicose. Apos nova centrifugacdo e descarte do sobrenadante o material foi
ressuspendido em tampao fosfato contendo 0,5 % de brometo de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB), pH 7,4 para lise das membranas celulares. O material foi entdo homogeneizado e
submetido a congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido por trés vezes, com o
objetivo de romper as vesiculas que contém peroxidase. As amostras foram entdo
centrifugadas novamente 3000 g por 10 min e o sobrenadante utilizado no ensaio
enzimatico feito em placas de 96 pogos (Costar, USA). Este ensaio consistiu da adicdo de
75 pL de cada amostra ou diluente ndo infectado a 75 pL de solugdo contendo o substrato
perdxido de hidrogénio (O-phenylenediamina dihydrochloride, OPD — 1,5 mM, em tampao
Tris-HCl — 75 mM, pH 8 suplementado com H,0, — 6,6 mM). A reacdo foi interrompida
pela adi¢ao de 50uL de solucdo de acido sulftrico (H,SO,) 1 M, sendo a intensidade da cor
estimada pela leitura da absorbancia que foi feita em espectrofotometro em comprimento de
onda de 492nm.

Para neutrofilos, foi estimada a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no
figado e no pulmao dos animais C57BL/6 e animais geneticamente deficientes no 4°, 8° e
15° dia pds-infecgao, conforme descrito por BAILEY, (1988) e detalhado por Barcelos et al.
(2005). Basicamente, 100 mg do tecido foi homogeneizado com 1,9 mL de tampao de
extragdo (0,1 M NaCl, 0,02 M Na3PO4, 0,015 M NaEDTA em pH 4,7), centrifugado e o
sedimento submetido a lise hipotonica, semelhante ao detalhado para EPO. Apds
centrifugacdo e descarte do sobrenadante o sedimento foi homogeneizado com tampado

fosfato (0,05 M de Na3PO4, pH 5,4 contendo 0,5% de HTAB) para lisar membranas

celulares. Este homogenato foi entdo centrifugado e o sobrenadante congelado e
descongelado por trés vezes em nitrogénio liquido para lise de vesiculas. O material

resultante foi centrifugado e o sobrenadante utilizado no método colorimétrico da seguinte
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maneira: 25 ul. da amostra foram acrescentados a placas (Costar, USA) contendo 25 pL de
solugdo contendo TMB (3,3’-5,5 - tetramethylbenzine diluido em dimetilsulfoxido — DMSO
na concentragdo final de 1,6 mM) seguindo-se a incubacdo a 37°C por 5 min. Apds este
periodo foram adicionados 100 puL de substrato H,O, 0,5 mM diluidos em tampao fosfato
(0,05 M de Na3PO4, pH 5,4 contendo 0,5% de HTAB) e incubados a 37°C por 5 min. A
reacdo foi parada por adicdo de 100 pL de solug¢do H,SO, 1 M e foi quantificada pela leitura

da absorbancia em em espectrofotometro comprimento de onda de 450 nm.

4.8. Dosagem de citocinas por CBA

O perfil de citocinas séricas foi determinado em soro obtido a partir da puncdo do
plexo ocular de cada animal com o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro. O soro foi
coletado nos periodos referentes a migracdo da larva de A. suum em animais C57BL/6 e
geneticamente deficientes para iNOS, experimentalmente infectados no 4° e 8° dia pds-
infeccdo, e de animais ndo infectados através do citometro de fluxo utilizando o kit
comercial CBA (Cytometric Beads Array, BD Biosciences, EUA). Foram avaliadas as
citocinas IL-10, TNF-a, IL-6, IL-4, IFN-y e IL-2 seguindo a metodologia descrita no kit do
fabricante.

A andlise dos dados foi feita utilizando-se o software especifico denominado “Soft
Flow FCAP Array v3.0”, por meio da obtencdo de curvas de calibragdo obtidas dos padrdes
de citocinas do kit. Apds a construcdo das curvas, a concentragdo dos analitos na amostra
foi determinada em pg/mL. O limite de detec¢do para cada citocina em pg/mL, descrito no

kit, é: IL-2: 0.1; IL-4: 0.03; IL-6: 1.4; IFN- y: 0.5; TNF- a: 0.9; IL-17: 0.8 e IL-10: 16.8.

4.9. Analises hematologicas

Para a avaliagdo do perfil hematolégico, foram coletados, em tubos EDTA K3
(Vacuette, Brasil), aproximadamente 300 uL de sangue do plexo ocular de animais
C57BL/6 e de animais geneticamente deficientes para iNOS no 4°, 8° e 15° dia pds-
infeccdo. A andlise foi realizada utilizando o Analisador Veterindrio Hematologico (Bio

2009 Vet, Bio Easy, Brasil) e os pardmetros analisados seguem conforme a Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros analisados na analise hematologica e quantidade por grupo utilizada para cada

dia poés-infeccio

Dias pés-infec¢io

4 8 15
Quantidade por grupo 10 animais 10 animais 7 animais
Parametros Analisados: Contagem de leucdcitos totais - Contagem diferencial de leucocitos

Contagem de Eritrocitos - Contagem de plaquetas

Para a contagem diferencial de leucocitos foram utilizadas esfregacos sanguineos
realizados no dia de cada coleta, que foram secas a temperatura ambiente e coradas com
corante para uso hematolégico (Panotico Réapido, Laborclin, Brasil). A contagem de
monocitos, linfocitos, neutréfilos, eosindfilos e basodfilos foi feita por microscopia Optica

com o auxilio de um contador manual de células sanguineas (Kacil, Brasil).

4.10. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando software Prism 6.0 para Mac (GraphPad
Inc, EUA) . Para cada analise foram obtidos os valores das médias, nos casos em que a
distribuicdo dos dados foi paramétrica e das medianas em casos de distribuicdo ndo
paramétricas e foi utilizado o desvio-padrdo para cada grupo experimental e controle
(animais C57BL/6 e animais geneticamente deficientes para iNOS). Antes dos testes de
comparagdo entre grupos experimentais e controle, foram utilizados os testes de
normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro Wilk para identificar se a distribuicdo dos
dados foi gaussiana. Nos casos de distribuicdo gaussiana, a comparagdo entre dois grupos
experimentais foi feita usando o teste T de Student ndo-pareado. Em distribui¢des ndo
gaussianas, foi utilizado o teste Mann-Whitney para comparacdo de grupos experimentais
diferentes. Para comparagdo entre 3 ou mais grupos foram utilizados o teste ANOVA
seguido de teste de Kruskal-Wallis (ndo pareados) e teste de Friedman (pareados). O teste
de Grubbs e ROUT foram utilizados para detectar possiveis valores considerados “outlier”.
Diferengas estatisticas s6 foram consideradas significantes quando os valores de p foram

menores ou iguais a 0,05.
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5. RESULTADOS
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RESULTADOS

5.1. Avaliagdo in vitro da produgdo de oxido nitrico apos estimulagdo com antigenos

excretados/secretados de A. suum

Para verificar a produgdo de 6xido nitrico em macréfagos de animais C57BL/6
estimulados com antigenos excretados/secretados de 4. suum foi realizada a determinagdo
indireta por avaliagdo de nitrito (NO,.) em culturas in vitro. Para o teste foram utilizados
antigenos excretados/secretados na concentracdo de 100 pg/mL, de 50 pg/mL e 25 pg/mL.
Foram utilizados inibidor seletivo da via de produgdo de 6xido nitrico sintase induzivel,
LNIL, e inibidor competitivo da via de produg@o de 6xido nitrico, LNMMA. Como controle
positivo foi realizada cultura com LPS acrescido de IFN-y. Foram observados uma
produgdo dos niveis de NO,. em cultura estimulada por antigenos excretados/secretados
tanto na concentragdo de 100 pg/mL quanto na de 50 pg/mL, quando comparados as células
estimuladas com antigenos excretados/secretados na concentracdo de 100 pg/mL, de 50
pug/mL e 25 pg/mL adicionadas com os inibidores, onde a produg@o de nitrito foi marginal
(Figura 5). Os niveis de NO; em células estimuladas com antigenos excretados/secretados
na concentracdo de 25 pg/mL foram baixos. O mesmo pode ser observado quando foram

adicionados os inibidores LNMMA e LNIL nessas mesma concentragao.
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Figura 5. Ativacio na produgio de 6xido nitrico de células (2x10°) de animais C57BL/6 na presenca de
IFN-vy estimuladas com antigenos excretados/secretados de 4. suum por 48 horas com e sem a utilizacdo
de inibidores da producdo de oxido nitrico sintase. A diferenca entre os valores com inibidor em
comparagdo com os valores sem inibidor estdo representadas por (¥). * p<0,05; **** p<0,0001. Agl00 =
antigeno excretados/secretados de 4. suum na concentragio de 100 pg/mL. Ag50 = antigeno
excretados/secretados de 4. suum na concentragdo de 50 pg/mL. Ag25 = antigeno excretados/secretados de A.

suum na concentragdo de 25 p g/mL.

5.2, Avaliagdo da viabilidade de macrofagos apos estimulagdo com antigenos

excretados/secretados de A. suum e utilizacdo de inibidores da oxido nitrico sintase

Apbés a observacdo da producdo indireta de Oxido nitrico em macrofagos
estimulados, o ensaio de MTT foi realizado para determinar a viabilidade dessas células
estimulados com os antigenos excretados/secretados parasitarios na presenga ou auséncia
dos respectivos inibidores. Para utilizar como controle negativo foi utilizado células na
presenga somente de IFN-y. A Figura 6 mostra que houve uma recuperacao da viabilidade
das células estimuladas com antigenos na concentra¢do de 100 pug/mL na presenca de LNIL.
Por outro lado, ndo houve restauragao da viabilidade quando se utilizou o inibidor LNMMA
das células estimuladas com antigenos excretados/secretados na concentragao de 100 pg/mL

e de 50 ug/mL.
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Figura 6. Ensaio de viabilidade celular por meio da técnica de MTT em células (2x10°) de animais
C57BL/6 na presenca de IFN-y estimuladas com antigenos excretados/secretados de 4. suum por 48
horas com e sem a utilizacdo de inibidores da producdo de éxido nitrico sintase. A diferenca entre os
valores sem inibidor e com inibidor dentro de cada grupo estd representadas por (¥). IFN-y representa a
viabilidade de células ndo estimuladas (0 pg/mL = 100%). A diferenga entre os valores com inibidor em
comparagdo com IFN-y estdo representadas pelo valor de p. * p<0,05; ** p<0,0l. Agl00 = antigeno
excretados/secretados de 4. suum na concentragdo de 100 pg/mL. Ag50 = antigeno excretados/secretados de
A. suum na concentragdo de 50 pg/mL. Ag25 = antigeno excretados/secretados de 4. suum na concentragio de
25 pg/mL.

5.3. Avaliagdo in vivo da carga parasitaria em animais C57BL/6 e geneticamente

deficientes para iNOS infectados experimentalmente com A. suum

No presente estudo utilizamos camundongos C57BL/6 e a espécie A. suum para a
infeccdo como modelos experimentais e, primeiramente, observamos a cinética do parasito.
O pico de infecgdo, portanto, da recuperagdo de larvas nos tecidos observados foi: 4° dia no
figado, 8° dia no pulmio e 12° dia no intestino. Utilizamos os tecidos do 15° dia pds-
infeccdo para observar as reagdes fisiologicas, de uma possivel reparacdo tais como,
inflamatorias, hematoldgicas, histopatologicas e bioquimicas sendo utilizadas como
parametros do periodo final da infec¢do. Devido a estrutura anatdomica dos camundongos a

infeccdo por A. suum ¢ eliminada ap6s 14 dias, ndo ocorrendo a formagdo de parasitos
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adultos, portanto ndo encontrando ovos nas fezes.

5.3.1. Avalia¢do da carga parasitaria durante a passagem da larva no figado

No 2°, 4° e 8° dia pos-infecgdo, os figados dos animais C57BL/6 e geneticamente
deficientes para iNOS (iNOS™) foram retirados e as larvas foram recuperadas. O numero
de larvas recuperadas estd representada na Figura 7. Nao foi possivel observar diferenca
estatistica tanto no 2° dia pds-infec¢dao (p = 0,0973) (Figura 7A), quanto no 8° dia pos-
infeccdo (p = 0,2351) (Figura 7C) entre os animais selvagens e deficientes para iNOS.
Houve diferenca estatistica no 4° dia pés-infec¢ao (p<0,0001) (Figura 7B), sendo o grupo
iNOS™ (588,3 + 45,89) o0 que apresentou o maior numero de larvas quando comparado com
o grupo selvagem (424,6 £ 56,35). Como descrito anteriormente, o 4° dia pds-infec¢do

remete ao pico de larvas recuperadas no figado durante a infec¢do por A. suum.
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Figura 7. Carga parasitaria (nimero de larvas recuperadas) no figado de animal C57BL/6 e de animais
iNOS™ na infecgio por A. suum. (A) 2° dia pds-infecgdo. (B) 4° dia pos-infecgdo. (C) 8° dia poés-infecgdo.

Cada ponto representa média + desvio padrdo, n = 7-10 animais/grupo.
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5.3.2. Avaliag¢do da carga parasitaria durante a passagem da larva no pulmdo

No 6° e no 8° dia pos-infeccdo, os pulmdes dos animais C57BL/6 e geneticamente
deficientes para iNOS foram retirados e as larvas foram recuperadas. A Figura 8 representa
o numero de larvas recuperadas. Foi detectada diferenga significativa no nimero de larvas
no 6° dia pos-infec¢do, sendo este maior no grupo selvagem (p = 0,0225). Nao foi possivel
observar diferenca significativa entre os animais selvagem (602,7 + 292) e deficientes para
iNOS (749,3 + 317,6) (p = 0,3864) no 8° dia pds-infecgdo. Como descrito, o 8° dia pos-
infec¢do reflete o pico de larvas recuperadas no pulmao durante a infec¢do por 4. suum. No
entanto, foi observada uma tendéncia no aumento do nimero das larvas recuperadas no 8°

dia pos-infecgao.
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Figura 8. Carga parasitaria (nimero de larvas recuperadas) no pulmio de animal CS7BL/6 e de
animais iNOS™ na infecgdo por 4. suum. (A) 6° dia pés-infecgio. (B) 8° dia pés-infecgio. Cada ponto

representa média + desvio padro, n = 7 animais/grupo.
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5.3.3. Diferenc¢a na migragdo entre a carga parasitaria dos grupos experimentais

Para observar a diferenga na migracao das larvas pela carga parasitéria foi realizada
a analise comparativa entre os grupos de animais C57BL/6 ¢ os grupos dos animais iNOS™".
Foi possivel constatar que a propor¢ao de larvas que migra do figado (4° dpi) e chega no
pulméo (8° dpi) no grupo iNOS™ é maior que no grupo selvagem. Assim, o grupo selvagem
¢ capaz de eliminar uma quantidade maior de larvas durante a passagem pelo figado que no
grupo deficiente. Esse experimento foi feito com o mesmo lote de animais e mesmo lote de

OVos.
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Figura 9. Diferenca entre a carga parasitaria durante a migracio de larvas nos animais C57BL/6 e nos

animais iNOS™ na infec¢iio por 4. suum. Cada ponto representa média + desvio padrdo, n = 7 animais/grupo.
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5.4. Analise macroscopica, histopatologica e quantitativa das lesoes hepaticas e
pulmonares durante a migragdo da larva de A. suum em animais C57BL/6 e geneticamente

deficientes para iNOS

No 4° dia pés-infec¢do, a andlise macroscopica do figado mostrou regides focais
avermelhadas (Figura 10B) e de coloragdo esbranquicada na maioria dos animais C57BL/6
¢ iNOS™ infectados. As regides esbranquicadas apresentaram formato e tamanho irregular
localizadas em vérias regides dos lobos hepaticos (Figura 10C). Na andlise macroscopica
do pulmdo, no 8° dia pods-infeccdo, foram observadas regides de coloragdo branco-
avermelhado, de tamanhos variados e superficie irregular em ambos os grupos (Figura

11A, B).

Figura 10. Fotomicrografia de figado. (A) Figado de animal C57BL/6 nédo infectado. (B) Figado de animal
C57BL/6 no 4° dia pos-infecgdo por A. suum. (C) Figado de animal iNOS™ no 4° dia pés-infecgdo por A.

suum. Presenca de regides esbranquicadas.

Figura 11. Fotomicrografia de pulméao. (A) Pulmao de animal C57BL/6 ndo infectado. (B) Pulméao de
animal C57BL/6 no 8° dia po6s-infec¢do por A. suum. Presenga de regides branco-avermelhadas. (C) Pulméo
de animal iNOS™ no 8° dia pos-infecgdo por A. suum. Presenca de regides branco-avermelhadas mais

intensas.

36



A andlise histopatologica do parénquima hepatico foi realizada em animais C57BL/6
ndo infectados (Figura 12A), animais iNOS™ nio infectados (Figura 12B) e em animais
selvagem e deficientes para iNOS no 4° dia pds-infeccdo que demonstrou necrose dos
hepatdcitos e infiltrado inflamatério (Figura 12C, D) constituido principalmente por
eosinodfilos e neutrofilos (Figura 12E, F). Esses achados foram mais exuberantes nos
grupos C57BL/6 em relagio aos animais do grupo iNOS” ambos infectados. Foram
observadas escassas larvas no parénquima hepatico em ambos os grupos, C57BL/6 ¢ iNOS”
" infectados (Figura 12G, H).

Os pulmdes dos animais selvagens e deficientes para iNOS, no 8° dia po6s-infec¢ao
demonstraram lesdes microscopicamente difusas do parénquima caracterizada por necrose,
zonas hemorragicas (Figura 13C, D, F) e espessamento dos septos interalveolares com
presenca de infiltrado inflamatdério predominantemente polimorfonuclear (Figura 13E).
Esses achados foram mais exuberantes no grupo iNOS™ infectado em relagdo aos animais
do grupo C57BL/6 infectado. Também foram observadas larvas no parénquima pulmonar
com maior freqiiéncia no grupo iNOS™ (Figura 13H) em relacdo ao C57BL/6 (Figura
13G). A Figura 13A representa o grupo selvagem nao infectado e a Figura 13B o grupo

deficiente para iNOS ndo infectado.
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Figura 12. Fotomicrografia de figado de animais C57BL/6 e de animais iNOS™ no 4° dia pés-infeccio
por A. suum. (A) Animal C57BL/6 nio infectado. H&E. Barra=100pum; (B) Animal iNOS™ ndo infectado.
Barra=100um; (C) Animal C57BL/6 infectado. Presenga de necrose (seta) e infiltrado inflamatorio (cabega de
seta). Barra=100pum; (D) Animal iNOS™ infectado. Parénquima hepatico mostrando discreta necrose (seta) e
infiltrado inflamatorio. Barra=100um; (E) Animal C57BL/6 infectado. Maior aumento da figura anterior
mostrando presenga de eosindfilos (seta), neutrofilos (cabega de seta) e necrose (*). Barra=20um; (F) Animal
iNOS™ infectado. Maior aumento da figura anterior mostrando discreto infiltrado inflamatério principalmente
de eosindfilos (seta), neutrofilos (cabeca de seta) e pequena zona de necrose (*). Barra=20um; (G) Grupo
C57BL/6 infectado. Presenca de larvas no parénquima hepatico (seta). Barra=100pm; (H) Grupo iNOS™

infectado. Presenca de larvas no parénquima hepatico (seta). Barra=100pum. Coloragdo: H&E.
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Figura 13. Fotomicrografia de pulmio de animais C57BL/6 e de animais iNOS™ no 8° dia pés-infecciio

por A. suum. (A) Animal C57BL/6 nio infectado. Barra=100um; (B) Animal iNOS™ ndo infectado.
Barra=100um; (C) Animal C57BL/6 infectado. Presenca de zonas hemorragicas (seta), infiltrado inflamatério
(cabega de seta), e espessamento de septo alveolar (*). Barra=100pum; (D) Animal iNOS™ infectado.
Parénquima pulmonar mostrando presencga de zonas de necrose (seta), infiltrado inflamatério (cabega de seta).
Barra=100um; (E) Animal C57BL/6 infectado. Maior aumento da figura anterior mostrando espessamento dos
septos alveolares (*) e presenga de infiltrado polimofornuclear (cabega de seta). Barra=20um; (F) Animal
iNOS™" infectado. Maior aumento da figura anterior mostrando hemorragia (*), eosinofilos (cabega de seta),
neutréfilos (seta). Barra=20um; (G) Animal C57BL/6 infectado. Presenga de larva no parénquima pulmonar
(seta). Barra=100pum; (H) Grupo iNOS™ infectado: presenga de numerosas larvas em bronquiolo e alvéolo

(seta). Barra=100pm. Coloragdo: H&E.
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A andlise microscopica do parénquima hepdtico, realizada em animais C57BL/6 e
iNOS™ no 15° dia pés-infeccdo, demonstrou em ambos os grupos que o infiltrado
inflamatorio era predominantemente constituido por eosinéfilos e neutrofilos, e de pequenas
zonas de necrose de hepatocitos. Esses achados foram mais exuberantes nos grupos iNOS™
em relagdo aos animais do grupo selvagem. Nos animais do grupo iNOS” também foi
possivel observar a presenca de granulomas o que ndo ocorreu no animais do grupo
C57BL/6. Nao foram observadas larvas no parénquima hepatico tanto dos animais do grupo
selvagem quanto dos animais deficientes para iNOS (Figura 14A,B).

Os pulmées dos animais C57BL/6 ¢ iNOS™ no 15° dia pos-infec¢do demonstraram
lesdes microscopicas do parénquima caracterizadas por fibrose difusa, presenca de infiltrado
inflamatorio constituido principalmente por eosindfilos e neutroéfilos, e espessamento dos
septos interalveolares com presenca de infiltrado inflamatério predominantemente

polimorfonuclear. Esses achados foram mais exuberantes no grupo iNOS™ infectado em

relacdo aos animais do grupo selvagem infectado (Figura 14C,D).

infeccdo por A. suum. (A) Grupo C57BL/6 infectado. Parénquima hepatico com presenga de infiltrado

inflamatorio (seta). Barra=100um; (B) Grupo iNOS™ infectado. Parénquima hepatico com presenca de
granuloma (seta). Barra=100um; (C) Grupo C57BL/6 infectado. Parénquima pulmonar com presenca de
infiltrado inflamatdrio (seta) e espessamento dos septos interalveolares (cabega de seta). Barra=100pm; (D)
Grupo iNOS™ infectado. Parénquima pulmonar mostrando fibrose difusa (seta), presenca de infiltrado
inflamatorio (cabega de seta) e espessamento dos septos interalveolares (*). Barra=100um; Coloracdo: H&E.
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Na andlise quantitativa da area de lesdo realizada no figado, no 4° dia pos-
infeccdo, foi observado maior area de lesdo hepaticas nos animais C57BL/6 (111957 +
66619) quando comparados com os animais iINOS™™ (42697 + 30857) (p = 0.0281) na
Figura 15A. Na andlise quantitativa da area de lesdo realizada no pulmao, no 8° dia pds-
infecgdo, foi observado maior 4rea de lesdo no parénquima pulmonar nos animais iNOS™
(35632 £ 6031) em relagdo aos animais selvagens infectados (22716 £+ 3709) (p = 0.0034)
(Figura 15B).
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Figura 15. Anilise quantitativa da drea de lesio nos grupos de animais C57BL/6 e de animais iNOS™ na
infeccio por A. suum. (A) 4° dia pds-infec¢do no figado. (B) 8° dia pos-infeccdo no pulmio. Cada ponto

representa média + desvio padrdo, n = 7 animais/grupo.
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5.5. Avaliagdo do perfil de citocinas séricas em animais C57BL/6 e geneticamente

deficientes para iNOS infectados experimentalmente com A. suum

Para a quantificagdo de citocinas séricas foi utilizado o kit CBA especifico para
determinar citocinas inflamatorias. Foram quantificadas IL-10, IL-6, TNF-a, IL-4, IFN-y,
IL-2 e IL-17. O sangue periférico para obten¢do do soro dos animais foi coletado durante o
4° e 8° dia de infec¢@o. Animais nao infectados de ambos os grupos foram utilizados como

parametros do tempo 0.

Quanto a quantificagio de IL-6 foi observado que, em animais iNOS™ nio
infectados e no 4° dia pos-infec¢do, os niveis séricos sdo menores em relacdo aos niveis
produzidos por animais C57BL/6 (p<0,01 e p<0,001, respectivamente) (Figura 16A).
Entretanto, no 8° dia pos-infecg@o foi possivel observar um aumento substancial nos niveis
de IL-6 circulantes nos animais iNOS™ (23,42 + 8,958) que foi significativamente maior
(p<0,0008) quando comparado aos niveis apresentados pelos animais C57BL/6 (6,64 +
23,42).

Na Figura 16B, foi demonstrado que os niveis de TNF-o se mostram maiores em
animais C57BL/6 no 4° dia pos-infecgdo em relagdo ao animal C57BL/6 nao infectado,
observando uma indug¢do dessa citocina na presenga do parasito (p<0,01). O mesmo nao foi
observado nos animais iNOS™ 4° dia pos-infeccdo em relacdo ao iNOS™ ndo infectado.
Assim, a diferenca entre os animais selvagem (14,23 £ 5,04) no 4° dia poés-infecgdo
comparados com os animais deficientes para iNOS (5,11 £ 2,45) no mesmo periodo foi de
p<0,001. Nao houve diferenca estatistica no 8° dia pés-infecg@o entre os grupos. Na Figura
16C foi possivel observar um aumento dos niveis de IFN-y no 4° dia pods-infecgdo (p =
0,0002) nos animais C57BL/6 e um aumento substancial no 8° dia pds-infec¢do nos animais
iNOS™. Quanto a quantificagdo de IL-10, IL-4, IL-2 e IL-17, foram detectadas produ¢ao
abaixo do limite de deteccdo do kit, sendo consideradas baixas ou ausentes nos animais

C57BL/6 e em animais iNOS™".
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Figura 16. Niveis de interleucinas séricas em animais C57BL/6 ¢ em animais iNOS™ no 4° e 8° dia pos-
infec¢do por 4. suum. (A) IL-6 (B) TNF-a e (C) IFN-y. Tempo 0 representa os animais ndo infectados. Cada
ponto representa a média + desvio padrdo de 7-10 animais/grupo. As diferencas entre os animais deficientes
para iNOS e selvagens estdo representadas pelo valor de p. Estdo representados por (*) a diferenga entre
animais infectados da mesma linhagem e seus respectivos animais ndo infectados. * p<0,05; ** p<0,01 e ****

p<0,0001. A linha pontilhada representa os valores relacionados ao limite de deteccdo do kit.
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5.6. Analise do perfil hematologico em animais C57BL/6 e geneticamente deficientes para

iNOS infectados experimentalmente com A. suum

Para avaliagdo dos parametros hematolégicos, foram coletados o sangue periférico
de animais C57BL/6 ¢ iNOS™" durante a infec¢do por A. suum (4° e 8° dia pos-infec¢do) e
ao fim da infec¢do (15° dia pods-infec¢@o). Os parametros analisados foram contagem de

leucocitos totais, de plaquetas, linfocitos, neutréfilos e eosinéfilos.

5.6.1. Andlise dos leucocitos totais no 4°, 8° e 15 ° dia pos-infecg¢do

Durante as anélises dos leucdcitos totais ndo foi possivel observar diferenca entre os
grupos selvagem e geneticamente deficientes para iNOS. Porém, foi interessante constatar
(Figura 17) que a infec¢@o induziu um aumento no nimero de leucocitos totais circulantes,
no 4° dia pds-infecg¢do, ¢ uma forte queda no niimero dessas células no 8° dia poés-infecgdo
em ambos os grupos. Essa diferenca na diminuicdo de leucdcitos totais nos grupos de
animais C57BL/6 (3,70 + 0,98) ¢ iNOS™ (3,18 + 0,73) observada no 8° dia pos-infeccao foi
significante quando comparadas com C57BL/6 ndo infectados (7,17 + 1,16) e iNOS™ nio
infectados (7,77 + 1,26), com p<0,0001. No 15° dia p6és-infecgdo, os numeros de leucocitos

totais comegaram a retornar aos niveis dos parametros do tempo 0.
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Figura 17. Analise do nimero de leucdcitos totais no sangue periférico de animais CS7BL/6 e de animais
iNOS™ no 4°, 8° e 15° dia pés-infecciio por 4. suum. Tempo 0 representa os animais nio infectados. Cada
ponto representa a média + desvio padrdo de 7-10 animais/grupo. As diferencas entre os animais deficientes
para iNOS e selvagens estdo representadas pelo valor de p. Estdo representados por (*) a diferenga entre

animais infectados da mesma linhagem e seus respectivos animais ndo infectados. ** p<0,01 e **** p<0,0001.
5.6.2. Andlise de eritrocitos no 4° 8°e 15 ° dia pos-infec¢do

A anélise dos eritrocitos demonstrou que animais iNOS™ ndo infectados apresentam
naturalmente um numero maior de eritrocitos na circulagdo sanguinea quando comparados
com animais C57BL/6 (p = 0,0004). Esse numero se reduz expressivamente durante o curso
da infec¢io nos animais iNOS™ (Figura 18). Nio houve redugio no numero de eritrocitos

nos animais selvagem durante a infecgao.

45



15 S
8 . C57BL/6
T [] iNos+
(o
T
- 104 .
N - T
- T =
[%2]
Lo
5
b
w gl
o_
0 4 8 15
Dias p6s-infecgao

Figura 18. Andlise do nimero de eritrécitos no sangue periférico de animais CS7BL/6 e de animais
iNOS™ no 4°, 8° e 15° dia pés-infecciio por 4. suum. Tempo 0 representa os animais nio infectados. Cada
ponto representa a média + desvio padrdo de 7-10 animais/grupo. As diferencas entre os animais deficientes
para iNOS e selvagens estdo representadas pelo valor de p. Estdo representados por (*) a diferenga entre

animais infectados da mesma linhagem e seus respectivos animais ndo infectados. **** p<0,0001.

5.6.3. Anadlise das plaquetas no 4°, 8°e 15 ° dia pos-infec¢do

Nas analises do numero de plaquetas ilustradas na Figura 19 foi possivel observar
um aumento na produgdo plaquetaria nos animais iNOS™ no 15° dia pés-infecgdo. O
contrario pode ser visto nos animais C57BL/6, o qual hd uma diminui¢do significativa. A
diferenca entre os grupos selvagem (323,1 + 18,97) e geneticamente para iNOS (550,2 +
216,5) no 15° dia poés-infecgdo ¢é significativa, com p<0,05. Nao houve diferenga entre os

grupos no 4° e 8° dias pds-infeccao.
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Figura 19. Anilise do nimero de plaquetas no sangue periférico de animais C57BL/6 e de animais
iNOS™ no 4°, 8° e 15° dia pés-infecciio por 4. suum. Tempo 0 representa os animais nio infectados. Cada
ponto representa a média + desvio padrdo de 7-10 animais/grupo. As diferencas entre os animais deficientes
para iNOS e selvagens estdo representadas pelo valor de p. Estdo representados por (*) a diferenga entre

animais infectados da mesma linhagem e seus respectivos animais nio infectados. * p<0,05.
5.6.4. Andlise dos linfocitos, neutrofilos e eosindfilos no 4°, 8°e 15 ° dia pos-infec¢do

Durante as contagens de leucocitos diferenciais foi possivel determinar uma
diminui¢do do nimero de linfocitos, principalmente no 8° e 15° dia pds-infec¢do quando
comparados com os animais ndo infectados para ambos os grupos (Figura 20A). Fazendo
uma comparagdo entre os grupos C57BL/6 e iNOS™ infectados no 8° dia pos-infecgdo foi
possivel observar um nimero maior dessas células nos animais selvagem (72,71 £+ 5,09) em
relacdo aos deficientes para iNOS (57,14 = 11,36), com p<0,01.

A Figura 20B representa o nimero de neutréfilos no sangue periférico dos animais
em estudo. Pode-se observar que houve um aumento do nimero dessas células, nos animais
iNOS™" durante o percurso da infecgdo. A diferenga estatistica pode ser observada no 8° ¢
15° dia pos-infecgdo. No 8° dia os animais iNOS™ (37,29 + 12,88) apresentavam-se com
maior niumero de neutofilos em relagdo ao C57BL/6 (21,86 + 5,55) ¢ o mesmo foi
observado nos animais iNOS™ (29,67 + 7,86) e C57BL/6 (13,29 + 3,63) no 15° dia pOs-

infecgao.
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Na Figura 20C, foi possivel observar um exacerbado aumento no nimero de
eosindfilos circulantes no 15° dia pos-infec¢do em ambos os grupos selvagem (p<0,001) e
iNOS™ (p<0,01) comparados com os respectivos animais nio infectados e comparando
também com o 4° ¢ 8° dia pos-infecgdo. Porém, foi interessante observar que no 15° dia
pos-infeccdo o animal C57BL/6 (19,86 + 9,83) apresentou um maior numero das células
sanguineas quando comparadas com o animal iNOS™ (7,60 + 4,33) 15° dia, com p<0,05.

Parametros como quantificagdo do niimero de monocitos e basofilos ndo foram

significativamente diferentes entre os grupos durante a infec¢ao por A. suum.
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Figura 20. Anélise do nimero da diferencial de leucécitos no sangue periférico de animais C57BL/6 e de
animais iNOS™ no 4°, 8° e 15° dia pés-infeccdo por A. suum. (A) Linfocitos. (B) Neutréfilos. (C)
Eosindfilos. Tempo 0 representa os animais ndo infectados. Cada ponto representa a média + desvio padrdo de
7-10 animais/grupo. As diferengas entre os animais deficientes para iNOS e selvagens estdo representadas pelo
valor de p. Estdo representados por (*) a diferenga entre animais infectados da mesma linhagem e seus

respectivos animais ndo infectados. * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001.
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5.7. Andlise dos niveis de peroxidase de eosinodfilo e mieloperoxidase de figado e pulmao

no 4° 8°e 15°dia pos-infecg¢do

A andlise histopatologica e a quantificacdo das células na circulagdo sanguinea
sugere a participacdo e predominancia de células polimorfonucleares durante a infec¢cdo por
A. suum. Assim, para a avaliacdo do infiltrado celular no figado e pulmao foi realizada a
quantificagdo de niveis de peroxidase de eosinofilo (EPO) como medida indireta da
presenga de eosinofilos (Figura 21) e de mieloperoxidase (MPO) como medida indireta da
presenca de neutréfilos (Figura 22), no 4° e 8° e no 15° dia pos-infecgao.

Nos animais C57BL/6 houve um aumento de EPO no figado e no pulmido em
relag@o aos seus respectivos controles nao infectados. Esse aumento foi observado durante o
4°, 8° ¢ 15° dia pos-infecgdo. Nos animais iNOS™ ndo foi detectado aumento dos niveis de
EPO no figado e no pulmao no 4° e 8° dia pos-infec¢do; entretanto, foi possivel observar
um aumento da expressdo de EPO no 15° dia pds-infecgdo no figado e pulmao dos animais
iNOS™, com diferenca significativa em relagdo aos respectivos animais ndo infectados.
Houve diferenca significativa entre os grupos C57BL/6 (0.269 + 0.051) e iNOS™ (0.011 +
0.0008) no figado, C57BL/6 (1.68 + 0.157) e iNOS™ (0.432 + 0.042) no pulmio, 4° ¢ 8° dia
pos-infecgdo, representando p, a Figura 21A,B. Os valores de EPO no 15° dia pos-infecgao
dos animais deficientes para iNOS estiveram proximos dos valores de EPO dos animais
selvagens representando diferenga estatistica entre os animais C57BL/6.

Os niveis de MPO de animais C57BL/6 no figado e no pulmao (Figura 22 A,B) foi
maior durante o percurso da infec¢do comparados com animais ndo infectados. Nos animais
iNOS™ a quantificagio indireta de neutrofilos mostrou que, quando comparados com
animais nao infectados, houve um aumento dos niveis MPO em animais iINOS" no 4° e 15°
dia pos-infeccdo no figado, sendo este ultimo dia, em que foram observadas diferengas
significativas entre os valores apresentados pelos animais iNOS™ (0.077 + 0.012) e
C57BL/6 (0.037 £ 0.006) no mesmo periodo (p = 0,0141). Em relagdo ao nivel de MPO
analisado no pulmao, houve um aumento gradativo nos niveis dos animais selvagens, no 4°
e 15° dia pos-infecgdo como também nos animais geneticamente deficientes para iNOS no

mesmo periodo, ndo sendo detectado qualquer diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 21. Niveis de peroxidase de eosindfilo (EPO) de figado e pulmio de animais C57BL/6 e de
animais iNOS™ no 4°, 8° e 15° dia pés-infecciio por A. suum. (A) Figado. (B) Pulmio. Tempo 0 representa
os animais ndo infectados. Cada ponto representa a média + desvio padrdo de 6-7 animais/grupo. As
diferengas entre os animais deficientes para iNOS e selvagens estdo representadas pelo valor de p. Estdo
representados por (*) a diferenga entre animais infectados da mesma linhagem e seus respectivos animais nédo

infectados. * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001.
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Figura 22. Niveis de mieloperoxidase (MPO) de figado e pulmio de animais C57BL/6 e de animais

iNOS™ no 4°, 8° e 15° dia pés-infec¢io por A. suum. (A) Figado. (B) Pulmio. Tempo 0 representa os

animais ndo infectados. Cada ponto representa a média = desvio padrdo de 6-7 animais/grupo. As diferengas

entre os animais deficientes para iNOS e selvagens estdo representadas pelo valor de p. Estdo representados

por (*) a diferenga entre animais infectados da mesma linhagem e seus respectivos animais nio infectados. *

p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001.
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6. DISCUSSAO
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DISCUSSAO

A escassez de estudos relacionados aos aspectos bioldgicos da infeccdo por Ascaris
sp., desde mecanismos associados a evasdo da resposta imunoldgica e alteragdes
histopatologicas, ainda reflete o limitado conhecimento acerca da ascaridiase,
principalmente durante sua fase inicial. No intuito de buscar alguns esclarecimentos, a
hipotese deste estudo experimental foi demonstrar a participagdo do 6xido nitrico durante a
fase inicial da infec¢do, demonstrando sua participagdo no processo de sobrevivéncia do
parasito em seu hospedeiro.

Parasitos e hospedeiros buscam um equilibrio fisiolégico em que, no mesmo
ambiente, nutri¢do e reparacdo participam juntas. Isso ocorre especialmente em infecg¢des
onde o niimero de parasitos ¢ limitado e o hospedeiro seria considerado saudavel (GABA et
al., 2005). Diversos sdo os mecanismos envolvidos no processo de eliminacdo ou simbiose
dos parasitos no hospedeiro. Por um lado, o parasito, como no caso dos helmintos, secreta e
excreta substdncias como proteinas, as quais facilitam a permanéncia no hospedeiro
(HEWITSON et al., 2009). Por outro lado, no caso do hospedeiro, diversas sdo as células
que desempenham fungdes na defesa, as quais incluem macréfagos, granulécitos, linfocitos
B, linfocitos T auxiliares (“T helper”) e linfocitos T reguladores (“Treg”) (MAIZELS et al.,
2009). Essas células, em presenca aos antigenos do parasito, desencadeiam uma série de
respostas como a regulacdo na produgdo de citocinas, tais como IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 e
TGF-B, efetivas na fase de inflamagdo e no desenvolvimento de fibrose (MACDONALD et
al.,2002).

Importante mediador citotoxico, o 6xido nitrico participa no processo de diversas
infecgdes. O seu papel junto ao hospedeiro pode ser benéfico ou prejudicial. Foram
observados efeitos benéficos em infec¢des como: Mycobacterium tuberculosis (CHAN et
al., 1995), Ectromelia virus, Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii (GUILLERMO et
al., 2004), Giardia lamblia (FERNANDES et al., 1997), Entamoeba histolytica (SIMAN-
TOV et al., 2003) e Leishmania major (VALDEZ et al., 2008). POLTE et al. (1997)
demonstraram que o 6xido nitrico também exerce efeito citoprotetor mantendo a integridade
da parede vascular, indicativo do potencial efeito antinflamatorio e anti-teratogénico.
Efeitos prejudiciais, geralmente associados a alta concentragdo de oOxido nitrico, foram
observados na infec¢do por virus da influenza (AKAIKE et al., 1998), durante o quadro de

pneumonia viral e imunossupressdo associada a infeccdo por Mycobacterium avium
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(WINKLER et al., 2001).

O 6xido nitrico estd envolvido no processo inflamatério e imunomodulador, e pode
ser altamente toxico para parasitos e importante durante a fase inicial de infecg¢des
parasitarias, onde macrofagos liberam indiretamente esse composto pela produgao de IFN-y
e TNF-a. Esse mecanismo ja ¢ bem descrito para alguns parasitos durante a fase inicial da
infec¢cdo, como Schistosoma sp. € Fasciola sp. (GAZZINELLI et al., 1992; CERVI et al.,
1998; SIBILLE et al., 2004). A presenca de 6xido nitrico tem sido também demonstrada na
infeccdo por outros helmintos; por exemplo, a atividade da enzima que produz 6xido nitrico
foi encontrada na parede muscular de vermes adultos de Brugia malayi, Dirofilaria immitis
e Acanthocheilonema filariae (PFARR et al., 2001). Ademais, a expressdo da 6xido nitrico
sintase também tem sido demonstrada em outras fases, tais como ovos, esporocistos, e
cercarias de Schistosoma sp. (LONG et al., 2004) e outras estruturas, como os 0dcitos e
formas embrionarias de Brugia malayi (PFARR et al., 2001). Foi detectada também, a
atividade do 6xido nitrico em diferentes estruturas nervosas (entérica, central e periférica) e
na hipoderme de Ascaris suum (BASCAL et al., 1995; BOWMAN et al., 1995; BASCAL et
al.,2001).

Para responder a hipotese deste trabalho, as infeccdes por Ascaris suum entre
animais C57BL/6 e animais geneticamente deficientes para 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS™) foram comparadas experimentalmente. Um estudo experimental prévio (CUNHA
et al., 1993) revelou evidéncias do envolvimento do 6xido nitrico demonstrando que a
fagocitose de particulas inertes por macrdfagos peritoneais, em cultura, ou por macréfagos

de camundongos, estimulados por IFN-vy, ndo sdo estimulos suficiente para a indugdo

expressiva de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). No entanto, a fagocitose de agentes
bioldgicos, nas mesmas condi¢des, induz altos niveis de 6xido nitrico, sugerindo que essa
produgdo seja dependente de estimulo imunolégico e que faca parte dos mecanismos de
defesa do organismo (CUNHA et al., 1993).

Assim, os primeiros achados do presente estudo dizem respeito a evidéncia da
participacdo in vitro na produgdo de o6xido nitrico de células estimuladas com antigenos

excretados/secretados de A. suum nas concentragdes de 100 pg/mL, 50 pg/mL e 25 u g/mL.

Como verificagdo da produgdo dessa molécula, uma medida indireta de nitrito (NO™) foi
realizada no sobrenadante da cultura de macrofagos peritoneais, constatando que houve uma

participa¢do do mediador em questdo. Apesar da evidéncia, o ambiente foi orquestrado pela
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utilizacdo de altas concentragdes de antigenos do parasito concomitante com a presenca de
IFN-y, capaz de ativar os macrofagos. Assim, nesse ambiente, antigenos
secretados/excretados de A. suum foram capazes de induzir a produg¢do de oxido nitrico
mostrando uma relagdo dose dependente. Mesmo com a estimulagdo dos antigenos
utilizados em alta concentragdo, a producdo de nitrito foi inibida pelo uso dos analogos
LNMMA e LNIL, salientando que ndo ha produgcdo do composto na presenca desses
inibidores, como ja descrito (HIBBS et al., 1987). Nossos dados corroboram com os
achados de ANDRADE et al. (2005), que também demonstraram a relevante participacdo
do 6xido nitrico em macrofagos alveolares estimulados com antigenos de A. suum.

J& foi demonstrado que uma das principais vias responsaveis pela produgdo de 6xido
nitrico em um ambiente fisioldgico ¢ desencadeada pela expressdo da enzima iINOS em
macrofagos e outras células (MONCADA et al., 1991). Essa producdo de 6xido nitrico
poderia atuar tanto de forma protetora quanto citotoxica. Essa toxicidade ¢ dependente da
quantidade de espécies reativas de oxigénio, da quantidade de 6xido nitrico produzida e da
relacdo fisiologica local e/ou sistémica com o parasitismo (BECKMAN et al., 1996).
Posteriormente, para avaliar a restauragdo da viabilidade celular de macrofagos estimulados
com antigenos excretados/secretados de A. suum, o ensaio do MTT foi realizado; nossos

resultados demonstram que células estimuladas com uma maior concentragdo (100 u g/mL)

de antigenos foram capazes de restaurar a viabilidade quando utilizados inibidores da via

oxido nitrico sintase. Na concentracdes de 50 u g/mL e 25 u g/mL, foi possivel observar

que houve pouca restauragdo da viabilidade celular quando utilizados inibidores da via
oxido nitrico sintase.

No presente estudo, outro achado primordial na evidéncia do envolvimento do 6xido
nitrico foi quanto a carga parasitaria avaliada. Para isso, conforme descrito anteriormente,
foram utilizados animais iNOS™ e os 6rgdos selecionados para avaliagdo foram o figado e o
pulmdo, que correspondem a fase inicial da passagem do parasito no hospedeiro. A
quantidade de larvas recuperadas no figado foi significativamente maior nos animais
deficientes para iNOS. Apesar da diferenga ndo ser significativa, a quantidade de larvas
recuperadas no pulmio foi também maior nos animais iNOS™ quando comparada aos
animais C57BL/6. Uma possibilidade seria a de que haja um atraso na chegada das larvas
nos pulmdes dos animais iNOS™. Esses dados demonstram a primeira evidéncia de que

animais geneticamente deficientes para Oxido nitrico sintase sdo mais susceptiveis a
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infeccdo por A. suum, observando, portanto uma forte participagdo do 6xido nitrico na
regulacdo da infec¢do. Na Figura 9, foi demonstrado também que a propor¢do do nimero
de larvas que migram do figado e que sdo posteriormente encontrados no pulmao, foi
substancialmente maior nos animais deficientes, sugerindo uma melhor eficicia dos animais
selvagens na eliminagdo do parasito durante a passagem das larvas nos tecidos.

Durante a infeccdo por A. suum, resultados interessantes foram observados na
analise histopatologica. Durante a migracdo da larva pelo figado foi encontrada uma menor
area de lesdo nos tecidos dos animais iNOS™ com presenca de necrose dos hepatécitos e
infiltrado inflamatdrio, em relagdo aos animais C57BL/6 que obtiveram intensa area de
lesdo nesse tecido. Esse achado pode ser explicado pela auséncia na producdo de o6xido
nitrico no parénquima hepatico. Segundo alguns estudos (LI E BILLIAR, 1999; CHEN et
al., 2003), a producdo em grandes concentragdes de espécies reativas pode ser altamente
toxica em especial no figado que, juntamente com o infiltrado de células granulociticas,
ajudaria também no processo inflamatorio e consequente eliminacdo do parasito porém,
lesando também hepatdcitos da drea de inflamagao.

Quanto a migracdo da larva pelo pulmao, foi possivel observar morfometricamente
uma maior area de lesdo nos tecidos dos animais iINOS™ quando comparados com os
tecidos dos animais C57BL/6. Esses achados foram contrarios aos observados no figado.
Provavelmente no pulmio, além do niimero de larvas encontradas nos animais iNOS™ ser
maior que nos animais C57BL/6, uma hipdtese ¢ de que ocorra uma reagao inflamatoria
exacerbada, ou talvez tardia, na tentativa de controlar a presenga do parasito em um
ambiente onde ndo héa produgdo de 6xido nitrico. A falta dessa molécula, em especial no
pulmao, faria com que uma quantidade significativa de infiltrado celular inflamatério, como
linfocitos e neutrdfilos fossem recrutados para o local do tecido em questdo. Fazendo uma
relacdo com os dados de neutrofilos, houve um aumento na producdo dessas células no
sangue periférico durante a passagem da larva no pulmdo nos animais deficientes para
iINOS. Também foi observado um intenso recrutamento de células nos animais C57BL/6 no
pulmdo, porém, além do numero de larvas ser menor, a resposta inflamatéria que atuou
durante a passagem das larvas no figado até a chegada do parasito ao pulmdo foi mais
eficiente.

Alguns papéis controversos do oxido nitrico quanto a citotoxidade em doencas
parasitarias foram demonstrados. Durante a inibicdo da producdo de iNOS pelo uso do

precursor de oxido nitrico, a aminoguanidina, foi comprovada uma diminui¢do de lesdo
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pulmonar induzida por larvas de Toxocara canis (ESPINOSA et al., 2002; DEMIRCI et al.,
2006). Processos oxidativos e aumento da producdo de iNOS também ocorrem apods
infeccdo por S. mansoni, embora tenha sido sugerido que a atuacdo do 6xido nitrico seja
parcialmente responsavel pela patologia associada com esquistossomose (EL-SOKKARY et
al., 2002). O estresse oxidativo, como um mediador de dano de tecido hepatico relacionada
com a infec¢do por Leishmania chagasi tem sido investigada; uma correlacdo significativa
entre a ocorréncia do estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica como um mecanismo de
dano hepatico e lesdes do tecido tem sido relatado na fase cronica da infeccdo (OLIVEIRA
et al., 2000).

Ainda a respeito das analises histopatoldgicas, a eficacia na eliminagdo do parasito
pelos animais selvagens observando as caracteristicas teciduais apds a passagem do parasito
tornou-se mais evidente no 15° dia pos-infeccdo. Microscopicamente, nesse marco, ambos
os grupos de animais C57BL/6 e¢ iNOS™ apresentaram fibrose tecidual, necrose, intenso
infiltrado de polimorfonucleares, com predomindncia de neutréfilo e eosinofilo, sendo esse
ultimo também encontrado em maior nimero na circulagdo sanguinea. Apesar da auséncia
da analise morfométrica da area de lesdo dos tecidos no 15° dia pds-infecgdo, foi possivel
observar a presenca de granulomas no figado de todos os animais iNOS™, fato ndo
observado nos animais C57BL/6. Este achado corrobora com os dados comparativos da
quantifica¢do da carga parasitaria e da analise de areas de lesdo tecidual avaliadas durante a
infeccdo. Provavelmente, nesse ambiente, a falta de uma resposta imunolégica eficaz e o
alto nimero de larvas encontradas no figado no 4° dia pés-infeccao nos animais deficientes
propiciou o aparecimento de granulomas no 15° dia pds-infeccdo. Em alguns desses
granulomas foi possivel observar restos de larvas com intensa presenga de células.
Formagdo de granulomas e de infiltragdo de eosindfilos foram também demonstrados no
figado de animais infectados por S. mansoni (EL-SOKKARY et al., 2002).

Acerca da producdo de citocinas séricas durante a infecgdo experimental por A.
suum, foi realizada a analise comparativa da quantificagdo de IFN-y, IL-10, TNF-a e IL-6
entre os grupos de animais selvagem e deficientes. Durante o fase inicial do processo de
infeccdo, o parasito induz a producdo de IFN-y e TNF-a (GAZZINELLI et al., 1992;
CERVI et al., 1998; SIBILLE et al., 2004). No presente estudo foi possivel demonstrar um

aumento significativo nos niveis séricos de IFN-y e TNF- « em animais C57BL/6 no 4° dia

pos-infeccdo, provavelmente relacionada a eficidcia na eliminacdo do parasito desses
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animais na fase hepatica. A producdo de iNOS tem-se relacionado expressivamente com o
aumento de TNF-a e que esta citocina pode mediar alguns efeitos patoldgicos nas
helmintoses gastrointestinais através da produgdo de iNOS (GARSIDE et al.,2000).

Interessantemente, a produgdo de IFN-y ¢ TNF- a ndo foi observada nos animais iNOS™ no

mesmo periodo de avaliagdo. A despeito da auséncia de resposta reguladora, nossos
resultados indicam a presenga de intensa resposta inflamatoria no 8° dia pos-infec¢do nos
animais iINOS™, observada pelos altos niveis de IL-6 seguido de aumento de numero de
neutrofilos na circulagdo sanguinea, o que nao foi possivel observar no 4° dia pés-infecgao.
Esse aumento de neutrofilos durante a passagem da larva pelo pulmao seria provavelmente
promovido pela producio de citocinas inflamatorias nos animais iNOS™, principalmente IL-
6, corroborando com a intensa area de lesdo do pulmao nesses animais observada na analise
histopatologica. Portanto, o presente estudo demonstrou que a fase inicial de uma infec¢ao
por A. suum ¢ mediada pela produgdo substancial de citocinas como IFN-y, TNF-«, IL-6 ¢
IL-10, eficientes na eliminag@o do parasito pelo hospedeiro.

Nas analise hematologica, nossos dados demonstraram uma diminui¢do substancial
do niimero de leucoécitos totais no 8° dia pos-infeccdo em ambos os grupos. Essa diminui¢ao
induzida pela infeccdo parasitaria sugere o recrutamento de células circulantes para os
tecidos infectados, onde haveria grande area de lesdo e produtos liberados pelo parasito.
Essa reducdo foi observada principalmente na contagem de linfocitos no 8° dia pds-infecgdo
e no 15° dia pos-infeccdo, sendo relevante para ambos os grupos de animais C57BL/6 e
iNOS™, e com diferenca entre eles no 8° dia pos-infecgio. Foi demonstrado também, na
analise histopatoldgica, um intenso infiltrado de células nos tecidos, principalmente no
pulmao o que comprova a evidéncia do intenso recrutamento de linfécitos, como também de
polimorfonucleares. Esses dados mostram que essa diminui¢cdo induzida pela presenca do
parasito deve-se ao fato da ocorréncia de apoptose celular e também tecidual, como
anteriormente descrito para outros helmintos (GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2013).
Aparentemente, a morte celular mediada por 6xido nitrico ocorre tanto por apoptose como
também por necrose (ALBINA et al., 1989; KRONCKE et al., 1997). Quanto aos eritrocitos
foi possivel observar uma diminui¢do expressiva do nimero de globulos vermelhos em
animais deficientes para iNOS durante todo o periodo de infec¢dao. Esse achado pode estar
relacionado com um desequilibrio da hematopoese decorrente da agdo do A. suum

principalmente, dado o grau de parasitismo nesses animais.
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Uma série de reacdes bioquimicas ocorrem durante a infec¢do por A. suum. E
evidente a participagdo do 6xido nitrico como mediador em uma resposta inflamatdria. O
oxido nitrico inicia seus efeitos com a ativagdo da enzima heterodimérica guanilil ciclase
soluavel (GCs). A ativagdo dessa enzima resulta na producdo de guanosina monofosfato
ciclico (GMPc). Relacionado esses efeitos a participagao da plaqueta, o 6xido nitrico exerce
sua acdo inibitéria sobre elas mediante vias GMPc (HARTWIG et al., 2003). Sabe-se que a
plaqueta exerce um importante papel nos processos de inflamagdo, coagulagdo e de
trombose. O oOxido nitrico atua nesse exato momento de adesdo, ativagdo e agregacao
(ALONSO et al., 2003), inibindo esse processo para evitar a formagdo de trombos,
principalmente diante de um processo patologico. O 6xido nitrico que deixa a célula
endotelial em dire¢do a corrente sanguinea pode penetrar nas plaquetas, especialmente nas
que se encontram justapostas a parede do vaso ou nas hemdacias (WOLIN, 2000). No
interior das plaquetas, o 6xido nitrico promove um aumento de GMPc e a consequente
diminuigdo do Ca®" livre. Como o Ca*" ¢ essencial para o processo de ativagdo plaquetaria,
esse processo estard inibido (WOLIN, 2000).

Assim, foi interessante observar alguns pontos na participacao das plaquetas durante
a fase inicial da ascaridiase. Primeiramente, em animais C57BL/6, ha uma diminui¢dao do
numero plaquetario no curso da infec¢do diante de um aumento significativo no niimero de
plaquetas observado nos animais iNOS™. No caso dos animais selvagens, uma explicagio
para esse achado ¢ que exista uma possivel inibicdo da coagulagdo sanguinea desencadeada
pelo parasito para facilitar a sua passagem pelos vasos sanguineos. Por outro lado, de forma
indireta, o 6xido nitrico atuaria como mediador junto a uma resposta inflamatoria composta
por mastocitos que estaria participando na dilatagdo vascular e relacionado com o fator
ativador plaquetario (BREDT et al., 1994). Em contrapartida, o aumento observado durante
a quantificacdo de plaquetas nos animais deficientes pode ser explicado pela reducdao no
numero de eritrocitos circulantes durante a infec¢do, e mais expressivamente explicado pela
deficiéncia genética desses animais na producdo de o6xido nitrico. Portanto, na infec¢do
experimental por 4. suum, a auséncia de 6xido nitrico promove a agregacdo plaquetaria e
formag¢do de trombo, o que nos remete ao aparecimento de granuloma, nos achados
histopatologicos.

A eosinofilia ¢ uma caracteristica da infec¢do por helmintos, e em algumas relagdes
parasitarias, os eosinofilos foram eficientes na eliminagdo do parasito (KLION et al., 2004).

Estudos in vitro demonstraram que a eosinofilia, em associagdo com anticorpos especificos,
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pode mediar a morte de nematodas como Trichinella spiralis (LEE et al., 1991),
Haemonchus contortus (RAINBIRD et al., 1998) e Onchocerca volvulus (GREENE et al.,
1981). Neste trabalho, a eosinofilia foi evidenciada somente no 15° pos-infeccdo. Os
animais iNOS™ apresentaram um menor aumento no niimeros de eosinéfilo nesse periodo,
em relagdo aos animais selvagens. Durante o 4° e o 8° dia pds-infec¢do os niveis dessas
células se mantiveram marginais. A partipacdo dos eosinéfilos nos tecidos foi demonstrada
pelo ensaio de EPO, que verifica indiretamente a quantificacdo dessas células pela ativagao
da peroxidase de eosinéfilo. Nossos dados demonstram que, em animais geneticamente
deficientes para iNOS houve um aumento na ativagdo de eosinofilos somente no 15° dia
pos-infecgdo. Durante a migragdo do parasito pelo figado e pulmédo dos animais iNOS™ nio
foi possivel observar ativacdo significativa de eosinodfilos quando comparadas com os
animais selvagens. Os animais C57BL/6 apresentaram ativacdo dessas células ja na fase
inicial da infec¢do, sendo portanto uma evidéncia inequivoca de que o 6xido nitrico foi um

importante mediador junto a ativacdo de eosindfilos e a producdo de TNF- « ,

principalmente durante a reacdo inflamatoria no figado.

Apesar de a quantificagdo de quimiocinas nao ter sido determinada neste trabalho, a
degranulacdo dos eosindfilos também resulta na liberacdo de citocinas e quimiocinas que
podem aumentar a migra¢do de outros tipos celulares para o tecido (ROTHENBERG e
HOGAN, 2006). Desta forma, o retardo na migrag¢ao de eosin6filos no 15° dia poés-infec¢ao
para o sitio da infeccdo poderia ser um mecanismo complementar que permitiria maior
sobrevivéncia de parasitos nos animais iNOS” devido a uma possivel diminui¢do na
produgdo de quimiocinas.

O oxido nitrico também pode mediar mudangas fisiologicas por meio de
modificacdes de proteinas celulares, como a nitrolisacdio de tirosina. Como dito
anteriormente, o nitrito ¢ o produto primario gerado pelo 6xido nitrico e, na presenca de
H,0,, pode ser oxidado pela mieloperoxidase (MPO) e lactoperoxidase (LPO), o que
contribui para a nitrolisacdo de tirosina. Como descrito neste trabalho, para a comprovagao
da participacdo dos neutrofilos foi realizado um ensaio da quantificacdo dessas células pela
ativacdo da enzima mieloperoxidase. Nossos achados confirmam um aumento da atividade
da enzima durante o curso da infec¢do, pricipalmente observado no tecido hepatico de
animais iNOS™ no 15° dia pos-infeccdo. GALIOTO et al. (2006) e O’CONNELL et al.

(2011) mostraram que neutrofilos estdo associados com destruicdo de larvas L3 de
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Strongyloides stercoralis em animais durante infeccdo primaria. Diante dos dados obtidos
neste trabalho, pode-se concluir que o 6xido nitrico participa efetivamente no processo de
eliminagdo da infecgdo por A. suum em animais C57BL/6 experimentalmente infectados. A
importancia dessa molécula se faz especialmente durante a fase inicial da infec¢do, mais
especificamente no processo de migracao das larvas pelo figado, em que a carga parasitaria
observada foi maior nos animais iNOS™. Como corrobora a analise histopatologica, houve
uma ineficacia na reag¢do inflamatoria mediada pro células nos animais iNOS™ pelo fato da
area de infiltrado inflamatdrio no figado nesses animais serem reduzidas. Citocinas como

TNF-«, IFN-y, IL-10 e IL-6 ndo se fizeram presentes durante essa fase em animais

deficientes para iNOS. Somente a IL-6 durante a fase pulmonar pode ser observada em altos
niveis nos animais deficientes, o que ¢ comprovado pela alta circulagdo de neutréfilos
durante esse periodo. O processo de cicatrizagdo, ou seja, da regeneracao tecidual, foi mais
eficiente nos animais do grupo C57BL/6 infectados por 4. suum. Participam desse processo
principalmente eosindfilos mediados pela producdo de TNF- o, como também IL- 6, NF-
B ¢ STAT3 (CRESSMAN et al., 1996). Nos animais do grupo iNOS™, principalmente
devido a deficiéncia apresentada e pela tentativa de controlar a infec¢do, de induzir uma
resposta inflamatdria diante do parasito e at¢ mesmo eliminar a infeccdo, se fez necessario,
como descrito, um recrutamento exacerbado de neutrofilos. Essas células parecem ter

crucial importancia durante a infecgdo para animais do grupo iNOS™".
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7. CONCLUSOES
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CONCLUSOES

A partir dos nossos dados foi possivel concluir que o 6xido nitrico, produzido pela
enzima oxido nitrico sintase induzivel, tem um papel importante na infec¢do experimental
por Ascaris suum. Além da observagdo de que, em condic¢des ideais, produtos parasitarios
podem induzir a produ¢do de 6xido nitrico de forma dose-dependente, a participacdo do
oxido nitrico ¢ crucial para o estabelecimento do parasito e para a determinagdo do padrdo
de resposta do hospedeiro frente a infec¢do. A participagdo do 6xido nitrico ¢ determinante
na fase inicial da infec¢do, sobretudo durante a fase de migracdo de larvas no tecido
hepatico, contribuindo de forma substancial para a eliminagdo de parasitos a partir de uma
resposta inflamatdria também mediada pela producdo de IFN-y e TNF-a com a presenga de

neutrdfilos e principalmente eosinéfilos.
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