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RESUMO 

 
A infecção por helmintos induz uma resposta imune do tipo-2 modulada, que pode alterar outros 
processos inflamatórios crônicos presentes no hospedeiro, como é o caso da retocolite ulcerativa 
(RCU). Dados anteriores do nosso grupo de estudo demonstraram que a infecção aguda por 
Strongyloides venezuelensis e concomitante a exposição ao Sulfato de Sódio Dextrano (DSS) foi capaz 
de reduzir a gravidade clínica da RCU induzida por DSS, porém os mecanismos envolvidos não foram 
esclarecidos. Neste trabalho, nosso objetivo foi compreender possíveis mecanismos imunológicos 
induzidos pela infecção por S. venezuelensis e/ou seus antígenos que participam na modulação da 
RCU aguda e crônica induzida por DSS em camundongos. Para tanto, camundongos BALB/c 
selvagens (WT) infectados com S. venezuelensis ou inoculados com seus antígenos ingeriram solução 
aquosa contendo DSS para indução de RCU aguda ou crônica. Como controles, foram utilizados 
camundongos BALB/c não infectados e não tratados; somente infectados e somente tratados com 
DSS. Em alguns experimentos, o procedimento experimental foi realizado em camundongos BALB/c 
deficientes na produção do receptor de IL-33, receptor ST2, (ST2-/-), ou na produção de IL-4 (IL-4-/-

) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA) para investigar o papel destes elementos no mecanismo 

de indução e modulação da RCU. Posteriormente, foi avaliada a capacidade de um extrato de S. 
venezuelensis adulto (SvE) em suprimir a resposta de macrófagos (linha celular THP-1 humana) ao 
desafio in vitro com lipopolissacarídeo (LPS). Os resultados demonstraram que animais infectados 
por S. venezuelensis e concomitantemente expostos ao DSS apresentaram redução dos sinais clínicos, 
do encurtamento do cólon, da inflamação do cólon distal e no nível de citocinas/quimiocinas de perfil 
Th-1 e Th-17 enquanto tiveram aumento de citocinas Th-2 e Treg. Entretanto, animais com infecção 
prévia por S. venezuelensis e/ou a inoculados com baixas concentrações de antígenos solúveis do 
parasito não apresentaram redução na gravidade clínica e danos na mucosa do cólon. Por outro lado, 
animais que foram infectados após estabelecimento da RCU crônica induzida por DSS apresentaram 
redução dos sinais clínicos, encurtamento do cólon, inflamação da mucosa colônica enquanto tiveram 
aumento de citocinas regulatórias e de reparo. Animais com deficiência na indução da resposta Th-2, 
como produção do receptor ST2 (ST2-/-), da citocina IL-4 (IL-4-/-) e na diferenciação de eosinófilos 
(ΔdblGATA) apresentaram score clínico e microscópico menores em relação aos camundongos 
selvagens. Contudo, camundongos ST2-/- infectados por S. venezuelensis apresentaram redução do 
score clínico, do encurtamento do cólon e dos danos na mucosa do cólon, em comparação aos 
camundongos ST2-/- somente tratados com DSS, no entanto sem aumento de IL-10 e IL-13. Nos 
animais IL-4-/- a infecção pelo nematódeo não reduziu o score clínico da RCU, porém reduziu o dano 
tecidual do cólon. Já nos camundongos ΔdblGATA a infecção não foi capaz de diminuir a perda de 

peso, o score clínico, nem a inflamação do cólon distal. Nossos dados mostraram ainda que animais 
BALB/c selvagens infectados e tratados com DSS também apresentaram recuperação mais rápida da 
RCU induzida por DSS e aumento da atividade de arginase por células isoladas do lavado peritoneal 
do que animais apenas tratados, sugerindo a participação de macrófagos alternativamente ativados 
M2. Na linhagem ST2-/- animais infectados e tratados tiveram piora clínica após parada da exposição 
ao DSS, enquanto animais infectados e tratados IL-4-/- e ∆dblGATA apresentaram cinética de 
recuperação da RCU semelhante aos apenas tratados com DSS. Finalmente, antígenos de vermes 
adultos de S. venezuelensis reduziram a produção de TNF-α e IL-1 por células THP-1 estimuladas 
por LPS in vitro. Em resumo, a infecção ativa por S. venezuelensis leva a uma reposta imune Th-2 e 
regulatória com ativação de M2, que  atuam na redução da gravidade da RCU aguda induzida por 
DSS através de mecanismos de reparo dependente de eosinófilos e independente da via IL-33/ST2. A 
infecção ativa pelo nematódeo também modula a RCU crônica através da participação de citocinas de 
reparo como TGF-β. 
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ABSTRACT 
 
Helminth infection induces a modulated type-2 immune response, which may alter other chronic 
inflammatory diseases, such as ulcerative colitis. Previous data from our study group have 
demonstrated that concomitant acute Strongyloides venezuelensis infection with DSS treatment was 
able to reduce the clinical severity of colitis DSS-induced, however the mechanisms involved have 
not been clarified. Herein, we evaluated possible immunological mechanisms induced by S. 
venezuelensis infection and/or its antigens that participate in the modulation of acute and chronic 
ulcerative colitis caused by DSS in mice. For the experiment, wild‐type BALB/c mice (WT) was 
infected with S. venezuelensis or inoculated with their antigens and they were treated orally with DSS 
solution to induce acute or chronic colitis. As controls, we used uninfected and untreated mice, only 
infected, and only treated with DSS. In some experiments, the experimental procedure was performed 
on BALB/c mice deficient in IL-33 receptor production (ST2 -/ -), deficient in IL-4 production (IL-4 -
/-), deficient in  eosinophil maturation (∆dblGATA) to investigate the role of these elements in the 

mechanism of colitis induction and modulation. Subsequently, the ability of a PBS-soluble extract of 
adult S. venezuelensis to suppress macrophage (human THP-1 cell line) response to in vitro challenge 
with lipopolysaccharide (LPS) was tested. The results showed that active S. venezuelensis infection 
concomitantly with the induction of UC reduces clinical signs, colon treatment, distal colon 
inflammation and Th-1 and Th-17 cytokines/chemokines, while increased Th-2 and Treg cytokines. 
However, previous S. venezuelensis infection and/or inoculation of soluble parasite antigens in low 
concentrations does not reduce clinical severity and damage to the colon mucosa. Animals that became 
infected after the establishment of chronic DSS-induced colitis had reduced clinical signs, colon 
shortening and colonic mucosal inflammation, while they had increased regulatory cytokines and 
repair of mucosa. Mice deficient in Th-2 response induction, such as production of ST2 receptor (ST2-

/-), cytokine IL-4 (IL-4-/-) and eosinophil differentiation (ΔdblGATA) had lower clinical and 
microscopic scores compared to wild mice. However, S. venezuelensis-infected ST2-/- mice showed a 
reduction in clinical score, colon shortening, and colonic mucosal damage compared to ST2-/- mice 
treated with DSS only, but without an increase in IL- 10 and IL-13. In IL-4 -/- mice, the nematode 
infection did not reduce the clinical score of colitis but reduced the tissue damage of the colon. In 
ΔdblGATA mice, infection was not able to decrease weight loss, clinical score, or inflammation of 
the distal colon. Our data also showed that treated-DSS/infected WT mice showed faster recovery 
from DSS-induced colitis and increased arginase activity by cells isolated from the peritoneal lavage 
than treated animals only. In ST2 -/-  infected and treated mice had clinical worsening after cessation 
of exposure to DSS, while infected and treated IL-4 -/- and ∆dblGATA mice presented colitis recovery 
kinetics similar to those treated with DSS only. Finally, S. venezuelensis adult worm antigens reduced 
the production of TNF-α and IL-1 by LPS-stimulated THP-1 cells in vitro. In summary, active 
infection by S. venezuelensis induce Th-2 and regulatory immune response with activation of M2, 
which act to reduce the severity of acute colitis DSS-induced by eosinophil-dependent and IL-33/ST2 
-independent repair mechanisms. Active nematode infection also modulates chronic colitis by the 
participation of repair cytokines such as TGF-β.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

Infecções por helmintos afetam cerca de três bilhões de pessoas, e ocorrem principalmente em 

crianças de países de baixo desenvolvimento com clima subtropical e tropical, sendo consideradas 

como doenças negligenciadas (Hotez et al 2011; McFarlane et al. 2017; Chan 1997; Gonzalez-Moreno 

et al., 2011; Bharti et al.,2018). De modo geral, os helmintos induzem uma reposta imune de perfil 

Th-2 em seus hospedeiros, sendo que os mecanismos imunoprotetores variam dependendo da espécie 

de helminto, da fase de desenvolvimento e do habitat ocupado pelo parasito, sendo descritos casos em 

que o controle da infecção depende da diferenciação de células caliciformes e produção de muco; em 

outras infecções, mastócitos e/ou anticorpos têm papel fundamental (revisto por Huang & Appleton 

2016). Além da resposta imune de tipo Th-2, helmintos também induzem mecanismos imuno-

regulatórios que favorecem a sobrevivência dos vermes e a cronificação da infecção. Essas mudanças 

no sistema imune podem ter consequências em outras doenças inflamatórias crônicas, bem como na 

microbiota intestinal (Wilson et al 2005; Maizels et al 2009; Grainger et al 2010; Zaiss et al., 2015).  

Grande parte dos helmintos, principalmente os nematódeos, tem parte de seu ciclo ligado ao solo 

sendo classificados como geohelmintos (Chan 1997; Hotez et al.; 2008). Entre os geohelmintos que 

infectam os humanos, destaca-se o Strongyloides stercoralis que causa a estrongiloidose. A 

estrongiloidose é uma doença emergente, negligenciada e de difícil diagnóstico cuja prevalência vem 

aumentando nos últimos anos, tanto em áreas endêmicas como em áreas não endêmicas. O aumento 

da estrongiloidose tem sido associado principalmente à elevada prevalência da infecção por S. 

stercoralis em imigrantes ou viajantes frequentes e em pacientes com deficiências imunes 

(Puthiyakunnon et al. 2014). Em áreas endêmicas, o hospedeiro inicialmente se infecta através da 

penetração percutânea de larvas filarióides do parasito, que migram principalmente através da 

circulação sanguínea, passando pelos pulmões até atingirem o intestino delgado, onde os vermes 

completam seu desenvolvimento até a fase adulta. Os vermes intestinais são exclusivamente fêmeas, 

que formam seus ovos por partenogênese e os eliminam no lúmen do intestino delgado do hospedeiro, 

onde as larvas rabditoides se formam e eclodem (Schad et al. 1989; Yamada et al. 1991; Genta et al 

2005). A maioria das larvas rabditoides é eliminada para o ambiente com as fezes do hospedeiro, mas 

uma pequena parte destas larvas pode evoluir até a forma infectante e repenetrar na mucosa do 

intestino grosso e reto, levando ao processo de autoinfecção, responsável pelas infecções crônicas de 

longa duração em humanos (Grove & Northern 1989; Siddiqui & Berk 2001). Strongyloides 

venezuelensis é um nematódeo de roedores, amplamente utilizado como modelo experimental no 

estudo da estrongiloidose. Esta espécie também penetra pela pele do hospedeiro, que são espécies de 

roedores, migra pelo pulmão e se estabelece na mucosa do intestino delgado. Entretanto, diferente do 
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observado em S. stercolaris, na infecção por S. venezuelensis em camundongos, os vermes intestinais 

são espontaneamente eliminados ainda na fase aguda da infecção, entre 12 e 14 dpi (dias após 

infecção), não desenvolvendo a infecção crônica de longa duração, que é característica da infecção 

humana (Sato & Toma 1990; Negrão-Corrêa 1990; Fernandes et al. 2008).  

A infecção por Strongyloides, assim como de outros nematódeos gastrintestinais, induz em seu 

hospedeiro uma resposta imunológica do tipo-2, caracterizada pelo aumento de produção das citocinas 

IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-33, resultando em diferenciação e ativação de eosinófilos, mastócitos e 

macrófagos alternativamente ativados, aumento da produção de IgE e IgG4 e da produção de muco 

pelas células caliciformes da mucosa intestinal. Essas alterações auxiliam na eliminação do parasito e 

na renovação do epitélio intestinal (revisto por Urban et al. 1992; Onah & Nawa 2000; Negrão-Corrêa 

et al., 2006, revisto por Anthony et al. 2007; Jenkins& Allen 2010). Alguns estudos epidemiológicos 

e experimentais têm demostrado que essa resposta induzida por helmintos pode modular a resposta 

imune do hospedeiro a outros antígenos, podendo assim ter efeito no controle de doenças inflamatórias 

crônicas, tais como esclerose múltipla, asma e doença inflamatória intestinal (Elliott et al., 2007; 

Helmby et al., 2015; McFarlane et al., 2017).  

As doenças inflamatórias intestinais (DII), como doença de Crohn e a retocolite ulcerativa 

(RCU), são caracterizadas por inflamação crônica recidivante, sem uma causa infecciosa ou ambiental 

específica (Xavier & Podolsky 2007; Legaki & Gazouli 2016). Estudos indicam que múltiplos fatores 

genéticos e ambientais atuam no estabelecimento e evolução das DII, culminando na indução de uma 

resposta imune inapropriada a antígenos intestinais e estabelecimento do processo inflamatório. As 

terapias convencionais para pacientes com DII dependem de prescrição de longo prazo de fármacos 

com ação imunossupressora e/ou antibióticos, que não têm efeitos curativos e, na maioria dos casos, 

podem levar a sérios efeitos colaterais (Hanauer & Stathopoulos 1991; Baert et al., 2014; Van Assche 

et al., 2008; Mattos et al., 2015). Portanto, faz-se necessário compreender os mecanismos envolvidos 

na indução e controle do processo inflamatório observado em pacientes com DII para que se possa 

desenvolver estratégias terapêuticas mais adequadas e eficientes. 

O aumento drástico na prevalência de doenças inflamatórias crônicas observadas em países 

desenvolvidos no final do século XX coincide com a redução da incidência de infecções helmínticas 

crônica em países desenvolvidos, que tem sido associada a melhorias no saneamento básico e 

assistência médica oferecida a população destas áreas (Elliott 2000; revisado por Elliott & Weinstock, 

2009; McSorley et al., 2013; Coronado et al., 2017). Apoiando esses dados epidemiológicos que 

demonstram relação inversa entre prevalência de doenças inflamatórias crônicas e infecção por 

helmintos, dados experimentais também indicam que a infecção por helmintos ou a inoculação de 

antígenos derivados desses vermes podem melhorar a gravidade dos sinais clínicos da RCU 
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experimentalmente induzida em modelos murinos. Entretanto, os mecanismos imunológicos 

associados ao controle da inflamação intestinal pelo parasito é variado e depende da espécies do 

helminto e do tipo de indução de RCU experimental utilizado, sendo relatado que a regulação pode 

estar associada à ativação da resposta Th-2 e inibição de Th-1, à indução de células T-reg e/ou de 

mecanismos de reparo intestinal mediado por IL-22 e à alteração da microbiota  (Reardon et al., 2001; 

Khan et al., 2002; Motomura et al., 2009; Elliot et al., 2004; Smith et al., 2007; Ruyssers et al., 2009; 

Du et al., 201; Wilson et al., 2011; Cançado et al., 2011; Cho et al., 2011; Adisakwattana et al., 2013; 

Soufli et al., 2015; Holm et al., 2015; Su et al., 2018; Coronado et al., 2017). Além disso, dados 

anteriores do nosso grupo de estudo mostrou que a infecção por S. venezuelensis ativa e concomitante 

à ingestão de DSS, levou a redução da gravidade clínica da RCU (Rodrigues 2015). 

Apesar dos dados experimentais indicarem a possibilidade da utilização de infecções 

helmínticas como uma alternativa terapêutica de controle de doenças autoimunes e inflamatórias 

(Anthony et al., 2007), as evidências acumuladas até o momento são insuficientes para determinar sua 

segurança e sua eficácia para DII (Varyani et al., 2017). Vale salientar que os dados publicados em 

modelos experimentais sugerem que o efeito modulador da infecção por helmintos na DII varia 

dependendo da espécie e habitat do helminto e cronicidade da infecção (Whelan et al., 2012; Varyani 

et al., 2017), sendo verificado que a melhora clínica não ocorre em todas as associações (Wang et al., 

et al., 2010; Bhardway et al., 2014; revisado por McKay, 2015; Su et al., 2018).  Além disto, estudos 

clínicos demonstraram que a ingestão de ovos de Trichuris suis reduziu os sinais de DII grave em um 

pequeno grupo de pacientes (Summer et al., 2005; revisto por Garg et al., 2014); entretanto, o 

tratamento com o helminto induziu efeitos colaterais e a melhora clínica não foi observada em todos 

os casos (revisto por Garg et al., 2014). 

Dado o exposto, torna-se necessário a realização de mais estudos para entender a participação 

de helmintos na modulação de doenças inflamatórias crônicas. Portanto, o presente trabalho se propõe 

a dar continuidade à investigação do papel da infecção por S. venezuelensis, helminto que habita a 

primeira porção do intestino delgado e provoca uma infecção aguda que é espontaneamente eliminada 

em 2 semanas (Dawkins  et al., 1983), na modulação da RCU induzida por DSS em camundongos, 

bem como os mecanismos envolvidos nesse processo.  

Nossa hipótese de trabalho é que múltiplos mecanismos imunológicos induzidos pela infecção 

por S. venezuelensis, ou seus antígenos, podem modular a retocolite ulcerativa aguda e crônica 

induzida por DSS, e que a resposta do tipo Th-2 é importante nesse processo. Essa hipótese é 

importante porque pode ajudar a entender melhor os resultados variados encontrados tanto em estudos 

clínicos com pacientes com DII infectados por helmintos, como em modelos experimentais murinos.   
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Aspectos biológicos e imunológicos da infecção por Strongyloides spp 

 
O gênero Strongyloides pertence à Família Strongyloididae que é incluída na Classe Chromadorea 

e Orden Rhabditida, segundo classificação baseada em estudos filogenéticos utilizando análise de 

genes da subunidade do RNA ribossomal de mais de 300 espécies de nematódeos (Blaxter et al. 1998). 

Dentre as 52 espécies descritas no gênero Strongyloides, duas foram naturalmente encontradas 

parasitando o intestino delgado de seres humanos: S. stercoralis e S. fuelleborni. A espécie S. 

fuelleborni é um parasito de primatas não humanos, porém ele tem sido responsável pela infecção de 

humanos em algumas áreas da África e Papua Nova Guiné, Zambia, Filipinas, Rhodesia e Peru 

(Siddiqui & Berk 2001; Speare 1989; Vadlamudi et al. 2006). A espécie S. stercoralis é a responsável 

pela quase totalidade dos casos de infecção humana. Estimativas sugerem que cerca de 100 a 370 

milhões de pessoas no mundo possam estar infectadas por esse parasito (Genta et al., 2005, Bisoffi et 

al., 2013), sendo que em alguns grupos específicos em áreas endêmicas a prevalência estimada da 

infecção pode chegar a 50%, caso técnicas adequadas de diagnóstico sejam utilizadas (Glinz et al. 

2010, revisto por Puthiyakunnon et al. 2014). No Brasil, área endêmica da doença, a prevalência 

média da estrongiloidose foi estimada em 5,5% entre os anos de 1990 e 2009, porém a distribuição do 

nematódeo não é uniforme entre as regiões brasileiras, sendo que na região Norte a prevalência 

estimada foi de  5,3%, no Nordeste foi de 7,9%, no Centro-Oeste foi 6,6%, no Sudeste 3,9% e na 

região Sul 4,0%. Porém, as estimativas de prevalência desta infecção podem ser subestimadas, uma 

vez que há dificuldade de diagnóstico clínico, e os testes laboratorial possuem baixa sensibilidade 

(Paula & Costa-Cruz 2011 e Puthiyakunnon et al. 2014).  

O ciclo biológico das espécies do gênero Strongyloides apresentam alternância de gerações de 

vida livre e vida parasitaria, sendo que larvas rabditóides de primeiro estádio (L1) presentes no 

ambiente, em condições ideais de umidade e temperatura, podem sofrer quatro mudas formando 

machos e fêmeas de vida livre, que se reproduzem dando origem a novas gerações de vida livre e/ou 

larvas infectantes que, após penetrarem no hospedeiro vertebrado, completam seu desenvolvimento. 

Este tipo de desenvolvimento é denominado de ciclo heterogônico ou indireto (Yamada et al. 1991; 

Viney & Lok 2007). Esse nematódeo também pode se desenvolver de forma direta (ciclo 

homogônico), no qual as larvas L1 evoluem para larvas filarioides de terceiro estádio (L3) infectantes, 

que penetram ativamente na pele ou mucosa e alcançam a circulação sanguínea do hospedeiro, com o 

auxílio de proteases que são secretadas pelo parasito (Mckerrow et al. 1990). As larvas filarioides 

oriundas do desenvolvimento direto ou indireto são morfologicamente semelhantes. No caso da 



 24 

espécie S. stercoralis, estudos sugerem que ela apresenta apenas uma geração de vida livre, e as larvas 

provenientes da reprodução sexuada se desenvolvem em L3 infectante que precisa infectar um 

hospedeiro suscetível para completar seu desenvolvimento pelo ciclo indireto (Schad et al. 1989; 

Yamada et al. 1991). Entretanto, algumas espécies do gênero Strongyloides, como S. planiceps, 

podem apresentar várias gerações de vida livre em condições laboratoriais, mas ainda não se sabe se 

o mesmo ocorre na natureza (Yamada et al., 1991).  

Os mecanismos responsáveis pela determinação do tipo de desenvolvimento entre as espécies 

do gênero Strongyloides não estão completamente descritos. Mas, os estudos indicam que a 

determinação sexual  tem influência genética, como no caso de S. ratti em que todas as formas 

evolutivas são diploides; sendo verificado que as fêmeas apresentam seis cromossomos, dos quais 2 

cromossomos são sexuais (2n=6, XX), e os machos apresentam 5 cromossomos, pois recebem apenas 

um dos cromossomos sexuais (2n=5, X0) (Harvey & Viney 2001). Nas fêmeas de S. papillosus 

(Triantaphyllou & Moncol, 1977; Albertson et al. 1979), Stronglyoides ransomi (Triantaphyllou & 

Moncol, 1977), Strongyloides venezuelensis (Hino et al. 2014) e S. vituli (Kulkarni et al. 2013) o 

número cromossômico diploide é quatro (2n = 4), sendo que um par tem o dobro de tamanho do outro.  

Nessas espécies, foi visto que o tamanho do cromossomo maior é devido ao fato do cromossomo 

sexual ter se fundido com um dos autossômicos (Nemetschke et al. 2010; Hunt et al. 2016; revisto por 

Streit 2016). Apesar de serem detectadas diferenças genéticas entre machos e fêmeas da maioria das 

espécies de Strongyloides avaliadas, a diferença de proporção entre eles indica que fatores ambientais 

possam também participar no processo de definição sexual (Streit 2016). 

Em relação a determinação de vida livre ou parasitária em fêmeas, fatores ambientais, como 

temperatura e disponibilidade de nutrientes e resposta imune do hospedeiro, são decisivos na 

determinação do tipo de ciclo de vida.  A importância da temperatura na determinação do ciclo de 

vida livre foi confirmada por Viney (1996), que verificou que larvas de S. ratti se desenvolvem 

preferencialmente em fêmeas de vida livre em ambientes com temperaturas mais altas em relação a 

temperatura do hospedeiro que a liberou. Além da temperatura, estudos anteriores também 

demonstraram que algumas espécies de Strongyloides aumentam o número de gerações de vida livre 

após infectarem uma espécie de hospedeiro diferente da sua natural, sugerindo que a imunidade do 

hospedeiro interfere nesse processo (Streit 2008). Estudos posteriores indicaram que a diferenciação 

entre fêmeas de vida livre e parasitas aconteça devido à diferenciação na expressão gênica, que pode 

ser induzida por fatores ambientais, como temperatura, disponibilidade de nutrientes e resposta imune 

do hospedeiro (Viney, 1999). Corroborando com essa hipótese Viney & Lok (2007) mostraram que 

larvas de S. ratti provenientes de fêmeas paternogenéticas que parasitam hospedeiro com resposta 

imunológica já estabelecida davam origem ao maior número de fêmeas de vida livre do que fêmeas 



 25 

parasitas. Estudos mais recentes mostraram que a produção de uma classe de hormônios esteroides, 

denominados de acido dafacronico (DAs), pelas larvas do parasito e sua ligação ao receptor nuclear 

(DAF-12) regula a expressão de genes que permite a continuidade do desenvolvimento de S. 

stercoralis, tanto pós-parasitária quanto pós vida livre. A falta de produção destes esteroides durante 

o início do desenvolvimento das larvas resulta em ausência da ativação da via de sinalização de DAF-

12 e consequente formação de larvas filarióides infectante (Albarqui et al., 2016). 

As larvas filarióides (L3) de Strongyloides oriundas do desenvolvimento direto ou indireto 

infectam seu hospedeiro por penetração ativa (Fig. 1). Após a penetração no hospedeiro humano, S. 

stercoralis migra da pele para os pulmões, preferencialmente através da corrente sanguínea e/ou 

linfática, ascende a árvore brônquica e em seguida são deglutidas, atingindo o intestino delgado. Após 

o estabelecimento na mucosa do intestino delgado, as larvas sofrem uma muda para L4 e outra para 

fêmeas adultas, que se reproduzem por partenogênese e os ovos são eliminados na luz do intestino 

delgado (Grove 1996; Genta 2005; Viney & Lok 2007; Viney & Lok, 2015; revisto por Breloer & 

Abraham, 2017). 

Na infecção humana por S. stercoralis, as larvas L1 eclodem dos ovos ainda no intestino 

delgado e são eliminadas nas fezes. No entanto, uma pequena parte das L1 se desenvolve em L3 ainda 

no intestino grosso do hospedeiro, podendo penetrar na mucosa intestinal levando a autoinfecção 

interna que prolonga o tempo de infecção no homem (Grove & Northern, 1989). Quando o paciente 

tem seu sistema imunológico comprometido, como pacientes com a síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS), infecção pelo vírus linfotrópico para células T humanas tipo 1 (HTLV-1) ou que 

faz o uso de imunossupressores, o processo de autoinfecção pode causar hiperinfecção e disseminação 

das larvas para todos os órgãos internos, levando alguns pacientes ao óbito (Grove et al. 1996; 

Vadlamudi et al. 2006; Concha et al. 2005; Porto et al., 2002; Rogers et al. 2005) (Fig. 1). Nos 

pacientes coinfectados por HTLV-1, acompanhando a hiperinfecção, foi visto alta produção de IFN-

γ e desvio da resposta imune para o tipo Th1, e a redução na produção de IL-4, IL-5, IL-13 e IgE, 

componentes participantes do mecanismo de defesa contra S. stercoralis (Porto et al. 2001, Porto et 

al. 2002).  
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Figura 1. Ciclo Evolutivo de Strongyloides stercoralis (Puthiyakunnon et al., 2014 - modificado). 

 

As espécies de Strongyloides apresentam certo grau de especificidade aos hospedeiros, por 

isso S. venezuelensis e S. ratti, espécies que naturalmente parasitam roedores e não completam seu 

desenvolvimento em primatas, são mais utilizados como modelos experimentais da estrongiloidose 

(Hasegawa et al. 1988; Sato & Toma 1990). As larvas infectantes de S. venezuelensis apresentam uma 

rota de migração semelhante a S. stercoralis em humanos, penetram a pele dos camundongos ou ratos 

e migram da pele para os pulmões através da corrente sanguínea e/ou tecidos subcutâneos, e então 

para o intestino delgado (Sato & Toma 1990; Negrão-Corrêa et al. 1990). Após 48 horas da infecção, 

a maioria das larvas são encontradas no pulmão, o que causa intensa hemorragia neste órgão. Em 

torno do 5- 7º dia da infecção, encontramos maior quantidade de fêmeas adultas partenogenéticas na 

mucosa do intestino delgado, onde invadem o espaço intercelular das células epiteliais e se movem 

ativamente entre elas, deixando túneis por onde migraram (Dawkins et al. 1983). Geralmente, os 

vermes não ultrapassam a membrana basal e não penetram na lâmina própria intestinal, sugerindo que 

os mesmos se movem para dentro e para fora da camada epitelial repetidamente durante o curso da 

infecção (Dawkins et al. 1989). Neste mesmo período, grande parte dos ovos, produzidos 

partenogeneticamente, é eliminada nas fezes do hospedeiro. No décimo dia de infecção mais de 50% 

dos vermes já foram eliminados do intestino delgado, ocorrendo auto cura entre 12 e 14 dias em 

camundongos (Sato & Toma 1990) e em ratos após 30 – 45 dias (Baeket al. 2003).  
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A participação da resposta imune do tipo Th-2 no mecanismo de controle da infecção por 

nematódeos do gênero Strongyloides foi confirmada por estudos de infecção experimental utilizando 

S. venezuelensis em camundongos geneticamente deficientes no receptor de IL-4 e no STAT6 - fator 

de transcrição induzido por esta via (IL-4Rα-/- ou STAT6-/-), onde ficou demonstrado que animais 

deficientes no estabelecimento da resposta do tipo-2 tiveram um grande retardo no período de 

eliminação dos vermes quando comparado ao período de eliminação da infecção em camundongos 

selvagens (Sasaki et al. 2005; Negrão-Corrêa et al. 2006). Neste modelo experimental a produção de 

IL-4, mas não de IL-13, é essencial para eliminação dos vermes intestinais (Ferreira et al 2010). 

Corroborando com o importante papel da resposta do tipo 2, Yasuda e colaboradores (2012) 

mostraram que a infeção por S. venezueleinsis é capaz de induzir células linfoides inatas do tipo 2 

(ILC2) nos pulmões a produzirem IL-13 e IL-5, que leva a infiltração e ativação de eosinófilos, que 

contribui na inflamação pulmonar. Posteriormente nosso grupo de pesquisa (Araújo 2014; Araujo et 

al., 2016) confirmou a importância da ativação da via IL-33/ST2 para indução da inflamação 

eosinofílica pulmonar e no controle das larvas durante a migração e chegada do parasito ao intestino 

(Fig. 2). 

Estudo recentes tem demonstrado que a ILC2, induzida por S. venezuelensis, tem um papel 

importante no amadurecimento da resposta imune polarizada para Th-2 (Breloer e Abraham 2017). 

No intestino, a população de ILC2 pode ser estimulada por uma subpopulação celular do epitélio 

intestinal denominada de “tuft cells”. Essas células são caracterizadas por uma forma fusiforme que 

apresenta um "tufo" apical formado por túbulos de microvilosidades e auxiliam na manutenção da 

homeostase intestinal (Howitt et al., 2016; von Moltke et al., 2016; Schneider et al., 2018). No caso 

de infecções por helmintos, as “tuft cells” usam receptores gustativos para reconhecer diferentes 

espécies desses parasitos, o que estimula a produção de IL-25. Essa citocina é responsável pelo 

aumento de ILC2 e consequente produção de IL-13, que por sua vez reestimula a proliferação de “tuft 

cells”, bem como induz a hiperplasia de células epiteliais e caliciformes, contribuindo assim para a 

expulsão dos vermes e o reparo da mucosa intestinal. Dessa forma, as “tuft cells”, além de apresentar 

papel importante no controle da infecção, elas também atuam na reparação dos danos causados pelo 

helminto no epitélio intestinal (Howitt et al., 2016; von Moltke et al., 2016; revisto por Gerbe et al., 

2016; Schneider et al., 2018).  
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Figura 2. Alterações da resposta imune de camundongos durante o desenvolvimento de Strongyloides (Breloer e Abraham 
2017).   
Larvas L3 de Strongyloides sp durante a migração induz IL-33 derivada de tecido do pulmão. IL-33 induz a expansão de ILC2, que leva 
ao início da resposta Th-2, com produção de IL-5 e IL-13, que promove o controle do parasita. A resposta Th-2 clássica dependente de 
STAT6 resulta na produção de IL-13, IL-4, IL-5, IL-3 e IL-9. IL-27, IL-12 e Células Treg Foxp3+ inibem a iniciação de Th-2. IL-9 
adicional e IL-3 podem ser produzidas por células T CD4+ ativadas por IL-18 e IL-2. Células Treg Foxp3+ e sinalização mediada por 
BTLA-HVEM diminuem a produção de IL-9. IL-4 desencadeia diferenciação de células B para células plasmáticas produtoras de IgG1 
e IgE. IgG, IgE, IL-3 e IL-9 ativam mastócitos que resulta na liberação de mMCP1 que contribui para a eliminação dos vermes. O 
produto de mastócitos, CHS, interfere na ligação de S. venezuelensis à IEC. Outros produtos potenciais de mastócitos (LTB4, PGE2 e 
PAF) e os receptores de IL-4 e IL-13 em células somáticas promovem a expulsão do parasito por via e mecanismos desconhecidos.  
Abreviações: BTLA= atenuador de linfócitos B e T; CHS= chondroitin sulphate; HVEM= mediador de entrada do vírus de herpes; 
IEC= células epiteliais intestinais; LTB4= leukotriene B4; mMCP1= protease de mastócito de camundongo 1; PAF= fator de ativação 
de plaqueta; PGE2= prostaglandina E2; STAT= transdutor de sinal e ativador de transcrição. 

 

A redução de ovos do parasita nas fezes, vermes adultos no intestino e tempo necessário para 

eliminar Strongyloides em camundongo C57BL/6 e ratos Wistar infectados foi associada com 

aumento de eosinofilia periférica (Dawkins & Grove, 1981).  A participação de eosinófilos no controle 

de larvas migrantes e na eliminação dos vermes intestinais foi confirmada pelo aumento de carga 

parasitária e retardo da eliminação do parasito em infecções experimentais de camundongos 

geneticamente deficientes na produção de IL-5 (Herbert et al. 2000) ou na região de alta afinidade do 

promotor GATA-1 (camundongos ∆dblGATA) responsável pela diferenciação de eosinófilos (Pereira 

2008), bem como na infecção de camundongos transgênicos com superexpressão de IL-5 e eliminação 

precoce do parasito (El-Malky et al., 2003). Os neutrófilos também são células importantes na 

eliminação de larvas de S. stercoralis, uma vez que a inibição do seu recrutamento em camundongos 
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- por bloqueio na expressão de CXCR2 (Galioto et al. 2006), na sinalização Gαi2 (Padigel et al. 2007) 

ou com inoculação de anticorpo monoclonal - MAb RB6-8C5 (O'Connell et al., 2011) - diminui a 

capacidade dos camundongos em eliminar as larvas do parasito (revisto por Breloer & Abraham, 

2017). Além disso, a diminuição na carga parasitária em camundongos reinfectados por S. 

venezuelensis foi associada ao aumento do número de eosinófilos e neutrófilos no pulmão (Schilter et 

al., 2010). No plasma de indivíduos infectados com S. stercoralis foi verificado aumento significativo 

de mediadores característicos de grânulos de eosinófilos (como, proteína catiônica de eosinófilos, 

neurotoxina derivada de eosinófilo, peroxidase de eosinófilo e proteína básica majoritária de 

eosinófilos), de neutrófilos (elastase, mieloperoxidase) e de mastócitos (triptase de mastócitos, 

leucotrieno C4 e  carboxipeptidase-A3) em comparação aos não infectados, e a concentração destes 

mediadores reduzem significativamente após tratamento anti-helmíntico, sugerindo a participação 

destes granulócitos na resposta imune induzida pelo nematódeo também em humanos  (Rajamanickam 

et al., 2018). 

 A importância de mastócitos no controle da infecção por Strongyloides, foi demonstrada pelo 

atraso na eliminação de S. venezuelensis ou S. ratti em camundongos deficientes em IL-3, 

camundongos com mutação no receptor Kit (WBB6F1-KitW/W-v) e camundongos deficientes em 

mastócitos de mucosa (Cpa3Cre) (revisto por Breloer & Abraham, 2017; Reitz et al. 2017). Mais 

recentemente, foi demonstrado que mastócitos, basófilos, ILC2, T CD4+, são importantes na 

imunidade efetiva à infecção primária por S. venezuelensis, mas somente células T CD4+ mostraram 

ter papel essencial na infecção secundária (Mukai et al., 2017). Além da resposta celular, também foi 

demonstrado que a resposta humoral apresenta papel importante no controle da infecção por 

Strongyloides, uma vez que camundongos deficientes em linfócitos B apresentaram aumento da carga 

parasitária (El-Malky et al., 2013). Nesse sentido, IgG e IgE exercem efeitos colaborativos na 

expulsão de S. venezuelensis, uma vez que na ausência dessas imunoglobulinas camundongos 

apresentaram atraso na eliminação do verme, enquanto que a transferência de IgG e IgE do soro de 

animais infectados pelo nematódeo restaurou a capacidade de eliminação do verme principalmente 

através da ativação de mastócitos por meio do envolvimento de FγcRIII e FcεRI, respectivamente 

(Matsumoto et al. 2013; Matsumoto 2016).  

Evidências experimentais indicam que helmintos parasitos, além de induzir uma resposta Th-

2, podem estimular células T com perfil regulatório (Treg) e macrófagos com fenótipo de ativação 

alternativa que são elementos que participam de mecanismos de imunorregulação, principalmente 

através da produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β, e expressão de altos níveis 

das moléculas coestimulatórias GITR e CTLA-4 (revisto por Maizels et al. 2004, revisto por Breloer 

& Abraham, 2017). Infecções por helmintos, como Nippostrongylus brasiliensis e T. muris, também 
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podem induzir a produção de IL-22, que tem sido associada à expulsão de vermes e à hiperplasia de 

células caliciformes (Turner et al., 2013). IL-22 é uma citocina que induz a expressão de genes 

responsáveis pela produção de peptídeos antimicrobianos e estimula a regeneração epitelial (Leung & 

Loke, 2013). Além disso, a ausência ou neutralização da IL-22 resulta em dano epitelial aumentado e 

inflamação do cólon, perda de peso mais grave e recuperação prejudicada da lesão do cólon induzida 

por DSS (Neufert et al., 2010; Leung & Loke, 2013).  

No caso específico de Strongyloides, a infecção de camundongos BALB/c e C57BL/6 é 

acompanhada de expansão transitória dos números de Treg expressando Foxp3+ nos linfonodos 

linfáticos poplíteos e inguinais aos 2 dias de infecção e nos linfonodos mesentéricos aos 7–14 dias 

(Blankenhaus et al. 2014). A inibição de resposta do tipo Treg em camundongos BALB/c levou a 

redução da carga parasitária de S. ratti sugerindo que a indução de resposta T-regulatória é importante 

para a instalação da infecção, mesmo sendo de curto período em roedores (Blankenhaus et al. 2011; 

revisto por Breloer & Abraham, 2017). Nesse sentido, a infecção por S. venezuelenis é capaz de inibir 

a hiperreatividade brônquica em modelo murino de asma alérgica, indicando que a presença do verme 

induz imunomodulação de outros processos inflamatórios não associados à infecção (Negrão-Corrêa 

et al 2003). Também foi demonstrado que em camundongos coinfectados por S. venezuelensis e 

Micobacterium bovis ocorre o aumento da suscetibilidade do hospedeiro a ambos parasitos, que foi 

associado à expressão de mecanismos regulatórios, como aumento da expressão de CTLA-4 e da 

produção de IL-10, e supressão de IL-17 em células pulmonares (Carmo et al. 2009; Dias et al. 2011). 

A infecção prévia por S. venezuelensis em camundongos também preveniu o desenvolvimento de 

diabetes do tipo I, experimentalmente induzida por “streptozotocin” (STZ) e essa prevenção foi 

acompanhada do aumento de IL-5 e IL-10 produzidas no baço (Peres et al. 2013). Indícios de 

imunomodulação de processos inflamatórios crônicos pela infecção por Strongyloides também foi 

relatado em humanos, onde observa-se relação inversa entre a infecção por S. stercoralis e diabetes 

do tipo II (Hays et al 2015). 

Dado o exposto, a infecção aguda por S. venezuelensis em camundongo pode ser um modelo 

experimental eficiente para avaliar mecanismos imunomoduladores induzidos por helmintos parasitos 

e seu papel em processos inflamatórios crônicos, como doenças inflamatórias intestinais (DII). 

 

2.2 Doenças Inflamatórias Intestinais 

 
As Doenças Inflamatórias do Intestino (DII) constituem um estado de inflamação crônica do 

trato intestinal que é principalmente representada pela Retocolite Ulcerativa (RCU) e doença de Crohn 
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(Hanauer et al. 2006; Motomura et al. 2009). Estima-se que quatro a cinco milhões de pessoas em 

todo o mundo estão afetadas por essas desordens, principalmente em países desenvolvidos 

(Halfvarson et al., 2003; Heylen et al., 2014). Nestas áreas, a incidência de DII aumentou muito a 

partir da segunda metade do século XX, atingindo 19,2 novos casos por ano de RCU e 20,2 para 

doença de Crohn por 100.000 habitantes da América do Norte, enquanto que na Europa a incidência 

anual de RCU atinge 24,3 casos/100.000 habitantes e de doença de Crohn 12,7 casos/100.000 

habitantes por ano (Molodecky et al. 2012). Dados recentes revelam que algumas áreas da América 

Latina, incluindo o Brasil, também apresentaram aumento de incidência de DII, sendo relatados 22,61 

novos casos de RCU por ano e 14,81 casos de doença de Crohn a cada 100.000 habitantes do Estado 

de São Paulo por ano (Victoria et al., 2009; Simian et al., 2016; Froés et al., 2017).  

As DII apresentam episódios de recaídas que resultam em sintomas como diarreia contínua ou 

intermitente, sangramento retal, dor abdominal, perda de peso, febre e fadiga, que tem grande impacto 

negativo na qualidade de vida dos pacientes (Blumberg, 2001; Hanauer et al. 2006; Xavier & 

Podolsky, 2007; Motomura et al. 2009; Siebert et al., 2013; de Souza & Fiocchi, 2016).  Embora a 

etiologia multifatorial dessas doenças ainda não seja totalmente compreendida, estudos indicam que 

quando a homeostase no trato intestinal é rompida, o sistema imune não consegue mais distinguir o 

que são antígenos próprios, de microbiota comensal ou de alimentos e antígenos de patógenos, o que 

leva ao estabelecimento de uma resposta imune exacerbada a esses antígenos não patógenos, gerando 

uma inflamação intestinal crônica (Podolsky et al. 2002, Halfvarson et al. 2003, Ahluwalia et al., 

2017).  Estudos indicam que fatores genéticos influenciam no desencadeamento das DII, uma vez que 

foi verificado alto grau de concordâncias entre a prevalência da patologia em gêmeos idênticos, tanto 

para RCU quanto para doença de Crohn; mas fatores ambientais também são importantes para a 

gênese ou piora dessas doenças, já que foi visto que tabagismo, uso de drogas, dieta e stress interferem 

no curso de DII (Podolsky et al. 2002; Loftus 2004; revisto por Danese & Fiocchi 2006; Leonel 2012, 

revisto por Geremia et al 2013, Legaki & Gazouli, 2016).  

Embora a doença de Crohn e RCU apresentem várias semelhanças, são relatadas 

características particulares em cada patologia. A doença de Crohn pode atingir qualquer parte do trato 

intestinal, mas as lesões ocorrem com maior frequência no íleo e a inflamação pode estender-se da 

mucosa até a serosa. Microscopicamente é caracterizada pela agregação de macrófagos formando 

granulomas, geralmente sem necrose tecidual. Quando as lesões atingem o cólon, ocorre diarreia sem 

muco ou sangue, e é de difícil diagnóstico. Por outro lado, as lesões da RCU atingem inicialmente o 

reto e estendem-se ao colo proximal. Na fase ativa é caracterizada por abscessos, perda das criptas e 

ulcerações que afetam a mucosa e submucosa. Estas lesões induzem um intenso infiltrado inflamatório 

e estresse oxidativo no cólon. Os sinais clínicos da RCU são mais intensos que a doença de Crohn, 
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apresentando diarreia sanguinolenta com muco, sendo seu diagnóstico mais fácil do que a doença de 

Crohn (Podolsky 2002; Danese & Fiocchi 2006; Xavier & Podolsky 2007).  

Com relação aos mecanismos imunológicos, a evolução da doença de Crohn tem sido 

associada à produção aumentada de citocinas do perfil Th-1, como IFN-γ, TNF-α e IL-2, e de citocinas 

Th-17, como IL-17A, IL-21, IL-23 na mucosa intestinal dos pacientes (Breese et al. 1993; Fuss et al. 

1996; revisto por Xu et al. 2014). Na RCU, a literatura é contraditória; inicialmente a gravidade dessa 

doença foi associada à resposta Th-2, uma vez que pacientes com RCU apresentam níveis aumentados 

de IL-5 e IL-13 (Fuss et al. 2004, revisto por Xu et al. 2014). Em adição, Sedhom e colaboradores 

(2013), mostraram que camundongos C57BL/6J deficientes para o receptor ST2 apresentaram RCU 

induzida por DSS menos grave que animais selvagens. Entretanto, um estudo mostrou que a 

administração de IL-33 pode desempenhar um papel terapêutico na RCU crônica induzida por DSS 

em camundongos C57BL/6, alterando a resposta Th-1 para Th-2 e suprimindo a resposta Th17 (Zhu 

et al 2015). Mais recente, Matisz e colaboradores (2017), mostraram que a redução da gravidade da 

RCU, induzida por DNBS, através da transferência de células dendríticas estimulada por antígenos de 

H. diminuta requerer sinalização de receptor-α de IL-4. Além disso, camundongos BALB/c que 

apresentam resposta imune polarizada para o tipo Th-2 são mais resistentes ao desenvolvimento da 

RCU induzida por DSS do que os camundongos C57BL/6 que apresentam reposta polarizada para o 

tipo Th-1 (Yang et al., 2017). Dados obtidos em modelos murino de RCU também demonstram que a 

resposta do tipo Th-17, caracterizada pela elevada produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-

17, IL-6 e TNF-α, também participa da gênese de RCU (Weinstock & Elliott, 2009, Li et al., 2017).  

Além do importante papel da resposta imune Th-1, Th-2 e Th-17 na gênese e manutenção das 

DII, a resposta regulatória também tem participação nesse processo. Nesse sentido, estudos 

demonstraram que citocinas regulatórias, como IL-10 e TGF-β, ajudam a manter a homeostase do 

intestino, suprimindo a produção de citocinas pró-inflamatórias por células da imunidade inata (Elliott 

et al. 2008). Nesse contexto, foi evidenciado que camundongos deficientes na produção de IL-10 ou 

TGF-β, ou tratados com anti-IL-10 ou anti-TGF-β, desenvolvem RCU mais grave (Kuhn et al. 1993; 

Fahlen et al. 2005), bem como os animais deficientes na produção do fator de transcrição Foxp3, via 

de sinalização envolvida na diferenciação de células Treg, tem predisposição a desenvolver RCU fatal 

(Liu et al. 2006; Chaudry et al. 2011).  

Além da participação de IL-10 e TGF- na modulação das DII, as “tuft cells” também 

apresentam um papel importante no controle dessas doenças, uma vez que na RCU induzida por DSS 

ou por bactérias, camundongos deficientes em quinase 1 do tipo doublecortina (Dclk1), marca de “tuft 

cells”, demostraram aumento da permeabilidade intestinal, inflamação do cólon e de 
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citocinas/quimiocinas pró-inflamatórias (Dongfeng et al., 2015; Yi et al., 2019). Em humanos a 

participação dessas células foi relatada por Su et al. (2013) que demostraram que pacientes com DII 

ativa apresentaram redução de “tuft cells” produtoras de IL-25 em relação ao período de remissão ou 

a pessoas saudáveis. 

Essas doenças inflamatórias crônicas impactam negativamente a vida dos pacientes e seu 

controle depende geralmente de uso prolongado de corticoides ou imunossupressores de largo 

espectro, porém nem todos os pacientes respondem bem a esses medicamentos e sofrem com efeitos 

colaterais (Motomura et al., 2009). Recentemente, muitos estudos estão sendo realizados com o intuito 

de aumentar e melhorar o arsenal terapêutico para DII, sendo testado tratamento neutralizante de TNF 

e de moléculas anti-integrina (Danese et al 2015).  Ainda nesse aspecto, estudos clínicos têm sido 

feitos com agentes inibidores de moléculas de adesão 1 (MadCAM-1) que apresentaram bons 

resultados em pacientes com RCU, mas não com doença de Crohn (Vermeire et al., 2017); uso de 

inibidores do receptor S1P, que é responsável pelo efluxo de células T dos linfonodos mostrou-se 

eficiente no tratamento de RCU em camundongos, mas estudos com pacientes humanos ainda não 

foram conclusivos (Gonzalez-Cabrera et al., 2014; Sandborn et al., 2016). Também tem sido testado 

como alternativa terapêutica o uso de inibidor oral não-seletivo da Janus quinase (JAK) (revisto 

Verstockt et al., 2018), anti-IL-23, anti-IL-17 ou anti-TNF- e até transplante de microbiota fecal em 

pacientes com doença de Crohn ou RCU; entretanto os resultados ainda não são conclusivos ou não 

funcionam em todos os casos, e ainda em alguns casos os pacientes param de responder ao tratamento 

meses após o início da terapia (Rossen et al., 2015; Paramsothy et al., 2017; Costello et al., 2017; 

revisto Verstockt et al., 2018; Greuter et al., 2019).  Baseado no exposto acima, torna-se necessário a 

busca de novos métodos terapêuticos ou a melhora dos já existentes para o controle e tratamento das 

DII. Nesse sentido, devido à dificuldade do estudo em humanos, diversos modelos experimentais 

murino têm sido utilizados para o estudo mais profundos dessas doenças, bem como suas medidas 

terapêuticas. Estes modelos são listados e detalhados na tabela 1. 
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Tabela 1. Modelos Experimentais Murinos de Retocolite Ulcerativa (RCU) 

Modelo Modo de 

tratamento 

Características 

Ácido di- ou tri-

nitrobenzeno sulfônico 

(DNBS, TNBS) 

Intra-retal Levam ao rompimento da camada epitelial do cólon, induzindo um processo 

inflamatório caracterizado por estimulação de células Th-1/Th-17, dependente de IL-

12/23 e TNF-α e da ativação de macrófagos (revisto por Whelan et al. 2012) 

Camundongos deficientes 

na produção de IL-10 (IL-

10-/-) 

Camundongos 

geneticamente 

modificados 

Desenvolvem espontaneamente RCU crônica, com a participação de células Th-1/Th-

17. Não desenvolvem RCU quando mantidos em condições germ-free (Elliott et al., 

2004, Whelan et al., 2012). 

 

 

Sulfato de Sódio 

Dextrano (DSS) Peso 

Molecular = 

aproximadamente 40 kDa 

Ingestão em água Ocorrência de lesões no epitélio da mucosa do cólon, o que permite a translocação de 

bactérias e indução de processo inflamatório (Okayasu et al., 1990). Participação da 

resposta Th-1, Th-17 e Th-2, macrófagos, células dendríticas, neutrófilos e 

eosinófilos. O tratamento com antibiótico e bloqueio de IL-12/23 e TNF-α levam a 

melhora na inflamação do cólon nesse modelo (revisto por Jurjus 2004; revisto por 

Whelan et al. 2012). Um estudo demostrou que a RCU  foi mais branda em 

camundongos BALB/c “germ free” que convencionais (Hudcovi et al. 2001); porém, 

camundongos C57BL/6 “germ free” tratados por DSS desenvolveram RCU mais 

grave e ao serem colonizados pela flora intestinal tiveram melhora na inflamação do 

cólon (Maslowski et al. 2009). Vale ressaltar que camundongos C57BL/6, que 

apresenta resposta imune polarizada do tipo Th-1, são mais suscetíveis ao DSS, 

comparado aos camundongos BALB/c que apresentam resposta polarizada do tipo 

Th-2 (Yang et al., 2017). 

Oxalone Intra-retal Induz inflamação no intestino com indução de células Th-2, células dentríticas e 

destruição de células epiteliais e caliciformes (Boirivant et al., 1998). 

Camundongos deficientes 

em MUC1 ou MUC2 

(MUC 1/2-/-) 

Camundongos 

geneticamente 

modificados 

Hiperproliferação de células epiteliais, defeito na apoptose, exacerbação da 

imunidade inata, aumento de células linfóides e aumento de IL-17 (Van der Sluis et 

al., 2006; Nishida et al., 2012). 

Camundongos deficientes 

em transportador 

intestinal de glicoproteína 

(Mdr 1 a-/-) 

Camundongos 

geneticamente 

modificados 

Aumenta a resposta do sistema imune à bactérias. Superexpressão de citocinas do tipo 

Th-1 (Panwala et al., 1998). 

Anti-CD40 e 

camundongos deficientes 

em Rag (Rag -/-) 

Intravenosa Induz inflamação intestinal com participação de citocinas IL-12/IL23, IL-6 e TNF-α 

(Uhlig et al., 2006). 

Citrobacter rodentium Infecção via oral Inflamação intestinal com destruição do epitélio. Aumento de IFN-γ, IL-10, IL-12. 

(Chen et al.,2005) 

C3H/HeJBir Camundongos 

geneticamente 

modificados 

Sistema imune não reconhece LPS. Desenvolvem RCU crônica com predominância 

de resposta Th-1 e IL-12 (Cong et al., 1998). 
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É importante salientar que dados epidemiológicos indicam uma relação inversa entre a 

prevalência da infecção por helmintos e de doenças inflamatórias do intestino, sugerindo que 

mecanismos modulatórios estimulados por helmintos possam ser uma alternativa terapêutica para 

controle das doenças inflamatórias crônicas (Weinstock & Elliott, 2009). Corroborando com esses 

dados, modelos experimentais de indução de DII combinados a infecções helmínticas ou tratamento 

com antígenos de vermes, demonstraram melhora dos sinais clínicos da RCU. Nesse sentido, Reardon 

et al., (2001) demostraram que a infecção por Hymenolepis diminuta foi capaz de reduzir a gravidade 

da RCU experimentalmente induzida por DSS em camundongos BALB/c. Semelhantemente, a 

infecção por Trichinella spiralis reduziu a gravidade da RCU provocada por DNBS em camundongos 

C57BL/6, bem como reduziu a atividade de mieloperoxidase, IFN- e IL-12 no cólon desses animais. 

Elliott et al., (2004) também relataram que a infecção por Heligmosomoides polygyrus foi capaz de 

reduzir sinais clínicos e destruição do epitélio do cólon provocado pelo tratamento com piroxican em 

camundongos C57BL/6 IL-10-/-, o que foi acompanhado pela redução de IFN- e IL-12, enquanto 

levou ao aumento de IL-13 e FOXp3 no cólon. Mais tarde, um estudo demonstrou que a infecção por 

Schistosoma mansoni amenizou a inflamação do cólon em camundongos BALB/c que ingeriram DSS, 

o que foi acompanhado do aumento de IL-10 e TGF-, no entanto a infecção por esse trematódeo não 

foi capaz de reduzir a gravidade da RCU induzida por DSS em camundongos C57BL/6 (Smith et al., 

2009), sugerindo que os mecanismos associados a modulação da RCU por helmintos parasitos pode 

depender da espécie do helminto, linhagem do camundongo e modelo de indução da RCU.   

Apesar de estudos experimentais terem demonstrado que infecções por helmintos amenizam a 

gravidade da RCU, o uso dessas infecções no tratamento de pacientes humanos com DII pode não ser 

viável. Sendo assim, alguns grupos de estudo tem demonstrado que a inoculação de antígenos de 

vermes como Trichinella spiralis (Motomura et al., 2009), Ancylostoma caninum (Ruyssers et al., 

2009), A. ceylanicum (Cançado et al., 2011), Anisakis simplex (Cho et al., 2011), Echinococcus 

granulosus (Soufli et al., 2015) e Ascaris lumbricoides (Coronado et al., 2017) são capazes de reduzir 

a gravidade da RCU experimentalmente induzida em camundongos C57BL/6 ou BALB/c. Entretanto, 

os mecanismos envolvidos nessa proteção não estão totalmente esclarecidos, e as vias imunológicas 

envolvidas nesse processo foram diferentes nos variados modelos de indução da RCU, linhagens de 

camundongos e espécies de helmintos.  

Os mecanismos moduladores induzidos por helmintos incluem a ativação de células Th2 e 

consequente inibição de respostas Th1 relacionadas à gravidade de algumas formas de DII (Khan et 

al., 2002; Elliot et al., 2004; Motomura et al., 2009; Du et al., 2011), em outros trabalhos foi visto 

indução de células T-reg no intestino, ajudando assim a manter o estado de tolerância do intestino (Du 
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et al., 2011; Coronado et al., 2017). Além disso, alguns trabalhos demostraram que a infecção por 

helmintos altera a microbiota intestinal em camundongos e ratos. Por exemplo, a infecção por H. 

polygyrus e T. muris aumenta a presença de membros da família de bactérias Lactobacillaceae e reduz 

a abundância de espécies de Eubacterium e Clostridium (Walk et al., 2010; Reynolds et al., 2014; 

Holm et al., 2015), sendo que Lactobacillus sp. tem um efeito protetor na RCU induzida por Sulfato 

DSS ou TNBS (Satish et al., 2015; Jo et al., 2016). Alguns estudos sugerem que a ativação da resposta 

Th2 e a produção de IL-22 pela infecção helmíntica altera a composição da microbiota da mucosa e 

pode ter um papel crucial na resposta às DII (Wolff et al., 2012). A esse respeito, camundongos 

deficientes para NOD2, um receptor intracelular associado ao reconhecimento de componentes 

bacterianos (Inohara et al., 2003), mostraram anormalidades no epitélio do intestino delgado, 

incluindo disfunção de células caliciformes acompanhada de proliferação excessiva da bactéria 

Bacteroides vulgatus, que provoca inflamação intestinal exacerbada (Ramanan et al., 2014). No 

entanto, a infecção por H. polygyrus ou T. muris em camundongos NOD2-/- inibe a colonização por 

B. vulgaris e diminui a inflamação intestinal (Ramanan et al., 2014) (Fig. 3). 

 
Figura 3. Papel da resposta imune, microbiota e helmintos no desenvolvimento de doenças inflamatórias intestinais. 

 

Apesar das evidências acima mencionadas, o efeito modulador de helmintos nas DII nem 

sempre é observado (revisado por McKay, 2015). Neste sentido, Wang et al., (2010) descreveram que 

a infecção experimental com H. diminuta agravava a RCU induzida por oxazolona em camundongos. 

Outro estudo também relatou que a infecção por T. muris acelerou a progressão da RCU em Mdr1a -

/-, um modelo de susceptibilidade genética ao DII (Bhardway et al., 2014) e aumentou a inflamação 

intestinal em camundongos IL-10-/- (Wilson et al., 2011). Além disso, embora a infecção de H. 

polygyrus ter levado à redução da inflamação intestinal induzida pelo tratamento por TNBS ou 

camundongos IL-10 -/-, a infecção por este mesmo helminto resultou em agravamento da RCU 

induzida por Citrobacter rodentium, e esse processo inflamatório foi acompanhado do aumento de 

citocinas de perfil Th-2 e T-Reg (Chen et al., 2005; Su et al., 2018). Por outro lado, a modulação da 

RCU induzida por DSS pelo tratamento com antígenos de Ancylostoma ceylanicum não foi 
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acompanhado pelo aumento de IL-10 (Cançado et al., 2011). Esses estudos nos indicam que a 

modulação da RCU pela infecção por helmintos apresenta diferentes vias e varia de acordo com a 

espécie do verme, da linhagem do camundongo e do modelo experimental de indução da RCU.  

Além dos resultados variados em modelos experimentais, estudos clínicos com humanos 

também apresentaram controvérsias acerca do uso de helmintos no tratamento de DII. Para alguns 

pacientes com DII a ingestão repetida de ovos Trichuris suis, um nematódeo que parasita suínos e que 

causa uma infecção transitória no homem, resultou em redução da gravidade da RCU (Summers et 

al., 2003; Summers et al., 2005; Reddy & Fried, 2007). No entanto, uma revisão sistemática de todos 

os estudos clínicos realizados com ingestão de ovos de T. suis para tratar pacientes com DII indica 

que, apesar de alguns pacientes apresentarem melhora clínica, os dados obtidos até agora não 

permitem conclusões definitivas quanto à eficácia e segurança de usar helmintos para tratar pacientes 

com essas desordens (Garg et al., 2014). 

Baseado no exposto, fica evidente a necessidade de estudos mais detalhados do processo de 

modulação induzido por helmintos para que se possa propor seu uso com finalidade terapêutica, sendo 

que a cronicidade e o sítio de infecção do helminto são alguns dos aspectos considerados 

determinantes no processo de imunomodulação. Nesse sentido, Strongyloides venezuelensis é um 

nematódeo de roedores, amplamente utilizado como modelo experimental da estrongiloidose. Esse 

helminto localiza-se na mucosa do intestino delgado induzindo uma resposta de perfil Th-2. Ao 

décimo dia após infecção (10dpi), mais de 50% dos vermes são eliminados, ocorrendo auto cura entre 

12dpi e 14dpi em camundongos, o que a caracteriza como uma infecção aguda (Sato & Toma 1990; 

Finkelman et al. 1997 e 2004). Foi demonstrado que a infecção por S. venezuelensis tem efeitos 

modulatórios de doenças crônicas como hiperreatividade brônquica em modelo murino de asma 

alérgica e diabetes do tipo I, experimentalmente induzida em camundongos (Negrão-Corrêa et al 

2003; Peres et al. 2013). Além disso, nosso grupo de estudo, observou que a infecção por S. 

venezuelensis, mesmo sendo aguda, reduziu os sinais clínicos induzidos da RCU induzida por DSS 

em camundongos BALB/c. A melhora clínica dos animais infectados e tratados com DSS foi 

acompanhada por uma redução significativa da concentração de IL-4, IFN-γ e IL-17 no homogenato 

do intestino grosso, aos 4 dias de ingestão de DSS, e aumento de IL-4 e IL-10, aos 7 dias de ingestão 

de DSS, em relação aos animais somente tratados. A infecção por S. venezuelensis também resultou 

em redução significativa da atividade de EPO e MPO e reversão da depleção de células caliciformes 

e produção de muco observada no colón de camundongos não infectados e que ingeriram DSS. 

Entretanto, os mecanismos envolvidos nesse processo não foram completamente compreendidos. 

Diante do exposto, esse trabalho visa dar prosseguimento a caracterização da modulação da 

RCU experimentalmente induzida por DSS por intermédio da infecção por S. venezuelensis.   
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3 JUSTIFICATIVA 
 
As doenças inflamatórias intestinais (DII), como a doença de Crohn e retocolite ulcerativa, são 

doenças, crônicas e recidivantes do trato gastrointestinal cuja etiologia é multifatorial (Xavier & 

Podolsky 2007). As DII acometem cerca de 4 a 5 milhões de pessoas no mundo (Halfvarson et al. 

2003, Heylen et al. 2014).  Os pacientes com DII sofrem com dores abdominais, diarreia, hemorragias, 

perda de peso e febre impactando negativamente a qualidade de vida dos pacientes (Hanauer et al. 

2006; Motomura et al. 2009). Essas doenças são de difícil tratamento, e as atuais opções de tratamento 

dependem basicamente do uso prolongado de glicocorticoides, imunossupressores e antibióticos, 

porém nem todos os pacientes respondem bem a esses tratamentos, por isso, novas alternativas 

terapêuticas são necessárias (Motomura et al. 2009, revisto por Nielsen 2014; revisto por Ahluwalia 

et al. 2018).  

Estudos epidemiológicos mostram que a prevalência de DII é maior em países desenvolvidos 

em relação aos países em desenvolvimento, onde a prevalência de helmintos parasitos é alta, 

corroborando com a “Hipótese da Higiene” que relaciona a diminuição de doenças infecciosas 

observada em crianças de países desenvolvidos com o aumento da incidência de alergia (Strachan 

1989, Elliott et al. 2000; Weinstock & Elliott, 2009). Coerentemente com os dados epidemiológicos, 

estudos clínicos e experimentais relataram que alguns helmintos são capazes de modular as DII 

(Summers et al. 2003; revisto por Whelan 2012; revisto por Varyani et al., 2017). No entanto, em 

alguns modelos experimentais ou estudos clínicos randomizados infecções por helmintos não 

interferiu ou piorou a inflamação intestinal (Garg et al., 2014, McKay 2015), levando à necessidade 

mais estudos sobre a interação entre helmintos e DII. Os estudos experimentais utilizaram helmintos 

que são capazes de desenvolver em seu hospedeiro uma infecção crônica (revisto por Whelan 2012; 

revisto por Varyani et al., 2017). Desta forma, nosso grupo de estudo tem estudado se a infecção por 

S. venezuelensis  é capaz de modular a RCU induzida por DSS, uma vez que esse nematódeo apresenta 

um hábitat no trato gastrointestinal fora do cólon, apresenta curta duração no ciclo biológico, tem fácil 

manutenção em laboratório e induz resposta imune do tipo Th-2 e T-reg. Resultados preliminares, 

demostraram que a infecção concomitante por este nematódeo pode modular a RCU aguda induzida 

por DSS em camundongos, reduzindo a inflamação intestinal (Rodrigues 2015).  Entretanto, os 

mecanismos imunológicos e os antígenos do helminto envolvidos no processo de imunomodulação 

da RCU induzida pelo tratamento por DSS não foram completamente elucidados e é o foco do presente 

estudo. O entendimento de como esse helminto modula a RCU pode auxiliar em novas medidas 

terapêuticas, como antígenos ou alvos do sistema imune, para tratar as DII em humanos. 
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4 OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os mecanismos imunológicos envolvidos na modulação da retocolite ulcerativa induzida por 

Sulfato de Sódio Dextrano (DSS) pela infecção por Strongyloides venezuelensis ou antígenos 

parasitários em camundongos.  

 

4.2 Objetivos específicos 

 

1. Caracterizar as alterações histopatológicas e imunológicas associadas a modulação da retocolite 

aguda induzida por DSS pela concomitante infecção por S. venezuelensis em camundongos. 

 

2. Avaliar os efeitos da infecção experimental prévia por S. venezuelensis no estabelecimento 

posterior de retocolite ulcerativa induzida pelo tratamento por DSS em camundongos BALB/c. 

 
3. Avaliar os efeitos de antígenos de extrato bruto de larvas filarioides e de verme adulto ou antígeno 

excreto-secretado de verme adulto de S. venezuelensis na retocolite induzida pelo tratamento com 

DSS em camundongos. 

 
4. Verificar os efeitos da infecção aguda por S. venezuelensis na retocolite crônica induzida pelo 

tratamento por DSS em camundongos BALB/c. 

 

5. Elucidar a participação das citocinas IL-33, IL-4, e de eosinófilos na indução e modulação da 

retocolite aguda induzida por DSS em camundongos infectados por S. venezuelensis. 

 
6. Verificar os efeitos de antígenos de extrato bruto de S. venezuelensis na modulação perfil de 

ativação de macrófagos.  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 
 

5.1 Animais 

 

Camundongos BALB/c fêmeas livres de patógenos e com oito semanas de idade, foram 

fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Camundongos 

BALB/c deficientes na produção de IL-4 (IL-4 -/-) (Noben-Trauth et al. 1996) foram obtidos da 

FIOCRUZ – Rio de Janeiro, camundongos deficientes na produção do receptor de IL-33 (ST-2-/-) 

(Townsend et al. 2000) foram gentilmente cedidos pelo prof. Dr. João Santana, da Universidade de 

São Paulo, animais com deficiência genética no sítio de ligação e alta afinidade no promotor de GATA-

1, fator de transcrição essencial para diferenciação final de eosinófilos (Yu et al. 2002), foram 

importados pelo Prof. Dr. Mauro Martins Teixeira e estão sendo mantidos no biotério de criação do 

laboratório de Imunohelmintologia do Departamento de Parasitologia – ICB - UFMG. Os animais são 

mantidos em estantes ventiladas, e alimentados com ração granulada para camundongo (Presence, 

Paulínia, SP, Brazil) e água potável, fornecidas "ad libitum" aos animais. Os experimentos aqui 

descritos foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética Animal – UFMG protocolo Nº 129/2011   

   

5.2 Infecção por Strongyloides venezuelensis 

 

O nematódeo Strongyloides venezuelensis foi isolado inicialmente de Rattus norvegicus 

(Brener & Chaia 1960) e mantido no Departamento de Parasitologia, ICB-UFMG, através de 

infecções sucessivas em ratos da linhagem Wistar. As larvas filarióides infectantes (L3) de S. 

venezuelensis utilizadas para infecção dos camundongos foram obtidas através da coprocultura de 

fezes de rato Wistar infectados, entre o 7 e 17 dias de infecção, posteriormente, as larvas foram 

isoladas da coprocultura através da técnica de Baermann Morais, filtradas e lavadas com solução 

fisiológica (0,85% NaCl) e quantificadas por amostragem sob microscópio estereoscópio.  Após a 

contagem, aproximadamente 700 larvas infectantes de S. venezuelensis foram inoculadas 

subcutaneamente, na região abdominal de cada camundongo dos diferentes grupos experimentais. 

 

5.3 Obtenção e inoculação de antígenos de S. venezuelensis  

 

Vermes adultos de Strongyloides venezuelensis foram isolados de camundongos BALB/c, após 

7 dias da infecção com 2000 larvas filarióides infectantes (L3). Para tanto, a metade proximal do 
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intestino delgado dos animais infectados foi separada, aberta longitudinalmente e incubada em solução 

salina por 4h a 37ºC (Silveira et al. 2002; Negrão-Corrêa et al. 2004; Fernandes et al. 2008). A 

utilização de animais para recuperação de parasitos para obtenção de antígenos foi aprovada pelo 

Comitê de Ética Animal – UFMG protocolo Nº 368/2018. 

Para a preparação de produto excretado-secretado (ES) os vermes removidos do intestino 

delgado foram lavados em tampão salina fosfatada (PBS), axenizados através da incubação durante 

10 minutos com 10 ml de PBS estéril contendo 0,25% (v/v) de hipoclorito de sódio (Solução de 

reserva contendo 10% de hipoclorito de sódio, Clorosul, Gravataı', RS, Brasil), em seguida foram 

lavados várias vezes com PBS estéril (250 g por 5 min a 20 ° C) ( Barçante et al. 2003) e, 

posteriormente cultivado por 24 horas em RPMI 1640 contendo100 U/mL penicilina, 100 lg/mL 

streptomicina, and 0.25 lg/mL amphotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) à 37ºC com 5% CO2 

em incubador umidificado. Os produtos ES presentes no sobrenadante de cultura foram coletados e 

concentrados conforme descrito por Cançado et al. 2011. Os vermes do sedimento foram coletados 

para obter o extrato bruto (SvE), o qual foi preparado por maceração dos parasitas em triturador de 

tecidos, seguido por 5 ciclos de sonicagem de 1 minuto a 40W (PGC Scientific, Frederick, MD) em 

banho de gelo (Cançado et al. 2011). Após a remoção das partículas insolúveis do homogeneizado de 

larvas por centrifugação (3220g, 1h, 4ºC), o sobrenadante foi coletado, separado em alíquotas e 

congelado para posterior utilização. 

Para preparação de antígeno L3 (L3E), larvas filarioides de S. venezuelensis obtidas através da 

técnica de Baermann-Moraes foram lavados e ressuspensas em PBS contendo coquetel de inibidor de 

protease (um comprimido em 25 mL de PBS, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, EUA). A 

suspensão de larvas foi inicialmente agitada com beads de vidro em vórtex (cinco ciclos de 1 min 

cada) e em seguida o material foi recuperado e sonicado (10 ciclos de 1 min) com um disruptor sônico 

celular (PGC Scientific, Frederick, MD). Após a remoção das partículas insolúveis do homogeneizado 

de larvas por centrifugação (3220g, 1h, 4ºC), o sobrenadante foi coletado para posteriormente ser 

utilizado (Fernandes et al. 2008). 

A concentração de proteínas dos antígenos obtidos foi determinada pelo método de LOWRY 

e colaboradores (1951) antes de serem distribuídas em alíquotas e estocadas a -20ºC. A inoculação de 

antígenos de S. venezuelensis SvE, ES ou L3E foi feita por via intraperitoneal, na concentração de 

25µg/mL diluído em 100 µL de PBS.  
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5.4 Indução a retocolite ulcerativa 

 

O protocolo de indução da retocolite ulcerativa (RCU) aguda foi baseado na metodologia 

anteriormente descrita por Cooper (1993) e padronizada durante o mestrado, sendo realizado por meio 

da administração oral de 4% de Sulfato de Sódio Dextrano (DSS - TdBConsultancy, peso molecular 

de 40000 dalton), diluído em água e fornecida "ad libitum durante 7 dias consecutivamente.  

Para RCU crônica, o tratamento com DSS foi adaptado do procedimento descrito por Bento et 

al. (2012). Para tanto, os animais experimentais foram submetidos a três ciclos de tratamento com 

DSS na concentração de 2,5% em água fornecida aos animais para ingestão "ad libitum" durante 7 

dias consecutivos, seguido por um intervalo de 14 dias sem administração de DSS. Os animais 

controles receberam apenas água, durante todo o período experimental da RCU aguda e crônica.  

A indução da RCU pelo tratamento com DSS foi combinada com a infecção por S. venezuelensis 

de diversas formas, conforme descrito nos delineamentos experimentais a seguir. 

 

5.5 Delineamento experimentais 

5.5.1 Delineamento experimental 1 

 

Para caracterizar as alterações histopatológicas e imunológicas associadas a modulação da RCU 

aguda induzida por DSS pela infecção concomitante por S. venezuelensis, camundongos BALB/c foram 

separados em 4 grupos experimentais de 5-6 animais/grupo por experimento, sendo um experimento para 

avaliação imunológica e um para avaliação histopatológica. O primeiro grupo foi designado de grupo Ctrl, 

e foi composto de animais não infectados e que receberam água sem adição de DSS. No segundo grupo 

experimental, designado de grupo Sv, os camundongos foram infectados individualmente com 700 L3 S. 

venezuelensis pela via subcutânea. No terceiro grupo experimental (DSS) os camundongos receberam água 

contendo 4% de DSS por 7 dias consecutivos, entre o 5º e 12º dia do início do procedimento experimental; 

e no quarto grupo experimental (Sv+DSS), os camundongos foram infectados subcutaneamente com 700 

L3 de S. venezuelensis e, a partir do 5º dia da infecção, receberam água contendo 4% de DSS (Fig.4). 
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Figura 4 Delinemento experimental 1: 
Ctrl = animais não infectados com S. venezuelensis e não tratados com 4%DSS; Sv = animais infectados por 700 larvas filarióides 
infectates (L3) de S. venezuelensis; DSS = animais não infectados e tratados com 4% DSS em água; e Sv+DSS = animais infectados por 
700 L3 de S. venezuelensis e tratados com 4% de DSS a partir de 5dias pós infecção. A eutanásia foi realizada em dois períodos: aos 9 
dias de experimento, corresponde a 9 dias pós infecção (9dpi) e 4 dias de tratamento com DSS (4dt), e aos 12 dias de experimento, 
12dpi/7dt. 
 

5.5.2 Delineamento experimental 2 
 

Para avaliar a possibilidade da infecção experimental previa por S. venezuelensis modular o 

estabelecimento posterior de RCU aguda induzida por DSS, camundongos BALB/c foram divididos 

em quatro grupos experimentais 6-7 animais/grupo por experimento, sendo um experimento para 

avaliação imunológica e um para avaliação histopatológica. O primeiro grupo (Ctrl) foi composto por 

animais não infectados e que receberam água sem adição de DSS. O segundo grupo (Sv) por 

camundongos que foram infectados individualmente com 700 L3 S. venezuelensis pela via subcutânea 

no dia 0. O terceiro grupo (DSS) por camundongos que não foram infectados e receberam água 

contendo 4 % de DSS por 7 dias consecutivos, entre o 15º e 22º dia do procedimento experimental; o 

quarto grupo (Sv+DSS) por camundongos que foram infectados subcutaneamente com 700 L3 de S. 

venezuelensis e a partir do 15º dia de experimento, corresponde a 15 dias após infecção (15dpi), os 

animais passaram a receber água contendo 4% de DSS. A eutanásia foi realizada no 22º dia de 

experimento, corresponde a 7 dias de tratamento com DSS e 22 dpi (Fig. 5). O tratamento com DSS 

começou no 15º dia de experimento porque no modelo murino ocorre auto cura da infecção por S. 

venezuelensis entre o 12 e 14 dias após infecção, período que não se encontra mais vermes adultos no 

intestino (Sato & Toma 1990). 
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Figura 5. Delineamento experimental 2.  
Camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo) no dia 0 do procedimento 
experimental e entre os dias 15-22 foram tratados com DSS a 4% diluído em água ad libitum. A eutanásia ocorreu no 22º dia de 
experimento. 
 

5.5.3 Delineamento experimental 3 
 

Com a finalidade de verificar se a inoculação de antígenos de L3 poderia ser capaz de reduzir 

a gravidade da RCU induzida por DSS em animais infectados por S. venezuelensis e naturalmente 

curados; camundongos infectados por 700 L3 de S. venezuelensis começaram a receber 25µg de 

extrato bruto solúvel de L3 em 100µL de PBS por via intraperitoneal aos 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias 

de infecção, e receberam oralmente solução aquosa de DSS a 4% por 7 dias, entre o 15º e o  22º dia 

de infecção. Para esse experimento, camundongos dos grupos Ctrl e DSS receberam 100 µL de PBS 

i.p. aos 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias de experimento (Fig.6). 

 

  
Figura 6. Delineamento experimental 3. 
Camundongos BALB/c foram infectados, no dia 0 do procedimento experimental, subcutaneamente por S. venezuelensis 
(700L3/camundongo), foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com 25µg de extrato bruto de L3 (L 3E) em 100µg de PBS aos 10, 
12, 14, 16, 18 e 20 dias de experimento e entre os dias 15-22 foram tratados com DSS a 4% diluído em água ad libitum. A eutanásia 
ocorreu no 22º dia de experimento. 
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5.5.4 Delineamento experimental 4 
 

Para verificar a possibilidade de antígenos de diferentes fases evolutivas de S. venezuelensis - 

extrato bruto de larvas filarioides (L3E); extrato bruto de verme adulto (SvE) ou antígeno excreto-

secretado de verme adulto (ES) - modular a RCU aguda induzida pelo tratamento com DSS, 

camundongos BALB/c selvagens foram separados em oito grupos experimentais (grupo Ctrl, grupo 

SvE, grupo ES, grupo L3E, grupo DSS, grupo SvE+DSS, grupo ES+DSS, grupo L3E+DSS), com 5-6 

indivíduos/grupo. O grupo Ctrl foi composto por animais inoculados com 100 µL de PBS por injeção 

intraperitoneal, aos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias de experimento, e receberam água pura; o grupos SvE, ES, 

L3E foram compostos por animais inoculados com 25µg de antígeno, em 100µL de PBS, de extrato 

bruto solúvel de verme adulto, ou antígeno excreta-secretado de verme adulto ou extrato bruto de larva 

filarióide (L3) de S. venezuelensis respectivamente, aos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias de experimento e 

receberam água pura; o grupo DSS foi composto por animais inoculados com 100 µL de PBS aos 0, 

2, 4, 6, 8 e 10 dias de experimento e que receberam água com adição de DSS 4% por 7 dias 

consecutivos dos 5-12 dias de experimento; nos grupos SvE+DSS, ES+DSS, L3E+DSS, os animais 

foram inoculados com 25µg de antígeno de extrato bruto solúvel de verme adulto, ou antígeno excreta-

secretado de verme adulto ou extrato bruto de larva filarióide (L3) de S. venezuelensis respectivamente, 

aos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias de experimento e receberam água com DSS 4% por 7 dias consecutivos dos 

5-12 dias de experimento. A eutanásia foi realizada no 12º dia de experimento (Fig. 7).  

 
Figura 7. Delineamento experimental 4.  
Camundongos BALB/c foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com 25µg de produtos antigênicos de diferentes fases de S. 
venezuelensis – extrato bruto de verme adulto (SvE), excreta-secretado de verme adulto (ES) e extrato bruto de L3 (L3E), - em 100µg 
de PBS aos 0, 2, 4, 6, 8, e 10 dias de experimento e entre os dias 5-12 foram tratados com DSS a 4% diluído em água ad libitum. A 
eutanásia ocorreu no 12º dia de experimento. Grupos experimentais: Ctrl (não infectado/não tratados), Sv (infectado/não tratado), DSS 
(não infectado/tratado), Sv+DSS (infectado/tratado), Sv+L3E+DSS (infectado/inoculado com L3E/tratados), SvE (inoculado com 
SvE/não tratado), ES (inoculado com ES/não tratado), L3E (inoculado com L3E/não tratado); SvE+DSS (inoculado com SvE/ tratado), 
ES+DSS (inoculado com ES/tratado), L3E+DSS (inoculado com L3E/tratado), em B e C os grupos Ctrl e DSS foram inoculado com 
PBS sem adição de antígeno. 



 46 

5.5.5 Delineamento experimental 5 
 

Neste experimento o objetivo foi investigar se a infecção por S. venezuelensis é capaz de 

interferir no desenvolvimento da RCU crônica, para tanto os animais foram divididos em quatro 

grupos experimentais de animais BALB/c, conforme esquema da figura 8. O primeiro grupo (Ctrl) foi 

composto de animais não infectados e que receberam água sem adição de DSS. No segundo grupo 

experimental (Sv7) os camundongos não tratados com DSS foram infectados individualmente com 

700 L3 S. venezuelensis pela via subcutânea no 42º dia do início do experimento. Os animais do 

terceiro grupo experimental (DSS) tiveram a RCU crônica induzida por 3 ciclos de tratamento com 

DSS, sendo que em cada ciclo foi ofertado aos animais solução de DSS 2,5% diluído em água “ad 

libitum” durante 7 dias consecutivos com um intervalo de 14 dias entre cada ciclo de tratamento. No 

quarto grupo experimental (DSS+Sv7), os camundongos também foram submetidos a 3 ciclos de 

tratamento com DSS, entretanto no início do 3º ciclo (42 dias de experimento) os camundongos foram 

infectados individualmente com 700 L3 S. venezuelensis pela via subcutânea. Por fim, no quinto grupo 

(DSS+Sv12) os camundongos também foram submetidos a 3 ciclos de tratamento com DSS, porém, 

5 dias antes do início do 3º ciclo (37 dias de experimento) os camundongos foram infectados 

individualmente com 700 L3 S. venezuelensis pela via subcutânea. A eutanásia foi realizada no 49° 

dia do experimento, que corresponde a 7 dias de infecção no grupo Sv7 e DSS+Sv7 ou 12 dias no 

grupo DSS+Sv12. 

 

 
Figura 8. Delineamento experimental 5.  
Ctrl= animais BALB/c não infectados com S. venezuelensis e não tratados com DSS; Sv7 = animais BALB/c infectados por 700 larvas 
filarióides infectantes (L3) de S. venezuelensis no 42º dia do experimento; DSS = animais BALB/c não infectados e submetidos a 3 
ciclos de 7 dias consecutivos de tratamento com DSS 2,5% intercalado com 14 dias de água pura; Sv7+DSS = animais BALB/c 
submetidos a 3 ciclos de 7 dias consecutivos de tratamento com DSS 2,5% intercalado com 14 dias de água pura e infectados por 700 
L3 de S. venezuelensis no 42º dia de experimento; e Sv12+DSS = animais BALB/c submetidos a 3 ciclos de 7 dias consecutivos de 
tratamento com DSS 2,5% intercalado com 14 dias de água pura e infectados por 700 L3 de S. venezuelensis no 37º dia de experimento. 
A eutanásia foi realizada no 49º dia do experimento que corresponde a 7 dias após infecção (7dpi). 
 

5.5.6 Delineamento experimental 6 
 

A fim de elucidar os mecanismos envolvidos na modulação da RCU, foi avaliado o papel das 
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citocinas IL-33, IL-4 e de eosinófilos na indução e modulação da RCU aguda induzida por DSS em 

camundongos infectados por S. venezuelensis, camundongos BALB/c selvagens (WT) foram 

separados em quatro grupos experimentais (Grupo Ctrl, Grupo Sv, Grupo DSS e Grupo Sv+DSS), com 

5-7 indivíduos/grupo por experimento, sendo um experimento para avaliação imunológica e um para 

avaliação histopatológica, e os mesmos grupos experimentais foram examinados utilizando 

camundongos BALB/c geneticamente deficiente na expressão do receptor ST2 (ST2-/-), na produção 

da citocina IL-4 (IL-4-/-) ou na diferenciação de eosinófilos (∆dblGATA), conforme esquema da figura 

8A. Da mesma maneira que apresentado anteriormente, os animais do grupo Ctrl não foram infectados 

e receberam água sem adição de DSS durante o protocolo experimental; os camundongos do grupo 

Sv foram infectados individualmente com 700 L3 S. venezuelensis pela via subcutânea, no grupo DSS, 

os camundongos receberam água contendo 4 % de DSS por 7 dias consecutivos, entre o 5º e 12º dia 

do início do procedimento experimental; e no grupo Sv+DSS, os camundongos foram infectados 

subcutaneamente com 700 L3 de S. venezuelensis e, a partir do 5º dia de experimento, que corresponde 

à 5 dias após infecção (5dpi), receberam água contendo 4% de DSS. Os animais dos grupos infectados 

e/ou tratados e controles foram anestesiados e submetidos à eutanásia no 120 dia do início do 

experimento, que corresponde a 7 dias de tratamento com DSS (7dt) (Fig. 9A). 

Para verificar o papel da via IL-33/ST2, IL-4 e eosinófilos na recuperação da RCU aguda 

induzida por DSS em camundongos infectados por S. venezuelensis, os camundongos do grupo DSS 

e do grupo Sv+DSS receberam água contendo 4 % de DSS por 7 dias consecutivos, entre o 5º e 12º 

dia do início do procedimento experimental; após esse período permaneceram 2 semanas (12º dia ao 

26º dia de experimento) recebendo água sem adição de DSS para a recuperação da RCU (Reichman 

et al., 2017; Lopetuso et al., 2018; ). Os animais dos grupos experimentais e controle foram 

anestesiados e eutanasiados no 260 dia do início do experimento (Fig. 9B). 
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Figura 9. Delineamento experimental 6.  
Ctrl = animais BALB/c selvagens (WT), deficientes para o receptor de IL-33, ST2 (ST-2 -/-), deficiente na produção de IL-4 (IL-4 -/-), 
ou deficiente na maturação de eosinófilos (∆dblGATA) não infectados com S. venezuelensis e não tratados com DSS 4%; DSS = animais 
BALB/c, ST-2 -/-, IL-4 -/- ou ∆dblGATA infectados por 700 larvas filarióides infectantes (L3) de S. venezuelensis no dia 0; DSS = 
animais BALB/c, ST-2 -/-, IL-4 -/- ou ∆dblGATA não infectados e tratados com 4% DSS em água a partir do 5º dia de experimento; e 

Sv+DSS = animais BALB/c, ST-2 -/-, IL-4 -/- ou ∆dblGATA infectados por 700 L3 de S. venezuelensis e tratados com DSS 4% a partir 
do 5º dia de experimento, o qual corresponde à 5 dias após infecção (5dpi). A eutanásia foi realizada aos 12 dias de experimento em A 
e aos 26 dias de experimento em B 

 

Durante os procedimentos experimentais descrito nos delineamentos experimentais 1-4 (Fig.4-

7), os camundongos dos diferentes grupos experimentais foram avaliados diariamente em relação ao 

peso corporal, aparência clínica e consistência das fezes. Para as necropsias os animais foram 

anestesiados via intraperitoneal com solução anestésica/analgésica (10 mg/kg xilazina e 80mg/kg de 

ketamina, ambas da marca Agener União Saúde Animal, Embu-Guaçu, SP, Brasil), em seguida foram 

eutanasiados por deslocamento cervical. Nos experimentos para análise imunológica dos 

delineamentos experimentais 1, 3 e 4A, os camundongos foram mergulhados em álcool iodado 

[solução 70% de álcool etílico (Santa Cruz Guarulhos, SP, Brasil) contendo 1g/L de iodo (Synth 

Diadema, SP, Brasil) e 2g/L iodeto de potássio (Synth)], em seguida o peritônio dos animais foi aberto 

para retirada dos linfonodos mesentéricos em capela de fluxo laminar, separação celular e cultivo. O 

cólon de cada animal foi retirado e após ter seu comprimento mensurado com uma régua milimétrica, 
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a parte distal foi congelada a -20ºC para posteriormente ser homogeneizada para a avaliação da 

atividade enzimática de Mieloperoxidase (MPO) e Peroxidase de Eosinófilo (EPO), e para 

quantificação de citocinas. Nos experimentos para análise histopatológica dos delineamentos 1, 2A, 3 

e 4, após o cólon ter seu comprimento mensurado ele foi aberto longitudinalmente e a parte distal foi 

utilizada para confecção de lâminas histológicas. Nos experimentos referentes aos delineamentos 3 e 

4A, a parte proximal do intestino delgado de cada animal dos grupos Sv e Sv+DSS foi retirada para 

recuperação de vermes adultos aos 7, 9 ou 12 dias de experimento.  

 

5.6 Análise parasitológica 

A carga parasitaria dos animais experimentalmente infectados por S. venezuelensis foi avaliada 

através da recuperação e quantificação de vermes adultos do intestino delgado e de ovos eliminados 

nas fezes, conforme detalhado anteriormente (Silveira et al. 2002; Negrão-Corrêa et al. 2004; 

Fernandes et al. 2008). Resumidamente, para recuperação de vermes adultos do parasito a metade 

anterior do intestino delgado dos animais infectados foi separada, aberta longitudinalmente e incubada 

em solução salina por 4h a 37ºC. Os vermes recuperados foram quantificados em microscópio 

estereoscópico. Para a quantificação do número de ovos por grama de fezes (OPG), as fezes expelidas 

espontaneamente de cada animal infectado foram coletadas aos 7, 9 e 12 dias após infecção, pesadas, 

homogeneizadas em volume conhecido de tampão fosfato contendo 10% de formalina. Os ovos 

presentes em amostras de 100uL da solução fecal foram contados em microscópio óptico (Nikon E200) 

e transformados em ovos/g/fezes. 

 

5.7 Análise clínica e macroscópica da retocolite ulcerativa induzida por DSS 

 

A gravidade da RCU aguda e cônica experimental induzida pelo tratamento com DSS foi 

estabelecida baseado na avaliação da aparência geral do animal e sua atividade, mudança de peso, 

aspecto das fezes e sangramento retal. Baseado no protocolo estabelecido por Taylor et al. (2009), as 

alterações clínicas foram pontuadas conforme estabelecido na tabela 2 e a somatória utilizada como 

score clínico da RCU. Posteriormente, o cólon dos animais necropsiados dos diferentes grupos 

experimentais foi retirado e esticado longitudinalmente (com o ceco fazendo um ângulo de 90º) sob 

uma régua milimétrica, sendo o comprimento total do colón de cada animal experimental registrado 

em centímetros. 
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Tabela 2. Alterações clínicas utilizadas para score clínico 

Características Pontuação 

1. Aparência geral 

Normal 0 

Ereção de pelo 2 

Pouca locomoção, aspecto 

doente 4 

2. Perda de peso 

<5% 1 

6% - 10% 2 

11% -20% 3 

> 20% 4 

3. Consistência das fezes 

Normal 0 

Pastosa ou semi-formada 2 

Líquida 4 

4. Sangramento retal 

Sem sangue 0 

Sangue oculto nas fezes 2 

Sangue visível no reto 3 

Sangue visível no pelo 4 

 

 

5.8 Análise histopatológica 

 

Para análise histopatológica, aproximadamente 5 cm da metade distal do cólon de cada 

camundongo foi aberta longitudinalmente e lavada com solução fisiológica. Após a retirada dos 

detritos, a amostra de intestino grosso foi transferida para um papel de filtro com a superfície da 

mucosa voltada para cima e o tecido foi embebido em tampão fosfato (PBS - 13,7mM de NaCl (Synth), 

0,27mM de KCl (Synth), 0,14mM de KH2SO4 (Synth) e 0,43mM de Na2HPO4.7H2O (Synth)) contendo 

10% de formalina. Após alguns minutos no fixador, o material foi enrolado em um palito de madeira 

e amarrado com uma linha formando um rolo, que foi então fixado em tampão fosfato contendo 10% 

de formalina, por 24 h. Em seguida as amostras de intestino fixadas foram lavadas por 3-4 h em água 

corrente e armazenada em álcool 70% até o processamento. Posteriormente, todo material foi 

desidratado em séries crescentes de álcool (70º GL a absoluto), clarificado em xilol e emblocados em 

parafina. O tecido foi seccionado (5µm) e corado com Hematoxilina e Eosina (H & E) ou Ácido 
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Periódico de Schiff (PAS). Para análise das alterações histológicas observadas, cada campo das 

lâminas histológicas foi analisado em microscópio óptico (Nikon E200) em aumento final de 100X, 

foram analisados de 50-70 campos obtidos do intestino de 4-5 animais/grupo experimental, para gerar 

um score microscópico conforme descrito por McCaffert et al. (2000) e detalhado na tabela 3. Um 

campo representativo de cada grupo foi fotografado no aumento de 100X com câmara Olympus DP12 

acoplada ao microscópico óptico Olympus BX41.  

 

Tabela 3. Alterações na mucosa utilizadas para score 

microscópico 

Características Pontuação 

1. Destruição da 

arquitetura da mucosa 

Sem danos nas criptas 0 

Poucos danos na base das 

criptas 1 

Danos na base das criptas e 

poucos danos na superfície 2 

Perda extensa das criptas 3 

2. Infiltração celular 

Ausente 0 

Presente em porcos pontos 

da mucosa 1 

Presente em porcos pontos 

da mucosa e da submucosa 2 

Abrangendo extensa área 

da mucosa e da submucosa 3 

3. Presença de abscesso 

nas criptas 

Ausente 0 

Presença de 1 abscesso 1 

Presença de 2 abscessos 2 

Presença de mais de 2 

abscessos 3 

4. Espessamento da 

musculatura 

Normal 0 

Leve 1 

Moderada 2 

Severa 3 
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A diferenciação de células caliciformes e a produção de muco também foram avaliadas através 

de imagens de seções de cólon de camundongos dos diferentes grupos experimentais corados com 

Periodic Acid-Schiff (PAS) (Davey e Nelson 1997).  

 

5.9 Obtenção do homogenato do cólon e estimativa de infiltração celular no 

tecido 

 

A infiltração e/ou ativação de eosinófilos e neutrófilos no cólon foram indiretamente estimadas 

através da atividade enzimática em amostras de homogenato de cólon dos animais experimentais. Para 

eosinófilos, foram quantificada a atividade de peroxidase de eosinófilo (EPO), conforme padronização 

de Strath (1985) detalhadamente descrita com modificações por Silveira et al. (2002), e para 

neutrófilos foi medida a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), conforme descrito por Bailey 

(1988) e detalhado por Barcelos et al. (2005). Para estas análises, 100 mg de tecido da parte distal do 

colón de cada animal foi homogeneizado em 1 ml de tampão PBS contendo 0,05% de Tween 20, 0,5% 

de albumina de soro bovino e inibidores de proteases -0,01 mM de EDTA (GIBCOTM, Gaithersburg, 

MD, USA) e 20 UI de aprotinina A (Sigma, St Louis MO, USA)- utilizando um homogeneizador de 

tecido (Power General 125; Fisher Scientific, Pittsburg, PA). O homogenato resultante foi centrifugado 

(10.000 rpm por 10 min. a 4°C) e o sobrenadante foi mantido a -20°C para posterior quantificação de 

citocinas, conforme detalhamento a seguir. As hemácias presentes no sedimento foram lisadas através 

da adição de solução hipotônica (1,5 ml de solução de NaCI a 0,2 %) e, após 30 segundos, a 

osmolaridade foi restabelecida pela adição de igual volume (1,5 ml) de solução 1,6 % de cloreto de 

sódio contendo 5 % de glicose. A solução obtida foi dividida em partes iguais para o ensaio de EPO e 

de MPO e o material foi centrifugado separadamente (10.000 rpm por 10 min. a 4°C) e o sobrenadante 

descartado.  

Para quantificar a atividade de EPO, o sedimento obtido na etapa anterior foi ressuspendido em 

PBS pH 7,4 contendo 0,5 % de Brometo de Hexadeciltrimetilamônio (HTAB) (Sigma), 

homogeneizado e submetido a congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido por três vezes, 

com o objetivo de romper as vesículas que contêm peroxidase. As amostras foram novamente 

centrifugadas (10.000 rpm por 15 min. A 4°C) e o sobrenadante utilizado no ensaio enzimático feito 

em placas de microtitulação de 96 poços (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, Inc. USA). Este ensaio 

constituiu da adição de 75 µl de cada amostra ou diluente (sem amostra) a 75 µl de solução de substrato 

(O-phenylenediamtnadihydrochloride, (OPD, Sigma) - 1,5 mM, em tampão Tris-HCI (Sigma) - 75 

mM, pH 8 suplementado com H2O2 - 6,6 mM). Após 30 minutos, a reação será interrompida pela 
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adição de 50µL de solução 1M de ácido sulfúrico (H2S04), sendo a intensidade da cor obtida estimada 

através da leitura da absorbância no leitor de ELlSA em comprimento de onda de 492nm.  

Para quantificar a atividade de MPO, o sedimento obtido na etapa inicial foi homogeneizado 

com 200 µL de solução contendo 0,1M de NaCl, 0,02M de Na3P04, e 0,015M de Na2EDTA pH 4,7 e 

em seguida foi novamente centrifugado (10.000 rpm por 10 min. A 4°C). O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento foi ressuspendido em 800 µL de solução 0,05 M de Na3P04, pH 6,4 contendo 

0,5% de HTAB. Após ser submetido a 3 ciclos de congelamento em nitrogênio líquido, para lise de 

vesículas, a solução foi centrifugada (10.000 rpm por 15 min. a 4°C) e o sobrenadante utilizado em 

método colorimétrico para atividade de mieloperoxidase. Para tanto, 25µL da amostra foram 

acrescentados a placas de microtitulação de 96 poços (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, inc. USA) 

contendo 25µL de substrato composto por 1,6 mM de 3,3'-5,5'-tetramethylbenzine (TMB, Sigma) 

diluído em dimetilsulfóxido (DMSO, Ecibra São Paulo, SP, Brasil) seguindo-se à incubação a 37°C 

por 5 min. Após este período serão adicionados 100 µl de tampão de diluição (0,05 M de Na3PO4, 

pH 6,4 contendo 0,5% de HTAB) acrescido de 0,5 mMH202 e o material foi incubado a 37°C por 5 

min. A reação foi parada por adição de 100 µL de solução 0,5 mM de H2S04 (Synth) e a absorbância 

estimada em leitor de ELISA em comprimento de onda de 450 nm. 

 

5.10 Obtenção de células dos linfonodos mesentéricos e estimulação celular 

 

Após a retirada, os linfonodos mesentéricos de cada animal experimental foram macerados 

através de uma tela de 70 μm com meio RPMI para se obter uma suspensão celular. A suspensão 

celular foi centrifugada (200 x g, 4ºC por 10 min.) e o sedimento de células foi ressuspendido em meio 

RPMI 1640 completo (Sigma, St. Louis MO, USA) contendo 15 mM de Hepes (GIBCOTM) e 24 mM 

NaHCO3 (Synth), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 

100IU/mL de penicilina e streptomicina (GIBCOTM) e 60 mg/L de gentamicina (Chemitec, São Paulo, 

SP, Brasil).  

As células obtidas dos linfonodos mesentéricos dos animais experimentais foram quantificadas 

e distribuídas 1x106 células por poço, em uma placa de 96 poços para cultura de células Costar 

(Corning, NY). As células foram cultivadas em triplicatas, no volume de 200µL de meio RPMI 1640 

completo com concavalina A (ConA) na concentração de 2µg/mL (Com A, Sigma) durante 72 horas 

em estufa umidificada a 37 ºC com 5% de CO2. Após esse período, os sobrenadantes foram congelados 

para ELISA. 
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5.11 Quantificação de citocinas e quimiocinas 

Os níveis de citocinas interleucina-4 (IL-4), IL-5, IL-13, IL-10, IL-17, IL-22, IL-33, interferon-

gama (IFN-γ), Transforming Grouwth Factor Beta (TGF-β), Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF), e 

das quimiocinas CCL5, CCL24, CXCL2 foram quantificados nas amostras de homogenato de cólon 

distal e sobrenadante de cultura de células dos linfonodos mesentéricos utilizando kits de ELISA 

obtidos da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), e o ensaio foi executado de acordo com as 

especificações do fabricante. Para a quantificação as amostras testadas foram diluídas 1:2 em PBS 

contendo 0,1% de albumina bovina (BSA- Sigma). Concentrações definidas de recombinantes de cada 

citocina ou quimiocina foram usadas para gerar uma curva padrão para converter densidade ótica (OD) 

para pg/mL. Faixa de detecção para IL-4, IL-17, TNF-α, CCL24 e CXCL2 foi 10-1500 pg/mL, para 

IL-10, IL-22, IL-33, IFN-γ e TGF-b foi 25-2500 pg/mL e para IL-13 foi 120-4200 pg/mL. 

 

5.12 Avalição da participação de macrófagos na modulação inflamatória 

induzida por S. venezuelensis 

 

5.12.1 Avaliação da ativação de macrófagos peritoneais de camundongos tratados por DSS 

e/ou infectados por S. venezuelensis 

 

Para avaliar o papel da infecção por S. venezuelensis e da via IL-33/ST2, IL-4 e eosinófilos no 

perfil de ativação de macrófagos provenientes do lavado peritoneal de camundongos tratados com 

DSS, após a eutanásia dos animais do delineamento experimental 4B, foi inoculado 5 mL de meio 

RPMI1640 não suplementado na cavidade peritoneal de cada camundongo, que foi massageada e, 

posteriormente, o líquido foi coletado através de uma pipeta pasteur. A solução obtida da lavagem 

peritoneal foi centrifugada (200 x g, 4ºC por 10 min.), o sobrenadante foi descartado e o sedimento de 

células foi ressuspendido em meio RPMI 1640 completo. As células obtidas do lavado peritoneal dos 

animais experimentais foram quantificadas e distribuídas 1x106 células por poço, em uma placa de 96 

poços para cultura de células Costar (Corning, NY). As células foram cultivadas em triplicatas, no 

volume de 200µL de meio RPMI 1640 completo com Concanavalina A na concentração de 2µg/mL 

(Con-A, Sigma) durante 72 horas em estufa umidificada, a 37 ºC com 5% de CO2. Após esse período, 

os sobrenadantes foram utilizados para quantificação de atividade de arginase e níveis de nitrito e 

nitrato. 
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5.12.2 Avaliação da ativação de macrófagos humanos estimulados por LPS e/ou SvE 
 

Para verificar a possibilidade de antígenos de extrato bruto de verme adulto de S. venezuelensis 

modular a resposta de macrófagos humanos estimulados com LPS in vitro, foi utilizado a linhagem 

celular de monócitos humanos THP-1 (concedidas pelo Dr. K. Chadee, University of Calgary). As 

células THP-1 foram mantidas em meio RPMI 1640 completo em estufa umidificada, a 37 ºC com 

5% de CO2. As células foram contadas e 2,5 X 105 células/poço foram semeadas em placas de cultura 

de 12 poços, diferenciadas em macrófagos pela adição de 40nM forbol-12-miristato-13-acetato (PMA 

- Sigma) em RPMI completo e cultivados por 48 h a 37 ° C. Após esse período, o meio das células foi 

retirado e adicionado meio RPMI 1640 sem adição de PMA para período de descanso de 48 horas e 

as células foram estimuladas com 100ng/mL de Lipopolisacarídio (LPS) purificado de E. coli (Sigma) 

e/ou expostos a 1, 10 ou 100 µg/mL de extrato solúvel de verme adulto de S. venezuelensis (SvE) em 

RPMI 1640 completo. Em alguns experimentos, os macrófagos foram incubados com U0126 (inibidor 

de Erk/MAPK, Sigma). Após 24 horas de estímulo, o sobrenadante da cultura dessas células foi 

coletado e utilizado para quantificação do nível de citocinas TNF-, IL-1 e IL-6 através de ensaios 

imunoenzimáticos, descrito anteriormente. 

Para verificar a viabilidade das células após 24 horas de incubação com LPS e/ou SvE, as células 

foram destacadas utilizando Tripsina-EDTA (Atlanta biologicals, Norcross GA) e contadas em 

câmara de Neubauer. Também foi realizada a incubação de concentração conhecida de TNF- (RD 

Systems) recombinante na presença ou ausência de 10µg/mL de SvE, em estufa umidificada por 1 

hora a 37ºC na presença de CO2 a 5%, para verificar se SvE apresenta ação proteolítica para TNF-. 

 

5.13 Quantificação da atividade de arginase 

  

Para a dosagem da atividade de arginase-1(ARG1), que é uma enzima relacionada a síntese de 

colágeno e reparo tecidual (Baron & Wynn 2011), foram adicionados 50μl do sobrenadante de cultura 

de células do lavado peritoneal em uma placa de microtitulação de 96 poços (Plate Flat Bottom - 

SARSTEDT, inc. USA) e em seguida acrescentou-se 50μl de solução 10mM de MnCl2 (Synth) e 50μl 

de tampão 50mM de Tris-HCl (Sigma)pH 7,5 em cada poço e a placa foi aquecida a 55ºC por 10 

minutos. Com uma alíquota de 25μl da amostra obtida na etapa anterior foram adicionados 25μl de 

solução 0,5 M L-arginina e a mistura foi incubada por 1 h a 37ºC. A reação foi interrompida após 

adição de 200μl da mistura ácida contendo H2SO4, H3PO4 e H2O (Synth) (1:3:7). Em seguida 

acrescentou-se 13μl de solução contendo 9% de α-isonitrosopropiophenonea (IPSF, Sigma) e as 
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amostras foram aquecidas a 95ºC por 45 minutos seguido de incubação no escuro por 10 minutos. 

Após esse período, realizou-se a leitura de absorbância no comprimento de onda de 540 nm usando 

leitor de ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA), para estimar a formação de ureia. A 

concentração de ureia nas amostras foi obtida a partir da interpolação dos dados de absorbância da 

amostra com os de uma curva padrão de ureia de sensibilidade 0,8-17mM.  

            

5.14 Quantificação de óxido nítrico 

 

O sobrenadante da cultura de células isoladas do lavado peritoneal também foi utilizado para 

estimar a concentração de nitrito e nitrato, como medida indireta da produção de óxido nítrico, através 

da reação de Griess (Tsikas 2007). Para tanto, 100 µl de sobrenadante celular foram adicionados a um 

volume igual de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil) etilenodiamina e 2,5% de 

H3PO4), em uma placa de microtitulação de 96 poços (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, inc. USA), e 

a mistura foi incubada durante 10 min à temperatura ambiente. A leitura da absorbância foi realizada 

em um leitor de ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA), no comprimento de onda 540nm. A 

concentração de nitrito em cada amostra foi calculada com base na curva padrão de nitrito de 

sensibilidade 6-100µM. 

 

5.15 Eletroforese e Western Blot de extrato proteico de THP-1  

  

Na tentativa de esclarecer possíveis alterações da via de ativação Erk utilizadas pelas células 

THP-1, culturas celulares estimuladas com LPS (100ng/ml) e/ou SvE (10µg/mL) e/ou U0126 (inibidor 

de Erk/MAPK, Sigma) em meio RPMI 1640 sem soro (30 min, CO2 a 5% 37ºC) foram lavadas e 

lisadas em tampão de lise (50nM tris-HCl ph 8,0; 150mM NaCl; 0,1% triton X-100 (Sigma); 0,5% 

sodium deoxyclolate (Sigma); 0,1% sodium dodecylsulphate (SDS, Sigma); 1mM sodium 

orthovanadate (Sigma), 1mM NaF e 1 pastilha de inibidor de protease Roche) e as proteínas solúveis 

foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (Sigma) 8% por 1,5h. Em seguida, as 

proteínas separadas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose de 0,2µM e bloqueadas 

com 5% de BSA em tampão TBST [20mM tris (Sigma); 150mM NaCl e 0,1% de Tween 20 (Sigma), 

pH 7,5] acrescido de 5 % de BSA. As membranas foram incubadas por 16h (overnight) a 4ºC com 

anticorpo produzido por camundongo anti-Erk humano fosforilado (pERK) (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.), diluído 1:1000 em 5% de BSA em TBST. Após 3 lavagens de 5 minutos com 
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TBST, a membrana foi incubada com anticorpo secundário, anti-camundongo conjugado a HRP (Santa 

Cruz Biotechnology, Inc) diluído 1:1000 em 5% de BSA em TBST, por 1 hora a temperatura ambiente. 

Após nova lavagem, foi aplicado substrato quimioluminescense (Amersham Pharmacia, Piscataway, 

NJ) e as membranas foram expostas ao filme Kodak XB (Eastman Kodak Co., Rochester, NY). Como 

controle da forforilação de Erk, a marcação de pErk foi extraída através de lavagem com tampão 

contendo 1,5% de glicina; 0,1% de SDS e 1% de tween 20, e as membranas foram novamente 

bloqueadas e incubadas (16 h a 4ºC) em tampão de BSA a 5% em TBST contento anticorpo anti-Erk 

total humano (Santa Cruz Biotech) na diluição de 1:1000. As membranas foram lavadas, incubadas 

com o anticorpo secundário. Após a lavagem, foi aplicado, novamente, o substrato 

quimioluminescense e as membranas foram expostas ao filme Kodak XB. 

 

5.16 Análise estatística 

 

Os dados com distribuição normal foram apresentados como média ± erro padrão da média 

(SEM), e os dados não paramétricos foram apresentados como mediana com intervalo interquartil 

(IIQ).  Os dados foram analisados utilizando o teste t de Student, quando comparado apenas dois 

grupos experimentais, ou de uma análise unidirecional da variância (ANOVA) para mais de dois 

grupos. Na última análise, os valores de P foram atribuídos utilizando o teste de comparação múltipla 

de Tukey. Para os dados com distribuição não paramétrica foi realizado o teste de Kruskal-Wallis 

seguido pelo teste de comparação múltipla de Dunn. A análise de dados obtidos em dois períodos ou 

com mais de uma linhagem de camundongos foi feita através de two-way ANOVA, seguida de pós-

teste Tukey. Dados não paramétricos de experimentos com duas variáveis foram normalizados por log 

e tratados como normais. Os valores P> 0,05 foram considerados significativos. 
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6 RESULTADOS 
 

6.1 Caracterização das alterações histopatológicas e imunológicas associadas a 

modulação da retocolite aguda pela infecção concomitante por S. 

venezuelensis em camundongos 

(Dados publicados https://doi.org/10.1016/j.cyto.2018.08.003) 

6.1.1 Análise clínica e histopatológica da inflamação induzida por DSS 

Diferente de camundongos controle ou infectados somente com S. venezuelensis, os 

camundongos tratados com DSS apresentaram perda de peso, diarreia intensa e sangramento retal, 

que no 12º dia do início do protocolo experimental (7 dias após o início do tratamento com DSS) 

resultou em um score clínico de RCU de mediana 7,5 (IIQ 5-9). Camundongos que foram infectados 

por S. venezuelensis e tratados com DSS, também apresentaram alterações clínicas compatíveis com 

a RCU, entretanto o score foi 5 (IIQ 3-6), resultado significativamente menor que o obtido em animais 

apenas tratados com DSS (Fig. 10B). Neste mesmo período, também foi possível verificar que o 

tratamento com DSS resultou em encurtamento do cólon; entretanto, esta alteração patológica 

induzida pelo tratamento com DSS foi revertido em camundongos concomitantemente infectados com 

S. venezuelensis (Fig. 10C). 
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Figura 10. Alterações clínicas e intestinais induzidas pelo tratamento agudo com DSS em camundongos BALB/c não 
infectados ou concomitantemente infectados por S. venezuelensis.  
(A) Delineamento experimental. (B) Score clínico da retocolite observado nos diferentes grupos experimentais. (B) Comprimento do 
cólon dos diferentes grupos. Conforme em A, camundongos foram infectados, no dia 0 do procedimento experimental, subcutaneamente 
com S. venezuelensis (700 L3 larvas/camundongo e no quinto dia de experimento começaram a receber DSS a 4% em água ad libitum por 7 
dias consecutivos. A eutanásia foi realizada aos 9 e 12 dias de experimento. Grupos: Ctrl = animais não infectados/não tratados; Sv = animais 
infectados/não tratados; DSS = animais tratados/não infectados; Sv+DSS = animais infectados/tratados. Em B os valores são representados 
como mediana com intervalo interquartil; e em C como média ± SEM. n = 5-6 camundongos por grupo. Dados foram analisados utilizando 
two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. Dados não paramétricos foram normalizados por Log e tratados como normais. * P <0,05 
em comparação com o grupo controle; # P <0,05 comparando com o grupo Sv; e & P<0,05 na comparação com o grupo DSS.   

 

Análise histológica das secções do cólon de camundongos controle (Fig. 11A) revelou mucosa 

de aparência normal, com criptas bem preservadas e nenhuma infiltração celular evidente. A infecção 

por S. venezuelensis, que vive no intestino delgado, não alterou significativamente a aparência do 

cólon (Fig. 11B). Em contraste, o tratamento com DSS induziu intensa infiltração celular, erosão 

epitelial e espessamento da parede intestinal na porção distal do cólon. A intensa resposta inflamatória 

levou a áreas de destruição da arquitetura das criptas e formação de abscessos (Fig. 11C). 

Camundongos tratados com DSS durante a infecção por S. venezuelensis também mostraram 

infiltração celular na lâmina própria do cólon distal e espessamento da parede do intestino, mas a 

intensidade da resposta foi menor e a arquitetura das criptas foi preservada na maior parte da mucosa 

(Fig. 11D). A inflamação tecidual de cada animal foi pontuada de acordo com os parâmetros 

estabelecidos na tabela 3, gerando um score microscópico de RCU, sendo que em camundongos não 

infectados e tratados com DSS este valor foi significativamente maior que camundongos dos grupos 

controle e apenas infectado por S. venezuelensis, bem como dos animais infectados e tratados com 

DSS (Fig. 11G). A infiltração celular observada no cólon de camundongos tratados com DSS mostrou 

intenso recrutamento de eosinófilos e neutrófilos (Fig. 11E), o que foi reduzido pela infeção por S. 

venezuelensis (Fig. 11F). A redução de eosinófilos e neutrófilos no cólon de camundongos tratados 
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com DSS e infectados foi confirmada pelo nível de atividade enzimática no tecido, sendo verificado 

que o homogenato do cólon de animais tratados com DSS apresentou aumento significativo na 

atividade da EPO (Fig. 11H) e MPO (Fig. 11I) em relação aos grupos controles, indicando o 

recrutamento de eosinófilos e neutrófilos para o local da inflamação. Entretanto, a infecção por S. 

venezuelensis resultou na redução significativa da atividade de EPO e MPO no cólon de camundongos 

infectados e submetidos ao tratamento com DSS.   

  



 61 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Aspecto histopatológicos e infiltração celular no colón distal de camundongos BALB/c concomitantemente 
infectados com S. venezuelenis e/ou tratados com DSS.  
(A-F) Fotomicrografias de cortes histológicos da região distal do colón de camundongos BALB/c dos grupos (A) Ctrl; (B) Sv; (C,E) 
DSS; e (D,F) Sv+DSS após 22 dias de infecção e 7 dias de tratamento com DSS. (G) Score microscópico da inflamação do colón nos 
grupos experimentais. (H) Níveis de atividade de peroxidase de eosinófilo (EPO). (I) Níveis de mieloperoxidase (MPO). Camundongos 
BALB/c foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo) no dia 0 do procedimento experimental e entre 
os dias 15-22 foram tratados com DSS a 4% diluído em água ad libitum. A eutanásia ocorreu no 22º dia de experimento e a porção 
distal do colon foi processada e corada com H&E para avaliação do infiltrado e o restante foi homogeneizado para quantificação da 
atividade de EPO e MPO. Grupos experimentais: Ctrl (não infectado/não tratados), Sv (infectado/não tratado), DSS (não 
infectado/tratado) e Sv+DSS (infectado/tratado). Em A-D as barras representam 30µm de tecido, seta evidencia infiltrado inflamatório, 
seta dupla destruição do epitélio, asterisco espessamento da camada muscular e cabeça da seta granulócitos. Os dados são apresentados 
como mediana com interquartile range em E e como média ± erro padrão em F e G. n= 5-6 camundongos/grupo. Dados foram analisados 
utilizando Kruskal-Wallis seguido de Dunn como pós-teste em E, ou one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste em F e G. As 
diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de *P <0,05 na comparação com grupo controle. #P< 
0,05 na comparação com o grupo Sv.  & P<0,05 na comparação com o grupo DSS. 
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6.1.2 Alterações imunológicas associadas a retocolite aguda e sua modulação pela infecção 
 

 Para entender melhor a infiltração celular observada no cólon de camundongos tratados com 

DSS, foram mensuradas a concentração de quimiocinas associadas ao recrutamento de eosinófilos 

(CCL11) e neutrófilos (CXCL1 e CXCL2) no homogenato do cólon aos 12 dias de experimento. A 

concentração de CCL11 (Fig. 12A) e CXCL1 (Fig. 12B) no homogenato de cólon de camundongos 

infectados com Strongyloides foi baixa e semelhante ao grupo controle. Em contraste, a indução de 

RCU aguda com DSS resultou em aumento significativo da concentração de CCL11 e CXCL1 e a 

infecção pelo nematódeo foi capaz de reduzir significativamente a concentração de CCL11 no cólon, 

mas não de CXCL1. A concentração de CXCL2 no cólon (Fig. 12C) foi significativamente maior em 

camundongos infectados com Strongyloides, tratados com DSS e infectados e tratados comparados 

ao controle, mas sem diferença estatística entre estes grupos.   
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Figura 12. Concentração de quimiocinas CCL11, CXCL1 e CXCL2 relacionadas a retocolite aguda induzida por DSS no 
hogenato do cólon distal de camundongos BALB/c tratados e/ou concomitantemente infectados por S. venezuelensis.  
A produção de CCL11 (A), CXCL1 (B) e CXCL2 (C) foi estimada por ELISA em amostras de homogenato de 100 mg do cólon distal 
dos grupos Ctrl (não infectado/não tratado), Sv (infectado por S. venezuelensis), DSS (não infectado/tratado com DSS) e Sv+DSS 
(infectados com S. venezuelensis e tratados com DSS). Camundongos foram infectados, no dia 0 do procedimento experimental, 
subcutaneamente com S. venezuelensis (700 L3 larvas/camundongo) e no quinto dia de experimento começaram a receber DSS a 4% 
em água ad libitum por 7 dias consecutivos. A eutanásia foi realizada aos 12 dias de experimento. Os valores são apresentados como 
média ± SEM de seis camundongos por grupo. Dados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste 
* P <0,05 em comparação com o grupo controle; # P <0,05 comparando com o grupo Sv; e & P<0,05 na comparação com o grupo DSS.   
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Devido ao intenso dano tecidual do cólon observado em camundongos tratados com DSS no 

dia 12, a produção de citocinas de diferentes perfis de ativação da resposta foi mensurada no 

sobrenadante de cultura de células do linfonodo mesentérico (MLN) estimuladas com Con-A. Em 

camundongos infectados por S. venezuelensis não tratados com DSS, a estimulação de Con-A 

aumentou significativamente a produção de IL-4 (Fig. 13D) no dia 9, enquanto que a produção de 

IFN-γ (Fig. 13B) nesse grupo não foi detectada no dia 12. As células do MLN de camundongos não 

infectados que ingeriram DSS apresentaram produção significativamente maior de TNF-α (Fig. 13A) 

em resposta à estimulação de Con-A em relação a todos os outros grupos experimentais. 

Interessantemente, o sobrenadante de culturas de células do MLN estimuladas com Con-A obtidas a 

partir de animais infectados e tratados com DSS apresentou níveis significativamente mais baixos de 

TNF-α (Fig. 13A), IFN-γ (Fig. 13B) e IL-17 (Fig. 13C) e níveis mais elevados de IL-13. (Fig. 13E) e 

IL-10 (Fig. 13F) em comparação com animais apenas tratados com DSS. As concentrações de IL-1β, 

IL-5 e TGF-β no sobrenadante de células MLN estimuladas por Con-A foram semelhantes em todos 

os grupos experimentais.  
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Figura 13. Concentração de citocinas no sobrenadante de cultura de linfonodo mesentérico (MLN) de camundongos BALB/c 
selvagem tratados com DSS e/ou infectados com S. venezuelensis.  
A produção de TNF-α (A), INF-γ (B), IL-17 (C), IL-4 (D), IL-13 (E) e IL-10 (F) foi estimada por ELISA em amostras de sobrenadante 
de cultura celular (1 x 107 células/mL de meio de cultura) do MLN de animais dos grupos Ctrl (não infectado/não tratado), Sv (infectado 
por S. venezuelensis), DSS (não infectado/tratado com DSS) e Sv+DSS (infectados com S. venezuelensis e tratados com 4% DSS em 
água). Camundongos foram infectados, no dia 0 do procedimento experimental, subcutaneamente com S. venezuelensis (700 L3 
larvas/camundongo) e no quinto dia de experimento começaram a receber DSS a 4% em água ad libitum por 7 dias consecutivos. A 
eutanásia foi realizada aos 9 e 12 dias de experimento. Em A e B os valores são representados como mediana com intervalo interquartil; 
e em C-F como média ± SEM de seis camundongos por grupo. Dados foram analisados utilizando two-way ANOVA seguido de Tukey 
como pós-teste. * P <0,05 em comparação com o grupo controle; # P <0,05 comparando com o grupo Sv; e & P<0,05 na comparação 
com o grupo DSS.  
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6.2 Efeito da infecção prévia por S. venezuelensis no estabelecimento futuro da 

retocolite aguda induzida por DSS 

6.2.1 Análise dos sinais clínicos da retocolite induzida por DSS 
 

Para avaliarmos se a infecção por S. venezuelensis gera uma resposta imune capaz de prevenir 

a RCU ulcerativa induzida por ingestão de DSS, camundongos BALB/c foram infectados por S. 

venezuelensis e 15 dias após a infecção (15dpi), momento em que a infecção já havia sido eliminada, 

passaram a receber solução aquosa de DSS 4% por 7 dias consecutivos. Após 7 dias da infecção 

(7dpi), todos os animais dos grupos Sv e Sv+DSS apresentaram ovos nas fezes, confirmando o sucesso 

da infecção, e aos 15 dpi, não foi mais encontrado ovos nas fezes dos animais, que comprova a 

eliminação espontânea da infecção (tabela 4). 

 

 
 

Tabela 4: Presença de ovos de S. venezuelensis nas fezes de animais infectados com 700 

larvas filarióides 

Grupo experimental Presença ovos nas fezes  

 7dpi 

Presença de ovos nas fezes 

15dpi 

Sv 11/11 0/11 

Sv+DSS 12/12 0/12 

Dpi = dias após infecção. n= 11-12 animais de 2 experimentos. 

 

A exposição ao DSS resultou em perda significativa de peso, tanto em camundongos 

previamente infectados por S. venezuelensis e curados como em animais não infectados (Fig. 14B). 

Além da perda de peso, todos os camundongos tratados com DSS tiveram sinais clínicos de RCU, 

como mudanças na aparência geral, diarreia e sangramento retal, que resultou em um score clinico de 

12, e a intensidade da RCU não foi significativamente diferente entre os camundongos do grupo DSS 

e do grupo Sv+DSS (Fig. 14C).  

Outra característica clínica da RCU é a redução do comprimento do cólon, por isso o 

comprimento do cólon dos animais de todos os grupos foi mensurado. O comprimento médio do 

intestino de camundongos não infectados e não tratados (grupo Controle) foi de 8,4 ± 0,24 cm, no 

grupo apenas infectado (grupo Sv) foi de 8,43 ± 0,24 não havendo diferença estatística entre esses dois 

grupos. Entretanto, os grupos DSS e Sv+DSS apresentaram redução significativa do comprimento do 

cólon em relação aos controles, sendo que camundongos do grupo DSS apresentaram comprimento 
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médio 6.28 ± 0,32 cm e do grupo Sv+DSS 6.15 ± 0,29, não sendo observada diferença estatística entre 

eles (Fig. 14D; E).  

 

 

 
 
Figura 14. Alterações clínicas e intestinais induzidas pelo tratamento agudo com DSS em camundongos BALB/c não 
infectados ou previamente infectados por S. venezuelensis.  
(A) Delineamento experimental. (B) Porcentagem de alteração de peso corporal dos animais no decorrer do tratamento com DSS. (C) 
Score clínico da retocolite ulcerativa induzida pelo tratamento com DSS. (D) Tamanho do cólon. (E) Fotografia representativa do cólon 
de cada grupo experimental. Conforme em A, camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis 
(700L3/camundongo) no início do protocolo experimental e entre os dias 15-22 foram tratados com DSS a 4% diluído em água ad 
libitum. A eutanásia ocorreu no 22º dia de experimento. O score clinico de RCU foi estabelecido conforme tabela 2 e o tamanho do 
colon distal foi medido com régua milimétrica e plotado em cm. Grupos experimentais: Ctrl (não infectado/não tratados), Sv 
(infectado/não tratado), DSS (não infectado/tratado) e Sv+DSS (infectado/tratado). Os dados são apresentados como média ± erro padrão 
(SEM) em A e C; ou mediana com interquartile range em B, n= 11-13 camundongos/grupo de dois experimentos. Dados foram 
analisados utilizando two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste em A, Kruskal-Wallis seguido de Dunn como pós-teste em 
B, ou one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste em C.  As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores 
significativos de *P < 0,05 na comparação com grupo controle; #P< 0,05 na comparação com o grupo Sv.  

0 5 10 15 16 17 18 19 20 21 22
60

80

100

120

P
es

o 
%

Dias de experimento

**

***

***

Ctrl Sv DSS Sv-DSS
0

5

10

15

S
co

re
 C

lín
ic

o

*** ***
### ###

Ctrl Sv DSS Sv-DSS
0

5

10

15

*** ***

C
om

pr
im

en
to

 C
ó
lo

n 
(c

m
)

###
###

Ctrl

Sv

DSS

Sv-DSS

B C

D E

Sv+DSSDSSSvCtrl

A

0 15 22

Infecção

4% de DSS

Dias de experimento

Eutanásia



 69 

6.2.2 Análise histopatológica da inflamação induzida por DSS 
 

Foi feita uma análise histopatológica de cortes do cólon distal de animais de todos os grupos 

experimentais, em que foi avaliado a integridade da arquitetura da mucosa intestinal, presença de 

infiltração celular, formação de abcessos e espessamento da musculatura do cólon, gerando assim um 

score microscópico que varia de 0-12 pontos, conforme detalhado na tabela 3. Nessa análise foi 

novamente verificado que os animais controles (Fig 15A) e os somente infectados com S. 

venezuelensis (Fig. 15B) a mucosa do cólon encontrava-se íntegra e sem infiltração aparente na 

maioria dos campos avaliados, gerando um score microscópico de RCU de mediana 0,82 (IIQ 0,5-

1,35) e 1,17 (IIQ 0-1,4), respectivamente (Fig. 15E). A exposição ao DSS levou à deformação da 

arquitetura da mucosa, infiltração de células inflamatórias, presença de abcessos e espessamento da 

musculatura no cólon distal dos camundongos do grupo DSS (Fig. 15C) gerando um score 

microscópico de mediana 5,16 (IIQ 3,2-6,38), significativamente maior que nos controles (Fig. 15E). 

Os camundongos que haviam sido previamente infectados, mas sem infecção ativa durante o a 

exposição ao DSS (grupo Sv+DSS) apresentaram danos na mucosa do cólon semelhantes ao 

observado no grupo DSS, gerando um score microscópico de mediana 4,46 (IIQ 2-8,1) (Fig. 15D, E).  

 Para qualificar o tipo de infiltrado celular na mucosa do cólon, o nível de atividade de 

Peroxidase de Eosinófilo (EPO) e Mieloperoxidase (MPO) foi estimado no homogenato do cólon 

distal de camundongos dos diferentes grupos experimentais, como medidas indiretas da 

infiltração/ativação de eosinófilo e neutrófilo, respectivamente. Conforme relatamos anteriormente, o 

tratamento com DSS foi capaz de aumentar significativamente os níveis de EPO (Fig. 15F) e MPO 

(Fig. 15G) no homogenato do cólon no grupo DSS em relação ao grupo controle (Ctrl). Entretanto, a 

infecção prévia por S. venezuelensis não foi capaz de reduzir significativamente os níveis de EPO 

(Fig. 15F) e MPO (Fig. 15G) no Sv+DSS em comparação ao observado no grupo DSS.  
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Figura 15. Aspecto histopatológicos e infiltração celular no colón distal de camundongos BALB/c previamente infectados com 
S. venezuelenis e/ou tratados com DSS  
(A-D) Fotomicrografias de cortes histológicos da região distal do colón de camundongos BALB/c dos grupos (A) Ctrl; (B) Sv; (C) DSS; 
e (D) Sv+DSS após 22 dias de infecção e 7 dias de tratamento com DSS. (E) Score microscópico da inflamação do colón nos grupos 
experimentais. (F) Níveis de atividade de peroxidase de eosinófilo (EPO). (G) Níveis de mieloperoxidase (MPO). Camundongos 
BALB/c foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo) no dia 0 do procedimento experimental e entre 
os dias 15-22 foram tratados com DSS a 4% diluído em água ad libitum. A eutanásia ocorreu no 22º dia de experimento e a porção 
distal do cólon de parte dos animais foi processada e corada com H&E para avaliação do infiltrado e do restante foi homogeneizado 
para quantificação da atividade de EPO e MPO. Grupos experimentais: Ctrl (não infectado/não tratados), Sv (infectado/não tratado), 
DSS (não infectado/tratado) e Sv+DSS (infectado/tratado). Em A-D as barras representam 50 µm de tecido. Os dados são apresentados 
como mediana com interquartile range em E e como média ± erro padrão em F e G. n= 5 camundongos/grupo. Dados foram analisados 
utilizando Kruskal-Wallis seguido de Dunn como pós-teste em E, ou one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste em F e G. As 
diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de *P <0,05 na comparação com grupo controle. #P< 
0,05 na comparação com o grupo Sv.   
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6.2.3  Análise da diferenciação de células caliciformes e produção de muco em animais 

previamente infectados e/ou expostos ao DSS 

 
 Lâminas histológicas do cólon distal de camundongos de todos os grupos experimentais foram 

coradas com PAS para analisar a presença de células caliciformes e produção de muco (Fig 16). A 

avaliação histopatológica revelou que camundongos controles e apenas infectados por S. 

venezuelensis apresentaram células caliciformes produzindo muco distribuídas pelas vilosidades da 

mucosa do colón (Fig.16A e B, respectivamente). Nos camundongos tratados com DSS, a destruição 

da arquitetura da mucosa intestinal, foi acompanhada pela depleção de células caliciformes e 

diminuição de produção de muco no cólon e a infecção previa por S. venezuelensis, grupo Sv+DSS, 

não alterou este quadro de redução significativa de células caliciforme e produção de muco (Fig 16C 

e D).  

 

 
 
Figura 16. Diferenciação de células caliciformes e produção de muco na mucosa do cólon distal de camundongos infectados 
previamente por S. venezuelensis e/ou tratados com DSS.  
(A-D) Fotomicrografias de cortes histológicos da região distal do colón de camundongos BALB/c dos grupos (A) Ctrl; (B) Sv; (C) DSS; 
e (D) Sv+DSS.  ao barras de escala equivalem a 100µm de tecido. Camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamente por S. 
venezuelensis (700L3/camundongo) no dia 0 do procedimento experimental e posteriormente, entre os dias 15-22, foram tratados com 
DSS a 4% diluído em água ad libitum. A eutanásia ocorreu no 22º dia de experimento e a porção distal do cólon foi processada e corada 
com Ácido Periódico de Schiff (PAS) para evidenciar células caliciformes repletas de muco (pontos púrpura-magenta). Grupos 
experimentais: Ctrl (não infectado/não tratados), Sv (infectado/não tratado), DSS (não infectado/tratado) e Sv+DSS (infectado/tratado).  
  

A
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6.2.4  Análise do efeito da inoculação de extrato bruto de larva de S. venezuelensis na 

gravidade da RCU em camundongos infectados e posteriormente tratados com DSS   

 
Como os dados anteriores mostraram que a infecção previa por S. venezuelensis não foi capaz 

de modular a RCU aguda induzida por DSS em camundongos curados, nesta etapa foi avaliado o 

efeito da inoculação de extrato bruto de L3 (L3E) em camundongos previamente infectados por S. 

venezuelensis durante a indução da RCU aguda por DSS – grupo Sv+L3E+DSS. Mais uma vez, o 

tratamento com DSS foi capaz de induzir perda significativa de peso, tanto nos animais dos grupos 

DSS como nos Sv+L3E+DSS; entretanto, a perda de peso foi significativamente maior grupo 

Sv+L3E+DSS (Fig. 17B). Também foi verificado que o tratamento com DSS resultou em aumento 

significativo do score clínico (Fig. 17C) e encurtamento do cólon (Fig. 17D, E), tanto em 

camundongos do grupo DSS quanto do grupo Sv+L3E+DSS, sem diferença estatística entre esses dois 

grupos, indicando ausência de modulação da RCU. 
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Figura 17. Alterações clínicas e intestinais induzidas pelo tratamento agudo com DSS em camundongos BALB/c previamente 
infectados por S. venezuelensis e inoculados com extrato de L3 ou somente tratados com DSS.  
(A) Delineamento experimental. (B) Porcentagem de alteração de peso corporal dos animais no decorrer do tratamento com DSS. (C) 
Score clínico da retocolite ulcerativa induzida pelo tratamento com DSS. (D) Comprimento do cólon. (E) Fotografia representativa do 
cólon de cada grupo experimental. Conforme em A, camundongos BALB/c foram infectados, no dia 0 do procedimento experimental, 
subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo), foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com 25µg de extrato bruto 
de L3 (L3E) em 100µg de PBS aos 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias de experimento e entre os dias 15-22 foram tratados com DSS a 4% 
diluído em água ad libitum. A eutanásia ocorreu no 22º dia de experimento. Grupos experimentais: Ctrl (não infectado/inoculado com 
PBS sem adição de L3E/não tratados), DSS (não infectado/inoculado com PBS sem adição de L3E/tratados com DSS) e Sv+L3E+DSS 
(infectado/inoculado com L3E/tratados). Os dados são apresentados como média ± erro padrão (A e C) ou mediana com interquartile 
range (B). n= 6-7 camundongos/grupo. Dados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste ou 
Kruskal-Wallis seguido de Dunn como pós-teste para dados não paramétrico em C. As diferenças estatísticas são indicadas em cada 
gráfico com valores significativos de *P <0,05 na comparação com grupo controle; &P< 0,05 na comparação com o grupo DSS. 

  

0 71415 16 17 18 19 20 21 22
0

50

100

150

Dias de experimento

P
es

o 
% ***

***
&&&***

&&&

Ctrl DSS Sv+L3E+DSS
0

4

8

12

C
om

pr
im

en
to

 d
o 

có
lo

n 
(c

m
)

**
*

Ctrl DSS Sv+L3E+DSS
0

5

10

15

20

S
co

re
 c

lín
ic

o *
***

Ctrl DSS Sv+L3E+DSS

Ctrl

DSS

Sv+L3+DSS

B C

D E

A

0 15 22

Infecção

4% de DSS

Dias de experimento 10 12 14 16 18 20

L3E i.p.

Eutanásia



 74 

6.3 Efeito da inoculação de extratos antigênicos de S. venezuelensis na 

modulação da RCU aguda induzida por DSS   

6.3.1 Análise dos sinais clínicos da retocolite induzida por DSS 

 

Para verificar se extratos antigênicos de diferentes fases evolutivas de S. venezuelensis eram 

capazes de modular a gravidade da RCU aguda induzida pelo tratamento com DSS, como relatado na 

infecção ativa, diferentes grupos de camundongos tratados com DSS foram simultaneamente 

inoculados com extrato bruto de verme adulto (SvE), antígenos excreto-secretado de verme adulto 

(ES) e extrato bruto de L3 (L3E).  

Conforme já demonstrado, camundongos que ingeriram solução aquosa contendo 4% de DSS 

por 7 dias consecutivos perderam peso (Fig. 18B), tiveram encurtamento do colón (Fig. 18D) e 

desenvolveram os sinais clínicos típicos de RCU, gerando um score clínico de 11 (7-14) (Fig. 18C). 

Animais tratados com DSS e concomitantemente inoculados com ES e L3E também tiveram perda 

significativa de peso, entretanto animais do grupo SvE+DSS não apresentaram perda estatisticamente 

em relação ao grupo controle (Fig. 18B). Entretanto, nas condições experimentais desse estudo, a 

inoculação de extrato antigênico de S. venezuelensis não foi capaz de reduzir significativamente o 

score clínico da RCU induzida pela ingestão de DSS nos grupos SvE+DSS, ES+DSS e L3E+DSS (Fig. 

18C).  

Com relação ao encurtamento do colón induzido pela ingestão de DSS, a inoculação das 

diferentes preparações de antígenos de S.venezuelenis também não foi capaz de prevenir a alteração. 

É importante salientar que os camundongos não tratados com DSS e que foram inoculados com 

antígenos ES e L3E apresentaram comprimento do cólon semelhante aos animais controles; no 

entanto, o comprimento do cólon nos animais inoculados com SvE foi significativamente menor em 

relação ao grupo controle, mesmo na ausência de DSS, sugerindo um efeito direto do antígeno neste 

processo (Fig. 18D). 
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Figura 18. Evolução clínica da retocolite ulcerativa induzida por DSS em camundongos somente tratados com DSS e em 
camundongos tratados com DSS e/ou antígenos de S. venezuelensis. 
(A) Delineamento experimental. (B) Razão de peso. (C) Score clínico da retocolite ulcerativa induzida pelo tratamento com DSS. (D) 

Comprimento do cólon. Conforme em A, camundongos BALB/c foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com 25µg de produtos 

antigênicos de diferentes fases de S. venezuelensis – extrato bruto de verme adulto (SvE), excreta-secretado de verme adulto (ES) e 

extrato bruto de L3 (L3E), - em 100µg de PBS aos 0, 2, 4, 6, 8, e 10 dias de experimento e entre os dias 5 -12 foram tratados com DSS a 

4% diluído em água ad libitum. A eutanásia ocorreu no 12º dia de experimento. O score clínico de RCU foi estabelecido conforme 

tabela 2 e o tamanho do cólon distal foi medido com régua milimétrica e plotado em cm. Grupos: Ctrl (inoculado com PBS sem adição 

de antígeno/não tratado); SvE (inoculado com SvE/não tratado), ES (inoculado com ES/não tratado), L3E (inoculado com L3E/não 

tratado); DSS (inoculado com PBS sem adição de antígeno/tratado); SvE+DSS (inoculado com SvE/ tratado), ES+DSS (inoculado com 

ES/tratado), L3E+DSS (inoculado com L3E/tratado).  Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM) em B e D; ou 

mediana com interquartile range em C, n= 5-18 camundongos/grupo sendo que os grupos Ctrl e DSS são de 3 experimentos. Dados 

foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste em B e D, Kruskal-Wallis seguido de Dunn como pós-

teste em C. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de *P < 0,05 na comparação com grupo 

controle; #P< 0,05 na comparação com os grupos SvE, ES e L3E.    
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6.4 Efeito da infecção por S. venezuelensis na modulação da RCU crônica 

experimentalmente induzida por DSS 

 

6.4.1 Carga parasitária em camundongos  expostos ao DSS por longo período e infectados 

por S. venezuelensis 

 

Inicialmente foi verificado se a RCU crônica induzida por DSS interfere na infecção por S. 

venezuelensis. Para esta finalidade foram quantificados o número de ovos eliminados por gramas de 

fezes e o número de vermes adultos recuperados do intestino delgado dos camundongos infectados e 

dos infectados e tratados com DSS. Os resultados revelaram que o tratamento prolongado com solução 

contendo 2,5% de DSS não afetou significativamente a carga parasitária de S. venezuelensis nos 

camundongos experimentalmente infectados (Fig. 19). Após 7 dias de infecção, camundongos 

somente infectados eliminaram em média 53.391 ± 21.711 ovos/g fezes e os camundongos tratados 

cronicamente com DSS e infectados tiveram 63.845 ± 14.138 ovos/g fezes, valores que foram 

estatisticamente semelhantes entre os grupos experimentais (Fig. 19A). No mesmo período, também 

não houve diferença estatística na recuperação de vermes no intestino delgado entre o grupo Sv7, onde 

foram recuperados 72,4 ± 19 vermes/camundongo, e o grupo DSS+Sv7, com 97,3 ± 16 

vermes/camundongo (Fig. 19B).  

 

 
Figura 19. Número de ovos de Strongyloides venezuelensis eliminados nas fezes e número de vermes adultos recuperados do 
duodeno de camundongos BALB/c somente infectados e infectados e tratados cronicamente com DSS.  
(A) Número de ovos eliminados (OPG) e (B) número de vermes recuperados no intestino delgado de camundongos infectados por S. 
venezuelensis ou infectados e tratados cronicamente com solução de DSS. Camundongos BALB/c receberam 3 ciclos de tratamento 
com DSS a 2,5% em água ad libitum entre os dias 0-7, 21-28, 42-49 com 14 dias descanso (água sem adição de DSS) entre os ciclos e 
no 42º dia de experimento foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo). A eutanásia ocorreu no 49º 
dia de experimento, momento em que os camundongos foram examinados. Grupos: Sv7 (não tratado/infectado) e DSS+Sv7 
(tratado/infectado). Os dados são apresentados como média  SEM, n= 7 camundongos/grupo. Os dados foram analisados pelo teste t.  
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6.4.2  Sinais clínicos da RCU crônica induzida pelo tratamento prolongado por DSS 
 

A RCU crônica foi estabelecida por 3 ciclos de DSS 2,5 %, com dois intervalos de 14 dias 

entre eles. A partir do segundo ciclo de tratamento com DSS, entre 21-28 dias de experimento, o 

tratamento com DSS nos diferentes grupos experimentais, a citar grupo DSS, DSS+Sv12 e DSS+Sv7 

resultou em perda significativa de peso durante o tratamento em relação aos animais não tratados com 

DSS e não infectados (grupo Ctrl) e nos animais apenas infectado (grupo Sv7) (Fig. 20A). 

 Os animais que receberam 3 ciclos consecutivos de tratamento com DSS 2,5% apresentaram 

outros sinais clínicos da RCU além da perda de peso, como mudança na aparência geral, diarreia e 

sangramento retal. Juntos, esses parâmetros foram utilizados para pontuar a gravidade da RCU ao 

final do terceiro ciclo de tratamento com DSS, seguindo critérios apresentados na tabela 2, gerando 

um score clínico que reflete a gravidade das alterações clínicas em cada grupo experimental. Após 49 

dias do início do procedimento experimental, os animais dos grupos Ctrl e do grupo Sv7 tiveram 

aparência geral normal, sendo que o score clínico encontrado foi de mediana 1 (IIQ 0-1) e 0 (IIQ 0-

0) respectivamente (Fig. 20B). Camundongos submetidos a 3 tratamentos com DSS, mas que não 

foram infectados, apresentaram um score clínico de mediana 9 (IIQ 8-10) significativamente maior 

em relação aos animais não tratados com DSS dos grupos Ctrl e Sv7; enquanto que o score clínico dos 

animais tratados com DSS e infectados dos grupos DSS+Sv7 (infecção simultânea ao início do terceiro 

ciclo de tratamento com DSS) e DSS+Sv12 (infecção 5 dias antes do último ciclo de tratamento com 

DSS)  foi reduzido para 6 (IIQ 4-7) e 4 (II 2-7) respectivamente, não apresentando diferença estatística 

em relação aos grupos Ctrl e DSS (Fig. 20B).  

Outra alteração que o tratamento com DSS causa é a redução do comprimento do cólon, o qual 

foi mensurado em todos os grupos. Aos 49 dias de experimento, o comprimento médio do intestino 

de camundongos não infectados e não tratados (grupo Ctrl) foi de 9,7 ± 0,32 cm, no grupo apenas 

infectado foi de 10,50 ± 0,22 não havendo diferença estatística entre esses dois grupos. Os grupos 

DSS e DSS+Sv12 apresentaram encurtamento do cólon, sendo o comprimento médio do intestino 

grosso desses grupos 7,0 ± 0,4 cm e 7,3 ± 0,36 respectivamente. Entretanto, a infecção pelo nematoide 

foi amenizou o encurtamento do cólon no grupo DSS+Sv7, sendo verificado que o cólon desses 

animais mediu em média 8,6 ± 0,36 (Fig. 20C; D).  
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Figura 20. Alterações induzidas pelo tratamento crônico com DSS em camundongos BALB/c selvagens infectados ou não com 
S. venezuelensis.  
(A) Porcentagem de alteração de peso corporal dos animais no decorrer do tratamento com DSS. (C) Score clínico da retocolite 
ulcerativa induzida pelo tratamento com DSS. (D) Comprimento do cólon. (E) Fotografia representativa do cólon de cada grupo 
experimental. Camundongos BALB/c receberam 3 ciclos de tratamento com DSS a 2,5% em água ad libitum entre os dias 0-7, 21-28, 
42-49 com 14 dias de descanso (água sem adição de DSS) entre os ciclos e no 37º ou 42º dia de experimento foram infectados 
subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo). A eutanásia ocorreu no 49º dia de experimento, momento em que os 
camundongos foram examinados. Grupos: Ctrl (não infectado/não tratado), Sv7 (não tratado/infectado), DSS (tratado/não infectado), 
DSS+Sv7 (tratado/infectado no 42º dia de experimento) e DSS+Sv12 (tratado/infectado no 37º dia de experimento). A eutanásia ocorreu 
no 49º dia de experimento, momento em que os animais foram examinados. Os dados são apresentados como média ± erro padrão 
(SEM) ou mediana com interquartile range em C, n= 6-7 camundongos/grupo. Dados foram analisados utilizando Kruskal-Wallis 
seguido de Dunn como pós-teste em B, ou one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste em C e D. As diferenças estatísticas são 
indicadas em cada gráfico com valores significativos *P <0,05 na comparação com grupo Ctrl; #P< 0,05 na comparação com o grupo 
Sv7; e & P< 0,05 na comparação com o grupo DSS. 

 

6.4.3 Análise histopatológica da inflamação induzida pelo tratamento prolongado com DSS 
 

A fim de analisar as alterações histopatológicas causadas pelo tratamento crônico com DSS, 

cortes do cólon distal de animais de todos os grupos experimentais foram avaliados observando a 

integridade da arquitetura da mucosa intestinal, presença de infiltração celular, formação de abcessos 

e espessamento da musculatura do cólon, gerando assim um score microscópico que varia de 0-12 

pontos (tabela 3). Nessa análise foi verificada que nos animais não tratados e não infectados (grupo 

Ctrl) ou somente infectados (grupo Sv7) a mucosa do cólon encontrava-se íntegra e sem inflamação 

aparente (Fig. 21A e B, respectivamente), com score microscópico de mediana 0,8 (IIQ 0,5-1,1) e 
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0,86 (IIQ 0,67-2), respectivamente (Fig. 21F). Nos animais que foram tratados com DSS foi possível 

observar que o cólon apresentava áreas com deformação da arquitetura da mucosa, infiltração de 

células inflamatórias, presença de abcessos e espessamento da musculatura (Fig. 21C) gerando um 

score microscópico de mediana 3,8 (IIQ 2,4-4,36) no grupo DSS crônico, significativamente maior 

em relação ao grupo Ctrl (Fig. 21F). A infecção por S. venezuelensis reduziu a inflamação do cólon 

distal causado pela ingestão prolongada de DSS (Fig. 21D; E), diminuindo o score microscópico para 

1,4 (IIQ 0,86-3,1) no grupo DSS+Sv7 e 2,6 (IIQ 1,1-4,6) no grupo DSS+Sv12; apesar dessa 

diminuição não ter sido significativa em relação ao grupo DSS, não houve diferença estatística entre 

os grupos DSS+Sv7 e Ctrl (Fig. 21F).  

Como medidas indiretas da infiltração/ativação de eosinófilos e neutrófilos, foi mensurado 

níveis de atividade de Eosinófilo Peroxidase (EPO) e Mieloperoxidase (MPO) no homogenato do 

cólon proximal. O tratamento prolongado com DSS levou ao aumento significativo de atividade EPO 

somente no grupo DSS (Fig. 21G). A ingestão prolongada de DSS também levou ao aumento 

significativo de MPO no grupo DSS, entretanto a infecção por S. venezuelensis reduziu 

significativamente a atividade enzimática de MPO nos grupos DSS+Sv7 e DSS+Sv12 a níveis 

semelhantes dos animais não tratados com DSS (Fig.21H).  
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Figura 21. Aspecto microscópico, inflamação e infiltração celular do colón distal de camundongos infectados por S. venezuelensis 
e/ou tratados cronicamente com DSS e seus controles.  
(A - H) Fotomicrografias de cortes histológicos da região distal do colón de camundongos BALB/c dos grupos. (A) Ctrl; (B) Sv; (C) 
DSS crônico; (D) DSS+Sv7 e (E) DSS+Sv12. (F) Score microscópico da inflamação do cólon nos grupos experimentais. (G) Níveis de 
atividade de peroxidase de eosinófilo (EPO) e (H) Nivies de mieloperoxidase (MPO) foram estimados no homogenato do cólon proximal 
de todos os camundongos. Camundongos BALB/c receberam 3 ciclos de tratamento com DSS a 2,5% em água ad libitum entre os dias 
0-7, 21-28, 42-49 com 14 dias descanso (água sem adição de DSS) entre os ciclos e no 37º ou 42º dia de experimento foram infectados 
subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo). A eutanásia ocorreu no 49º dia de experimento a porção distal do cólon 
foi processada e corada com H&E para avaliação do infiltrado e o restante do cólon foi homogeneizado para quantificação da atividade 
de EPO e MPO. Grupos: Ctrl (não infectado/não tratado), Sv7 (não tratado/infectado), DSS (tratado/não infectado), DSS+Sv7 
(tratado/infectado no 42º dia de experimento) e DSS+Sv12 (tratado/infectado no 37º dia de experimento). Os dados são apresentados 
como mediana com interquartile range em B ou como média ± erro padrão (SEM) em C e D, n= 5-7 camundongos/grupo. Dados foram 
analisados utilizando Kruskal-Wallis seguido de Dunn como pós-teste em F, ou one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste 
em G e H. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de *P <0,05 na comparação com grupo 
Ctrl; #P< 0,05 na comparação com o grupo Sv7; e & P< 0,05 na comparação com o grupo DSS.  
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6.4.4 Análise da produção de muco em animais tratados com DSS e/ou infectados por S. 
venezuelensis  
 

Para avaliar a produção de muco, os cortes de cólon distal também foram corados por PAS. 

Animais controles e com 7 dias de infecção apresentaram mucosa rica em células caliciformes e 

presença de muco (Fig. 22A e B). O tratamento prolongado com DSS resultou em áreas de mucosa 

onde não foram observadas células caliciformes nem muco (Fig. 22C). A associação da infecção por 

S. venezuelensis com o tratamento com DSS, tanto em camundongos infectados simultaneamente ao 

tratamento- grupo DSS+Sv7 (Fig. 22D) como nos infectados 5 dias antes do início do tratamento com 

DSS - grupo DSS+Sv12 (Fig.22E), apresentaram regiões da mucosa intestinal com presença de células 

caliciformes e presença de muco. 

 
Figura 22. Análise da produção de muco na mucosa do cólon distal de camundongos infectados por S. venezuelensis e/ou tratados 
cronicamente com DSS.  
(A-E) Fotomicrografias de cortes histológicos da região distal do colón de camundongos BALB/c dos grupos Ctrl (A), Sv7 (B), DSS 
(C), DSS+Sv7 (D), DSS+Sv12 (E). As barras de escala nas fotomicrografias equivalem a 100 μm de tecido. Camundongos BALB/c 

receberam 3 ciclos de tratamento com DSS a 2,5% em água ad libitum entre os dias 0-7, 21-28, 42-49 com 14 dias de descanso (água 
sem adição de DSS) entre os ciclos e no 37º ou 42º dia de experimento foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis 
(700L3/camundongo). A eutanásia ocorreu no 49º dia de experimento e a porção distal do cólon foi processada e corada com Ácido 
Periódico de Schiff (PAS) para evidenciar células caliciformes repletas de muco (pontos púrpura-magenta). Grupos: Ctrl (não 
infectado/não tratado), Sv7 (não tratado/infectado), DSS (tratado/não infectado), DSS+Sv7 (tratado/infectado no 42º dia de experimento) 
e DSS+Sv12 (tratado/infectado no 37º dia de experimento). A eutanásia ocorreu no 49º dia de experimento, momento em que os animais 
foram examinados. 
 

6.4.5 Análise imunológica – níveis de citocinas no cólon e sobrenadante de cultura de células 

obtidas do MLN 

 

 Para caracterizar o perfil da resposta imunológica de animais com RCU crônica induzida pelo 

tratamento com DSS e/ou infectados por S. venezuelensis, níveis de citocinas no homogenato do cólon 

proximal de todos os camundongos foram estimadas através de ELISA. Camundongos do grupo DSS 
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apresentaram leve aumento do nível de IFN- (Fig. 23A), enquanto do grupo DSS+Sv7 tiveram 

aumento de IL-17 (Fig. 23B), porém sem diferença significativa. Também foi observado leve aumento 

de IL-4 (Fig 23C) e IL-13 (Fig. 23D) nos grupos DSS+Sv7 e DSS+Sv12. O homogenato do cólon dos 

animais do grupo DSS+Sv7 apresentaram níveis significativamente maior de TGF- (23F), IL-33 

(Fig. 23G), IL-22 (Fig. 23H) e comparado aos animais com 7 dias de infecção e não tratados com 

DSS. Diferentemente do observado na RCU aguda, não houve diferença no nível de IL-10 entre os 

grupos.  
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Figura 23. Efeito da infecção aguda por S. venezuelensis e/ou tratamento prolongado com DSS na concentração de citocinas no 
hogenato do cólon distal de camundongos BALB/c. 
A concentração de IFN- (A), IL-17 (B), IL-13 (C), IL-4 (D), IL-10 (E), TGF- (F), IL-33 (C) e IL-22 (H) foi estimada por ELISA em 
amostras de homogenato de 100 mg do cólon proximal de todos os grupos experimentais. Camundongos BALB/c receberam 3 ciclos 
de tratamento com DSS a 2,5% em água ad libitum entre os dias 0-7, 21-28, 42-49 com 14 dias descanso (água sem adição de DSS) 
entre os ciclos e no 37º ou 42º dia de experimento foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo). A 
eutanásia ocorreu no 49º dia de experimento, momento em que os camundongos foram examinados. Grupos: Ctrl (não infectado/não 
tratado), Sv7 (não tratado/infectado), DSS (tratado/não infectado), DSS+Sv7 (tratado/infectado no 42º dia de experimento) e DSS+Sv12 
(tratado/infectado no 37º dia de experimento). A eutanásia ocorreu no 49º dia de experimento, momento em que os animais foram 
examinados. Os valores são apresentados como média ± SEM de 5-6 camundongos por grupo. Dados foram analisados utilizando one-
way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. # P <0,05 comparando com o grupo Sv.  
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Também foi mensurada a produção de citocinas em sobrenadante de células, obtidas do 

linfonodo mesentérico (MLN) dos camundongos de todos os grupos, cultivadas em meio RPMI 

suplementado com ConA 2µg/mL durante 72 horas. Interessantemente, não foram observadas 

diferenças na produção de citocinas IFN-, TNF-, IL-17, IL-4, IL-13 e IL-10 (Fig. 24A-F) por células 

do MLN de animais do grupo DSS. Células do MLN de camundongos com 7 dias de infecção por S. 

venezuelensis, grupos Sv7 e DSS+Sv7, produziram mais IL-17 (Fig. 24C), IL-4 (Fig. 24D), IL-13 (Fig. 

24E), IL-10 (Fig. 24F), porém teve muita variação nesses grupos. Já o sobrenadante de cultura de 

células do grupo DSS+Sv12 apresentou redução no nível de TNF- (Fig. 24B), e não houve diferença 

nos níveis das outras citocinas entre esse grupo e o grupo controle. 

 

Figura 24. Efeito da infecção aguda por S. venezuelensis e/ou tratamento prolongado com DSS na concentração de citocinas no 
sobrenadante de cultura do linfonodo mesentérico (MLN) de camundongos BALB/c. 
A concentração de IFN- (A) e IL-13 (B) foi estimada por ELISA em amostras em amostras de sobrenadante de cultura celular (1 x 107 
células/mL de meio de cultura) do MLN de todos os grupos. Camundongos BALB/c receberam 3 ciclos de tratamento com DSS a 2,5% 
em água ad libitum entre os dias 0-7, 21-28, 42-49 com 14 dias descanso (água sem adição de DSS) entre os ciclos e no 37º ou 42º dia 
de experimento foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo). A eutanásia ocorreu no 49º dia de 
experimento, momento em que os camundongos foram examinados. Grupos: Ctrl (não infectado/não tratado), Sv7 (não 
tratado/infectado), DSS (tratado/não infectado), DSS+Sv7 (tratado/infectado no 42º dia de experimento) e DSS+Sv12 (tratado/infectado 
no 37º dia de experimento). A eutanásia ocorreu no 49º dia de experimento, momento em que os animais foram examinados. Os valores 
são apresentados como média ± SEM de 4-5 camundongos por grupo. Dados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido de 
Tukey como pós-teste.  
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6.5 Papel da via IL-33/ST2, da produção da citocina IL-4, e de eosinófilos na 

indução e modulação da retocolite aguda induzida por DSS em camundongos 

infectados por S. venezuelensis. 

 

6.5.1 Carga parasitária 
 

Novamente iniciamos nossa avaliação verificando se o tratamento com DSS interfere na 

infecção por S. venezuelensis em camundongos BALB/c das diferentes linhagens testadas, através da 

quantificação do número de ovos por gramas de fezes e o número de vermes adultos recuperados do 

intestino delgado dos animais infectados dos diferentes grupos experimentais (Fig 25). Quando 

infectados por S. venezuelensis, camundongos deficientes para o receptor ST2 (ST2-/-), na produção 

de IL-4 (IL-4-/-) ou na diferenciação de eosinófilos (∆dblGATA) apresentaram maior número de ovos 

nas fezes em relação aos WT (Fig 25 A-D); entretanto, os dados revelaram que não houve diferença 

estatística no número de ovos de S. venezuelensis eliminados nas fezes de camundongos apenas 

infectado e de camundongos infectado e tratado com DSS de cada linhagem (Fig. 25A-D). Com 

relação aos vermes adultos recuperados foi verificado que camundongos WT e ST2-/-, tratados ou não 

com DSS, não apresentaram vermes adultos no intestino delgado aos 12 dias de infecção (Fig. 25E). 

No caso de camundongos IL-4-/- e ∆dblGATA, tanto no grupo somente infectado como nos infectados 

e tratados, foram recuperados vermes do intestino delgado após 12 dias da infecção por S. 

venezuelensis indicando um retardo na eliminação do nematódeo na ausência de produção de IL-4 e 

de diferenciação de eosinófilo. Entretanto, em cada linhagem testada o número de vermes recuperados 

dos animais somente infectados e dos animais infectados e tratados com DSS foi estatisticamente 

semelhante aos 12 dias de experimento (Fig 25E), sugerindo que o tratamento com DSS não alterou 

o controle da infecção nos animais infectados das diferentes linhagens. 
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Figura 25. Efeito do tratamento com DSS na eliminação de ovos e recuperação de vermes de S. venezuelensis em camundongos 
BALB/c WT, camundongos BALB/c ST2-/-, camundongos BALB/c IL-4-/- e em camundongos BALB/c dblGATA 
Número de ovos por gramas de fezes de camundongos BALB/c WT (A) ou ST2-/- (B), ou IL-4-/- (C) ou ∆dblGATA (D) aos 7, 9 e 12 
dias de infecção. (D) Número de vermes adultos recuperados do intestino delgado dos animais infectados de cada linhagem de 
camundongo analisadas. Camundongos BALB/c WT ou ST2-/- ou IL-4-/- ou ∆dblGATA foram infectados subcutaneamente com 700 L3 
de S. venezuelensis, e após 5 dias da infecção iniciou-se o tratamento com 4% DSS diluído em água ad libitum, suas fezes foram 
coletadas aos 7, 9 e 12 dias de experimento e processadas para analise parasitológica e contagem de ovos. Grupo Sv = animais apenas 
infectados; grupo Sv+DSS = animais infectados e tratados com DSS. Cada barra representa média ± erro padrão (SEM), n= 
5camundongos/grupo. Dados foram analisados two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são 
indicadas em cada gráfico com valores significativos de Ø P<0,05 na comparação entre ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou ∆dblGATA e 
WT que receberam o mesmo tratamento. 
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6.5.2 Sinais clínicos da retocolite induzida por DSS 
 

Durante o tratamento com DSS (5º ao 12º dia de experimento), todos os grupos de 

camundongos WT, ST2-/-, IL-4-/- e ∆dblGATA foram pesados a cada dois dias. Nos camundongos 

WT, os grupos controles e apenas infectados apresentaram ganho de peso médio 2% e 4%, 

respectivamente. Entretanto, os grupos de camundongos WT que foram expostos ao DSS tiveram 

perda significativa de peso em relação ao controle, sendo que no grupo apenas tratado com DSS a 

perda média de peso foi de 8% e no grupo infectado e tratado 6% (Fig 26B). Já nos camundongos ST2 
-/-, o tratamento com DSS não levou a perda de peso, sendo que no grupo DSS os animais tiveram 

ganho médio de peso de 1,1% e nos Sv+DSS o ganho foi em média de 3%, padrão estatisticamente 

semelhante ao observado nos animais não infectados e não tratados (Ctrl) e aos somente infectados 

(Sv) da mesma linhagem (Fig. 26C). Camundongos IL-4-/- tratados somente com DSS não 

apresentaram perda de peso e pequeno ganho de massa corporal neste grupo foi estatisticamente 

semelhante ao observado nos controles; entretanto, o tratamento com DSS em camundongos IL-4-/- 

infectados por S. venezuelensis resultou em perda significativa de peso em comparação aos demais 

grupos experimentais (Fig. 26D). Já nos camundongos ∆dblGATA, o tratamento com DSS levou a 

perda significativa de peso, principalmente no grupo infectado e tratado que teve perda média de peso 

de 2,5 %, enquanto no grupo apenas tratado foi 1,77% (Fig. 26E). 
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Figura 26. Efeito da infecção concomitante de S. venezuelensis na mudança de peso causada pela retocolite a aguda induzida 
por DSS em camundongos BALB/c selvagens (WT), ou deficientes para o receptor ST2 (ST2-/-), ou em IL-4 (IL-4-/-) ou na 
maturação de eosinófilos (∆dblGATA).  
(A) Delineamento experimental. (B) Porcentagem de alteração de peso corporal dos animais WT (B), ST2-/- (C), IL-4-/- (D) e ∆dblGATA 

(E) no decorrer do tratamento com DSS. O peso no 5º dia de experimento (dia em que iniciou o tratamento com DSS) foi considerado 
100% e é representado pela linha pontilhada em B-E. De acordo com A, camundongos BALB/c WT ou ST2-/- ou IL-4-/- ou ∆dblGATA 

foram infectados subcutaneamente com 700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção foram tratados com 4% de DSS em água 
até o 12º dia de experimento, dia em que ocorreu a eutanásia de todos os camundongos. Grupo Ctrl: camundongos não infectados e não 
tratados; grupo Sv: camundongos infectados e não tratados; grupo DSS: camundongos tratados com DSS e sem infecção; e grupo 
Sv+DSS: camundongos infectados e tratados. Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM) de 10-16 
camundongos/grupo de 2 experimentos. Dados foram analisados two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças 
estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl da mesma linhagem; 
# P<0,05 na comparação com o grupo Sv da mesma linhagem; & P<0,05 na comparação com o grupo DSS da mesma linhagem; e Ø 
P<0,05 na comparação entre ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou ∆dblGATA e WT que receberam o mesmo tratamento. 
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Além da perda de peso, o tratamento com DSS também causou outras alterações clínicas nos 

camundongos WT, como diarreia, sangramento retal e mudança na aparência, que juntos levaram a 

um score clínico de mediana 8,5 (IIQ 5-12) e a infecção por S. venezuelensis foi capaz de reduzir 

significativamente (P<0,05) o score clínico da RCU induzida por DSS, para 4,5 (IIQ1-8) no grupo 

Sv+DSS (Fig 27A), dados que confirmam nossos resultados iniciais. Nos camundongos ST2-/-, o 

tratamento com DSS também resultou em RCU com score clínico de 4 (IIQ 2-7), significativamente 

maior do que observado nos animais dos grupos controle e somente infectados da mesma linhagem; 

entretanto, o score clínico da RCU induzida pelo tratamento com DSS nos camundongos ST2-/- foi 

significativamente menor em relação ao observado nos camundongos WT (Fig 27A). Em 

camundongos ST2-/-, a infecção por S. venezuelensis também foi capaz de reduzir a gravidade da RCU 

induzida por DSS, que se apresenta com score clínico de 4 (IIQ 2-7) no grupo DSS e 3 (II Q 2-4) no 

grupo Sv+DSS. Nos camundongos IL-4-/-, o tratamento com DSS também induziu uma RCU branda, 

significativamente menor que o observado nos animais WT e sem diferença estatística entre os grupos 

DSS, 1 (IIQ 0-5), e Sv+DSS, 2 (0-9) (Fig 27A). Em camundongos ∆dblGATA, o tratamento com DSS 

também resultou em perda de peso, diarreia e sangramento retal, que caracterizou uma RCU de score 

de clínico de mediana 3 (IIQ 2-7), significativamente maior do que dos grupos Ctrl e Sv da mesma 

linhagem; entretanto, diferentemente do observado em camundongos WT e ST2-/-, a infecção por S. 

venezuelensis em animais deficientes na maturação de eosinófilos não foi capaz de reduzir a gravidade 

da RCU induzida pelo tratamento com DSS, resultando em score clínico de mediana 4 (IIQ 2-8). É 

importante ressaltar que o score clínico de animais apenas tratados com DSS também foi menor na 

linhagem ∆dblGATA em relação ao WT (Fig. 27A). 

Outra característica clínica da RCU é a redução do comprimento do cólon. Corroborando com 

os dados iniciais, nos animais WT não houve diferença significativa no comprimento do cólon entre 

os animais controles (grupo Ctrl) e somente infectado por S. venezuelensis (grupo Sv), 10,93 ± 0,34cm 

e 10,76 ± 0,36cm respectivamente; entretanto, os camundongos apenas tratados com DSS 

apresentaram uma redução significativa do comprimento do cólon, atingindo 8,09 ± 0,25cm e a 

infecção por S. venezuelensis foi capaz de prevenir o encurtamento do cólon no grupo Sv+DSS, sendo 

obtido um comprimento médio de cólon de 9,6 ± 0,43cm, valor significativamente maior (P<0,01) 

que o obtido para o grupo DSS (Fig. 27C; D). Semelhantemente, em camundongos ST2-/- não houve 

diferença significativa no entre comprimento do cólon de animais infectados e controles. Nessa 

linhagem, camundongos do grupo DSS também apresentaram uma redução significativa do 

comprimento do cólon em relação aos animais não tratados da mesma linhagem, de 9,1 ± 0,46cm para 

7,5 ± 0,45 cm; mais uma vez a infecção por S. venezuelensis foi capaz de evitar o encurtamento do 

cólon nos camundongos do grupo Sv+DSS (Fig. 27C; D).  
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Na linhagem IL4-/-, o tratamento com DSS não levou ao encurtamento significativo do 

intestino grosso no grupo DSS, 8,7 ± 0,19 cm, nem no grupo Sv+DSS, 8,5 ± 0,24 cm. Nessa linhagem, 

a infecção pelo nematódeo também não alterou o tamanho do cólon. Já em animais ∆dblGATA, a 

ingestão com DSS levou a redução significativa do comprimento do cólon de 9,2 ± 0,28 cm para 7,7 

± 0,31 cm; no entanto, a infecção por S. venezuelensis também preveniu o encurtamento do cólon, 

nessa linhagem, caudado pela ingestão de DSS (Fig. 27B, C).  
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Figura 27. Efeito da infecção concomitante de S. venezuelensis nos sinais clínicos e encurtamento do cólon causados pela 
retocolite aguda induzida por DSS a 4% em camundongos BALB/c selvagens (WT), ou deficientes para o receptor ST2 (ST2-/-), 
ou em IL-4 (IL-4-/-) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA).  
(A) Score clínico da retocolite ulcerativa induzida pelo tratamento com DSS. (B) Comprimento do cólon. (C) Fotografia representativa 
do cólon de cada grupo experimental. Camundongos BALB/c WT ou ST2-/- ou IL-4-/- ou ∆dblGATA foram infectados 

subcutaneamente com 700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção foram tratados com 4% de DSS em água até o 12º dia de 
experimento, dia em que ocorreu a eutanásia de todos os camundongos. Grupo Ctrl: camundongos não infectados e não tratados; grupo 
Sv: camundongos infectados e não tratados; grupo DSS: camundongos tratados com DSS e sem infecção; e grupo Sv+DSS: 
camundongos infectados e tratados. Os dados são apresentados como mediana com interquartile range em A e média ± erro padrão 
(SEM) em B de 10-16 camundongos/grupo de 2 experimentos. Dados foram analisados two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-
teste. Dados não paramétricos foram normalizados por log e analisados como normais. As diferenças estatísticas são indicadas em cada 
gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl da mesma linhagem; # P<0,05 na comparação com o 
grupo Sv da mesma linhagem; & P<0,05 na comparação com o grupo DSS da mesma linhagem; e Ø P<0,05 na comparação entre ST2-

/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou ∆dblGATA e WT que receberam o mesmo tratamento. 
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6.5.3 Análise histopatológica da inflamação induzida por DSS 
  

A análise histopatológica do cólon distal confirmou que o tratamento com 4% de DSS foi 

efetivo na indução da RCU, e que a infecção por S. venezuelensis foi capaz de amenizar o processo 

inflamatório no cólon dos camundongos WT, como já relatado em dados anteriores. Nessa linhagem, 

foi observado que animais controles apresentam mucosa intestinal com arquitetura normal, com as 

criptas preservadas e sem infiltrado celular (Fig. 28A1); a infecção por S. venezuelensis, nematódeo 

que coloniza o intestino delgado do hospedeiro, não alterou significativamente a aparência normal da 

mucosa do colón (Fig. 28A2). Nos camundongos WT tratados com DSS, foi possível verificar muitas 

áreas de intensa infiltração de células inflamatórias na mucosa do colón distal, erosão do epitélio 

intestinal e deformação da arquitetura normal do tecido, com presença de abscessos nas criptas, e 

espessamento da camada muscular (Fig. 28A3). As alterações histopatológicas induzidas pelo 

tratamento com DSS no colón distal foram reduzidas nos camundongos WT do grupo Sv+DSS, sendo 

verificado menor infiltrado celular e poucas áreas de erosão do epitélio, preservando a arquitetura da 

mucosa intestinal na maior parte do tecido (Fig. 28A4). As alterações inflamatórias causadas pela 

ingestão de DSS na mucosa do cólon distal dos camundongos WT foram pontuadas, gerando um score 

microscópico de mediana 4,15 (IIQ 2,41-5,78) no grupo apenas tratado com DSS, a infecção pelo 

nematódeo reduziu significativamente esse score para 1,71 (IIQ 0,53-3,86) no grupo Sv+DSS 

(P<0,01) (Fig. 28B).  

Nos animais da linhagem ST2-/- o cólon dos animais controles ou somente infectados também 

apresentaram mucosa íntegra, criptas preservadas e sem infiltração de células (Fig. 28A5-6) o que 

gerou score microscópico próximo de 0 nesses dois grupos (Fig. 28B). Nessa linhagem, o tratamento 

com DSS também induziu inflamação no cólon de animais do grupo DSS, entretanto a arquitetura da 

mucosa não foi totalmente destruída (Fig. 28A7). O score microscópico nesse grupo, 2,16 (IIQ 1-

5,43), foi significativamente maior do que nos animais controles dessa linhagem; apesar disso, esse 

score foi menor nessa linhagem do que o observado em animais WT (Fig. 28B). Em camundongos da 

linhagem ST2-/-, a infecção por S. venezuelensis também foi capaz de reduzir o score microscópio no 

grupo Sv+DSS para 1,25 (IIQ 1-2,46), valor estatisticamente semelhante ao grupo controle, porém 

sem diferença estatística com o grupo DSS (Fig. 28B). Nesse grupo, cortes histológicas do cólon 

demonstrou menos infiltrado inflamatório e as criptas estavam preservadas na maior parte do tecido 

(Fig. 28A8). 

Camundongos IL-4-/- que não receberam tratamento com DSS, grupos Ctrl e Sv, também 

apresentaram arquitetura da mucosa do cólon íntegra (Fig. 28A9-10). O tratamento com DSS induziu 

uma inflamação moderada no cólon de animais do grupo DSS dessa linhagem, com pequeno infiltrado 
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celular e moderada área de destruição da arquitetura das vilosidades (Fig. 28A11). O cólon de 

camundongos deficientes em IL-4 que foram infectados e tratados apresentou melhora significativa 

das lesões, com preservação das criptas e pouco infiltrado inflamatório (Fig. 28A12). As alterações 

causadas pelo tratamento com DSS na mucosa dos camundongos IL-4-/- resultou em aumento 

significativo no score microscópico de 2,2 (IIQ 1,08-5,83); score foi significativamente menor 

comparado aos animais WT. Apesar da menor gravidade de RCU nos animais IL-4-/-, a infecção 

concomitante por S. venezuelensis reduziu significativamente o score microscópico para 0,79 (IIQ 

0,37-1,5) (Fig. 28B).  

Também foram feitas análises histopatológicas dos grupos experimentais e controle de animais 

∆dblGATA que receberam os mesmos procedimentos experimentais que os animais das outras 

linhagens. Nessa linhagem, a integridade da mucosa do cólon dos animais controles (Fig. 28 A13) e 

infectados (Fig. 28 A14) foram semelhantes, sendo possível observar criptas preservadas e ausência 

de infiltrado inflamatório. Nos animais ∆dblGATA, o tratamento com DSS também induziu infiltrado 

inflamatório, formação de abcessos e destruição das criptas da mucoso do cólon tanto de animais do 

grupo DSS (Fig. 28A15) como nos do grupo Sv+DSS (Fig. 28A16), que alterou significativamente o 

tecido gerando um score microscópico semelhante em ambos grupos, com mediana de 3,26 ( IIQ 0,4-

4,5) e 3,13 (IIQ 0,78-4,4) respectivamente (Fig. 28B). Também foi observado uma tendência de 

redução no score microscópico dos animais ∆dblGATA do grupo DSS em relação aos camundongos 

WT, porém sem diferença estatística (Fig. 28B).  

Para qualificar o tipo de infiltrado celular na mucosa do intestino grosso foi estimada a 

atividade de Mieloperoxidase (MPO), como medida indireta da infiltração/ativação de neutrófilos, 

respectivamente. Compatível com a ausência de inflamação, a atividade MPO no cólon dos 

camundongos dos grupos Ctrl e Sv de todas as linhagens foi baixa e sem diferença entre estes dois 

grupos. Os camundongos WT tratados com DSS apresentaram níveis significativamente maiores de 

MPO do que os grupos Ctrl, Sv e Sv-DSS. Nos animais ST2-/-, IL-4-/- e ∆dblGATA não houve diferença 

estatística nos níveis de MPO entre os grupos experimentais e o grupo Ctrl (Fig. 28C), sugerindo 

pouca infiltração de neutrófilos no cólon destes animais.  
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Figura 28. Efeito da infecção por S. venezuelensis na inflamação aguda induzida por DSS e infiltração celular de camundongos BALB/c 
selvagens (WT) ou deficientes para o receptor ST2 (ST2-/-) ou em IL-4 (IL-4-/-) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA).  
(A1-A16) Fotomicrografias de cortes histológicos da região distal do colón de camundongos BALB/c WT dos grupos Ctrl (A1), Sv (A2), DSS 
(A3) e Sv+DSS (A4) ou ST2-/- dos grupos Ctrl (A5), Sv (A6), DSS (A7) e Sv+DSS (A8) ou IL-4-/- dos grupos Ctrl (A9), Sv (A10), DSS (A11) 
e Sv+DSS (A12) ou ∆dblGATA dos grupos Ctrl (A13), Sv (A14), DSS (A15) e Sv+DSS (A16). (B) Score microscópico da inflamação do cólon; 
(C) estimativa de mieloperoxidase (MPO) no homogenato do cólon distal de camundongos de todos os grupos. As barras de escala nas 
fotomicrografias equivalem a 100 μm de tecido. Camundongos BALB/c WT ou ST2-/- ou IL-4-/- ou ∆dblGATA foram infectados 

subcutaneamente com 700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção foram tratados com 4% de DSS em água até o 12º dia de experimento. 
A eutanásia ocorreu no 12º dia de experimento e a porção distal do cólon foi processada e corada com H&E para avaliação do infiltrado 
inflamatório e o restante do cólon foi homogeneizado para quantificação da atividade de EPO e MPO.  Grupo Ctrl: camundongos não infectados 
e não tratados; grupo Sv: camundongos infectados e não tratados; grupo DSS: camundongos tratados com DSS e sem infecção; e grupo Sv+DSS: 
camundongos infectados e tratados. Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM) ou mediana com interquartile range para 
dados não paramétricos em B, n= 4-16 camundongos/grupo de 1 experimento (animais ST2-/-, IL-4-/- ou ∆dblGATA) ou 2 experimentos (WT). 

Dados foram analisados two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. Dados não paramétricos foram normalizados por log e analisados 
como normais. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo 
Ctrl da mesma linhagem; # P<0,05 na comparação com o grupo Sv da mesma linhagem; & P<0,05 na comparação com o grupo DSS da mesma 
linhagem; e Ø P<0,05 na comparação entre ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou ∆dblGATA e WT que receberam o mesmo tratamento.   
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6.5.4 Análise da produção de muco induzida  
 

A fim de verificar se a via IL-33/ST2, IL-4 e eosinófilos podem interferir na produção de muco 

em animais infectados e/ou tratados com DSS, cortes histológicos do cólon distal foram corados com 

PAS. Como visto anteriormente, animais BALB/c selvagens controles (Fig. 29A1) ou somente 

infectados por S. venezuelensis (Fig. 29A2) apresentaram mucosa íntegra e com presença de células 

caliciformes com produção normal de muco. O tratamento com DSS resultou em várias áreas com 

perda de células produtoras de mucinas nessa linhagem (Fig. 29A3), e a infecção por S. venezuelensis 

diminuiu a perda de células caliciformes em animais infectados e tratados (Fig. 29A4). Animais ST2-

/- controles e somente infectados apresentaram quantidade semelhante de células caliciformes no cólon 

distal (Fig. 29A5; A6 respectivamente), enquanto nos grupos de camundongos desta linhagem tratados 

com DSS a perda de células caliciformes produtoras de mucinas também ocorreu nas áreas onde houve 

destruição do epitélio (Fig. 29A7), e, assim como no processo inflamatório, a redução de células 

caliciformes provocada pelo tratamento com DSS foi menor em ST2-/- em relação aos camundongos 

WT. Nos animais ST2-/-, a infecção concomitante por S. venezuelensis preveniu a perda de células 

caliciformes (Fig. 29A8). Os grupos Ctrl e Sv de camundongos IL-4-/- também apresentaram mucosa 

íntegra com presença de células caliciformes produtoras de muco (Fig. 29A9; A10). Nessa linhagem, 

os animais do grupo DSS também tiveram perda de células caliciformes produtoras de muco (Fig. 

29A11) e novamente a infecção por S. venezuelensis também diminuiu essa perda no gupo Sv+DSS 

(Fig. 27A12). Diferentemente das outras linhagens, na linhagem ∆dblGATA, a infecção pelo o 

nematódeo não foi capaz de reduzir a perda de células produtoras de muco no cólon causada pelo 

tratamento por DSS em animais do grupo Sv+DSS (Fig. 29A16), sendo semelhante a perda de células 

caliciformes entre esse grupo e o grupo DSS (Fig. 29A15).  
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Figura 29. Efeito da infecção por S. venezuelensis e ou tratamento com DSS na produção de muco na mucosa do cólon distal de 
camundongos BALB/c selvagens ou deficientes para o receptor ST2 (ST2-/-), ou em IL-4 (IL-4-/-) ou na maturação de eosinófilos 
(∆dblGATA). 
(A1-A16) Fotomicrografias de cortes histológicos do cólon distal de camundongos BALB/c WT dos grupos Ctrl (A1), Sv (A2), DSS 
(A3) e Sv+DSS (A4) ou ST2-/- dos grupos Ctrl (A5), Sv (A6), DSS (A7) e Sv+DSS (A8) ou IL-4-/- dos grupos Ctrl (A9), Sv (A10), DSS 
(A11) e Sv+DSS (A12) ou ∆dblGATA dos grupos Ctrl (A13), Sv (A14), DSS (A15) e Sv+DSS (A16). As barras de escala nas 
fotomicrografias equivalem a 100 μm de tecido. Camundongos BALB/c WT ou ST2-/- ou IL-4-/- ou ∆dblGATA foram infectados 
subcutaneamente com 700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção foram tratados com 4% de DSS em água até o 12º dia de 
experimento. A eutanásia ocorreu no 12º dia de experimento e a porção distal do cólon foi processada e corada com Ácido Perióico de 
Schiff (PAS) para evidenciar células caliciformes repletas de muco (pontos púrpura-magenta). Grupo Ctrl: camundongos não infectados 
e não tratados; grupo Sv: camundongos infectados e não tratados; grupo DSS: camundongos tratados com DSS e sem infecção; e grupo 
Sv+DSS: camundongos infectados e tratados. A eutanásia ocorreu aos 12 dias do procedimento experimental. 
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6.5.5 Análise imunológica – quantificação de citocinas no homogenato do cólon e no 

sobrenadante de cultura de células do linfonodo mesentérico 

 
Para avaliar possíveis alterações na resposta imunológica induzida pelo tratamento com DSS 

e/ou infecção por S. venezuelensis em camundongos ST2-/-, IL-4-/-, ∆dblGATA em comparação aos 

WT, a concentração de citocinas e quimiocinas foi quantificada no homogenato de cólon e no 

sobrenadante de células do linfonodo mesentérico estimuladas com Con-A. Conforme já apresentado 

anteriormente na primeira parte desse trabalho e no artigo em anexo, durante o pico da inflamação e 

lesão intestinal, possivelmente devido ao uso intenso pelas células, a concentração de citocinas no 

cólon não foi muito elevada, sendo difícil detectar diferenças entre os grupos experimentais. 

Entretanto, vale ressaltar as diferenças entre linhagens observadas para as citocinas IL-33, IL-13 e IL-

10. 

Nos camundongos WT, a infecção por S. venezuelensis induziu aumento da concentração de 

IL-33 (Fig. 30A) no homogenato do cólon de camundongos WT; enquanto o tratamento com DSS 

aumentou significativamente a concentração de IL-13 (Fig. 30C) em relação aos animais do grupo 

Ctrl. De maneira interessante, a concentração de IL-10 (Fig. 30D) no cólon dos camundongos WT dos 

grupos Sv e Sv+DSS foi significativa maior do que nos camundongos somente tratados com DSS. 

Quando o mesmo procedimento experimental de tratamento com DSS e/ou infecção por S. 

venezuelensis foi realizado em camundongos ST2-/-, foi observado ausência de indução de IL-33 pela 

infecção por S. venezuelensis, sendo que a concentração de IL-33 no cólon dos camundongos ST2-/- 

foi semelhante em todos os grupos experimentais (Fig. 30A). Diferentemente dos WT, não houve 

diferença significativa nos níveis de IL-13 (Fig. 30B) e IL-10 (Fig. 30C) entre os grupos experimentais 

de camundongos ST2 -/-. Em camundongos IL-4-/-, não foram observadas diferenças significativas nos 

níveis de IL-33 (Fig. 30A) e IL-10 (Fig. 30C) no homogenato do cólon dos diferentes grupos 

experimentais. Diferentemente dos animais WT do grupo DSS, o cólon dos animais IL-4 -/- do grupo 

DSS não apresentaram níveis detectáveis de IL-13 (Fig. 30B).  

Da mesma forma que em camundongos WT, ST2-/- e IL-4-/-, foi mensurado os níveis de 

citocinas no homogenato do cólon dos camundongos ∆dblGATA tratados com DSS e/ou infectados e 

camundongos controles. Em camundongos ∆dblGATA, o tratamento com DSS levou ao aumento dos 

níveis de IL-33(Fig. 30A) no grupo DSS; no entanto, não houve diferença significativa nos níveis de 

IL-13 (Fig. 30B) e IL-10 (Fig. 30C) entre os grupos de animais deficientes na maturação de 

eosinófilos.  
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Figura 30. Efeito da infecção aguda por S. venezuelensis na concentração de citocinas Th-2 e regulatória no cólon de 
camundongos BALB/c selvagens ou deficientes em ST2 (ST2-/-) ou IL-4 (IL-4-/-) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA) 

tratados com DSS para indução de retocolite aguda.  
A concentração de IL-33 (A); IL-13 (B); e IL-10 (D) foi estimada por ELISA no homogenato de 100mg do cólon distal de camundongos 
de todos os grupos experimentais. Camundongos BALB/c WT ou ST2-/- ou IL-4-/- ou ∆dblGATA foram infectados subcutaneamente 

com 700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção foram tratados com 4% de DSS em água até o 12º dia de experimento, dia em 
que ocorreu a eutanásia de todos os camundongos. Grupo Ctrl: camundongos não infectados e não tratados; grupo Sv: camundongos 
infectados e não tratados; grupo DSS: camundongos tratados com DSS e sem infecção; e grupo Sv+DSS: camundongos infectados e 
tratados. A eutanásia ocorreu aos 12 dias do procedimento experimental. Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM) 
n= 4-15 camundongos/grupo de 1 experimento (animais ST2-/-, IL-4-/- ou ∆dblGATA) ou 2 experimentos (WT). Dados foram analisados 

two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos 
de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl da mesma linhagem; # P<0,05 na comparação com o grupo Sv da mesma linhagem; & 
P<0,05 na comparação com o grupo DSS da mesma linhagem; e Ø P<0,05 na comparação entre ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou 
∆dblGATA e WT que receberam o mesmo tratamento. 
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Devido ao intenso dano tecidual no cólon de camundongos tratados com DSS, a produção de 

citocinas também foi mensurada no sobrenadante de culturas de células do MLN estimuladas com 

Con-A obtidas de camundongos de todos os grupos experimentais nas diferentes linhagens. Como já 

havíamos constatado anteriormente, na primeira etapa, o tratamento com DSS induzem aumento de 

produção de IL-5 (Fig. 31C), IL-13 (Fig. 31D), IFN-γ (Fig. 32A), TNF-α (Fig. 32B) e IL-17 (Fig. 

32C) no sobrenadante de cultura dos animais WT, e a infecção prévia dos animais tratados resulta em 

redução de IFN-γ (Fig. 32A), TNF-α (Fig. 32B) e IL-17 (Fig. 32C) e aumento de IL-13 (30D) e IL-

10 (Fig. 30E). Nos camundongos WT, os níveis de IL-33 (Fig. 30A) e CXCL2 (Fig. 32D) no 

sobrenadante de cultura estimulados com Con-A foram não detectados ou baixos nos diferentes grupos 

experimentais e a concentração de IL-4 foi semelhante (Fig. 30B).  

Na ausência de ativação da via IL-33/ST2 houve alterações significativas na produção de 

citocinas da resposta imune do tipo 2 pelas células do MLN estimuladas por Con-A. Células do MLN 

de camundongos ST2-/- estimuladas não produziram níveis detectáveis de IL-13 (Fig. 31D) e IL-10 

(Fig. 31E) independente do grupo experimental, e os níveis de IL-5 não foram diferentes nos diferentes 

grupos experimentais (Fig. 31C). A produção de IL-4 (Fig.31B) dos diferentes grupos experimentais 

foi significativamente menor em camundongos ST2-/- que nos camundongos WT. Entretanto, células 

isoladas de camundongos somente infectados e de camundongos infectados e tratados desta linhagem 

produziram níveis significativamente maiores de IL-4 em relação aos animais controles ou somente 

tratados com DSS. Em contraste, o sobrenadante de cultura de MLN de camundongos ST2-/- 

estimulada com Con-A produziram concentrações mais elevadas de IL-33 (Fig. 31A) em comparação 

aos camundongos WT, e a concentração de IL-33 (Fig. 31A) no sobrenadante de camundongos ST2-

/- tratados com DSS foram significativamente maiores que dos animais infectados e infectados e 

tratados desta mesma linhagem. De maneira interessante, a ausência de ativação da via IL-33/ST2 

também resultou em modificação na produção de citocinas pró inflamatórias pelas células do MLN 

(Fig. 32); não foi detectado produção de IFN-γ (Fig. 32A) e os níveis de TNF-α (32B) foram baixos 

e semelhantes nos diferentes grupos experimentais, enquanto a produção de IL-17 (Fig. 32C) 

aumentou em comparação aos camundongos WT, mas sem diferença entre os grupos experimentais. 

Células do MLN de camundongos ST2-/- também tiveram produção significativamente maior da 

quimiocina CXCL2 em comparação aos camundongos WT (Fig. 32D); entretanto, na linhagem ST2-

/-, animais infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS tiveram níveis de CXCL2 

significativamente menores que os animais somente tratados (Fig. 32D). 

Como esperado, células do MLN de camundongos deficientes para IL-4 dos diferentes grupos 

experimentais não produziram IL-4, o que foi acompanhado pela ausência de IL-13 e IL-10 (Fig. 31D, 

E). Diferentemente de animais WT, células de animais deficientes para IL-4 infectados por S. 
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venezuelensis produziram níveis significativamente maiores de IL-33 comparado aos demais grupos 

(Fig. 31A), e não houve diferença significativa na produção de IL-5 entre os diferentes grupos dessa 

linhagem (Fig. 31C). Em relação as citocinas de perfil Th-1 e Th-17 (Fig. 32), não houve diferenças 

significativas nos níveis de IFN- (Fig. 32A), TNF- (Fig. 32B) e IL-17 (Fig. 32C) entre os grupos 

de animais deficientes para IL-4. Nessa linhagem, o nível de IL-17 (Fig. 32C) no grupo DSS foi menor 

em relação ao mesmo grupo de animais WT. Interessantemente, na ausência de IL-4, a infecção por 

S. venezuelensis levou ao aumento significativo de produção de CXCL2 (Fig. 32D) tanto no grupo Sv 

quanto Sv+DSS.  

Na linhagem ∆dblGATA, também foi observado ausência de produção de IL-10 (Fig. 31D) e 

IL-13 (Fig. 31C) por células do MLN estimuladas com Con-A; entretanto, nessa linhagem foi 

observado aumento na produção de IL-33 (Fig. 31A) em relação ao WT. Nos camundongos 

∆dblGATA, a infecção por S. venezuelensis e/ou tratamento com DSS levou à redução de IL-33 (Fig. 

31A) por células isoladas do MLN. Nessa linhagem, foram detectados níveis aumentados de IL-4 no 

grupo Sv e níveis menores de IL-5 nos grupos DSS e Sv+DSS (Fig. 31B, C). Em contraste com os 

animais WT, em animais deficientes na maturação de eosinófilos, o tratamento com DSS não levou 

ao aumento da produção de IFN- (Fig. 31A) e TNF- (Fig. 31B) por células do MLN; no entanto, 

todos os grupos dos animais ∆dblGATA apresentaram aumento na produção de IL-17 (Fig. 31C) e 

CXCL2 (Fig. 31D) em relação aos animais WT. Interessantemente, células do MLN do grupo Sv+DSS 

da linhagem ∆dblGATA produziram mais CXCL2 do que os demais grupos dessa linhagem (Fig. 

32D), enquanto não houve diferença significativa na produção de IFN-, TNF- e IL-17 entre os 

grupos (Fig. 32). 
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Ctrl Sv DSS Sv+DSS Figura 31. Concentração de citocinas Th-2 e 
regulatória no sobrenadante de cultura de linfonodo 
mesentérico (MLN) de camundongos BALB/c 
selvagens ou deficientes em ST2 (ST2-/-) ou IL-4 (IL-
4-/-) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA) 

tratados com DSS e/ou concomitantemente 
infectados com S. venezuelensis.  
A concentração de IL-33 (A); IL-4 (B); IL-13 (C); e IL-
10 (D) foi estimada por ELISA em amostras de 
sobrenadante de cultura de células do MLN, em meio 
RPMI completo acrescido de ConA (2µ/mL), de 
camundongos dos grupos experimentais. 
Camundongos BALB/c WT ou ST2-/- ou IL-4-/- ou 
∆dblGATA foram infectados subcutaneamente com 

700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção 
foram tratados com 4% de DSS em água até o 12º dia 
de experimento, dia em que ocorreu a eutanásia de 
todos os camundongos. Grupo Ctrl: camundongos não 
infectados e não tratados; grupo Sv: camundongos 
infectados e não tratados; grupo DSS: camundongos 
tratados com DSS e sem infecção; e grupo Sv+DSS: 
camundongos infectados e tratados. A eutanásia 
ocorreu aos 12 dias do procedimento experimental. 
Dados foram analisados two-way ANOVA seguido de 
Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são 
indicadas em cada gráfico com valores significativos de 
* P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl da mesma 
linhagem; # P<0,05 na comparação com o grupo Sv da 
mesma linhagem; & P<0,05 na comparação com o 
grupo DSS da mesma linhagem; e Ø P<0,05 na 
comparação entre ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou 
∆dblGATA e WT que receberam o mesmo tratamento. 
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Figura 32. Concentração de citocinas e quimiocina Th-1 e Th-17 no sobrenadante de cultura de linfonodo mesentérico (MLN) 
de camundongos BALB/c selvagens e deficientes em ST2 (ST2-/-) ou IL-4 (IL-4-/-) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA) 

tratados com DSS e/ou concomitantemente infectados com S. venezuelensis.  
A concentração de IL-33 (A); IL-4 (B); IL-13 (C); e IL-10 (D) foi estimada por ELISA em amostras de sobrenadante de cultura de 
células do MLN, em meio RPMI completo acrescido de ConA (2µ/mL), de camundongos de todos os grupos. Camundongos BALB/c 
WT ou ST2-/- ou IL-4-/- ou ∆dblGATA foram infectados subcutaneamente com 700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção 
foram tratados com 4% de DSS em água até o 12º dia de experimento, dia em que ocorreu a eutanásia de todos os camundongos. Ctrl: 
camundongos não infectados e não tratados; grupo Sv: camundongos infectados e não tratados; grupo DSS: camundongos tratados com 
DSS e sem infecção; e grupo Sv+DSS: camundongos infectados e tratados. A eutanásia ocorreu aos 12 dias do procedimento 
experimental. Dados foram analisados two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são indicadas em 
cada gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl da mesma linhagem; # P<0,05 na comparação 
com o grupo Sv da mesma linhagem; & P<0,05 na comparação com o grupo DSS da mesma linhagem; e Ø P<0,05 na comparação entre 
ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou ∆dblGATA e WT que receberam o mesmo tratamento.  
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6.5.6  Análise dos sinais clínicos durante a recuperação da RCU induzida por DSS 
 

 A partir do início do tratamento com DSS (5º dia de experimento), todos os grupos de todas 

as linhagens foram pesados a cada dois dias. Aos 12 (final do tratamento com DSS durante 7 dias), 

19 (1 semana após o término de tratamento com DSS) e 26 (2 semanas após o término de tratamento 

com DSS) dias de experimento os animais foram avaliados quanto a perda de peso, aparência geral, 

diarreia e sangramento retal, para obtenção do score clinico de RCU. Nos camundongos WT, o grupo 

apenas tratado teve perda significativa de peso durante o tratamento com DSS (5º ao 12º dia de 

experimento), e o peso original recuperado somente após 2º semana do fim do tratamento (Fig. 33A). 

Além da perda de peso, o grupo DSS apresentou outros sinais clínicos compatíveis com a RCU, 

gerando um score clínico de mediana 6 (IIQ3-14) ao final dos 7 dias consecutivos de tratamento com 

DSS (12º dia de experimento). Durante a recuperação da RCU induzida por DSS, o score clínico 

diminuiu para 1,5 (IIQ 1-13) 7 dias após o término do tratamento com DSS (19º dia de experimento), 

que representa uma lesão ainda significativamente maior em relação ao grupo Ctrl, sendo observado 

reversão completa da RCU somente 2 semanas após o final do tratamento (26º dia de experimento) , 

quando o score clínico de RCU dos animais apenas tratados com DSS [0 (IIQ 0-5)] foi semelhante 

aos animais controles [0 (IIQ 0-0)] (Fig. 33B). Camundongos BALB/c infectados por S. venezuelensis 

e tratados com DSS, além de apresentarem score clínico significativamente menor em relação ao 

grupo DSS aos 7 dias de tratamento com DSS (12º dia de experimento), momento em que o score 

clínico foi de mediana 2,5 (IIQ 1-4); os animais do grupo Sv+DSS também tiveram recuperação mais 

rápida da RCU, em relação ao grupo DSS, diminuindo seu score para 0 (IIQ 0-3), níveis semelhante 

ao do grupo Ctrl, aos 7 dias após o término do tratamento com DSS (19º dia de experimento) (Fig. 

33B).  

 A avaliação da recuperação da RCU induzida por DSS em camundongos ST2-/- demonstrou 

que o tratamento com DSS levou à perda de peso dos animais dos grupos DSS e Sv+DSS e somente 

na segunda semana após o término do tratamento esses animais pararam de perder peso (Fig. 33C). 

Em camundongos desta linhagem, o tratamento com DSS resultou em score clínico de RCU com 

mediana 5 (IIQ 3-10) no final de 7 dias consecutivos de tratamento com DSS (12º dia do procedimento 

experimental) e houve completa recuperação da RCU na primeira semana após o término do 

tratamento, reduzindo o score para 0 (IIQ 0-2) aos 19 e 26 dias de experimento (Fig. 33D). 

Confirmando os dados anteriores, a infecção por S. venezuelensis reduziu a gravidade da RCU em 

camundongos ST2-/- tratados com DSS, resultando em score clínico de 0,5 (IIQ 0-3) ao final do 

tratamento, valor estatisticamente semelhante ao grupo controle. Entretanto, diferentemente do 

observado nos animais WT, camundongos ST2-/- tratados com DSS e infectados tiveram agravamento 
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nos sinais clínicos de RCU mesmo depois do encerramento da ingestão de DSS, subindo o score para 

2,5 (IIQ 2-6) após 1 semana do término do tratamento (19º dia de experimento), e para 1,5 (IIQ 0-4), 

2 semanas após o término do tratamento (26º dia de experimento) (Fig. 33D).  

 O mesmo procedimento experimental de infecção por S. venezuelensis e tratamento com DSS 

seguido de descanso (água sem adição de DSS) foi feito com camundongos IL-4-/-. Nessa linhagem, 

nós observamos que o tratamento com DSS levou a leve perda de peso durante o tratamento com DSS, 

mas esses animais recuperaram o peso na segunda semana após o término do tratamento (Fig. 33E). 

Nessa linhagem, o tratamento com DSS levou ao desenvolvimento brando da RCU, em relação aos 

camundongos WT, gerando um score clínico de mediana 3,5 (IIQ 1-5) no final de 7 dias consecutivos 

de tratamento com DSS e houve completa recuperação da RCU na segunda semana após o término 

do tratamento, reduzindo o score para 0 (IIQ 0-2) aos 26 dias de experimento (Fig. 33F). Na ausência 

de IL-4, a infecção por S. venezuelensis agravou a perda de peso induzido por DSS; porém na segunda 

semana, em que o DSS não estava mais sendo ofertado, o grupo de animais infectados e tratados 

também apresentaram recuperação do peso (Fig. 33E). Apesar dessa intensa perda de peso, os animais 

IL-4-/- do grupo Sv+DSS não apresentaram agravamento dos outros sinais clínicos da RCU, como 

diarreia, sangramento retal ou mudança na aparência geral, sendo o seu score clínico [4 (IIQ 1-6)] 

semelhante ao grupo DSS. Animais IL-4-/- infectados e tratados também apresentaram recuperação 

total da RCU na segunda semana de recuperação, momento em que houve diminuição do score para 

0 (IIQ 0-0) aos 26 dias de experimento (Fig. 33F). 

 A recuperação da RCU também foi avaliada em animais ∆dblGATA. O tratamento com DSS 

não causou perda significativa de peso nessa linhagem. Animais que foram infectados por S. 

venezuelensis e foram tratados com DSS tiveram ganho significativo de peso a partir da 1º semana 

após o término do tratamento com DSS (Fig. 33G). Nessa linhagem, como visto anteriormente, sinais 

clínicos da RCU causada pelo tratamento com DSS foram menos intensos em relação aos animais 

WT; gerando um score de 2 (IIQ0-5) aos 12 dias de experimento. Como já relatado, em animais 

deficientes na maturação de eosinófilos, a infecção pelo nematódeo não foi capaz de reduzir o score 

clínico causado pelo tratamento com DSS sendo o score do Sv+DSS 4 (IIQ 2-7) aos 12 dias de 

experimento (7º dia de tratamento com DSS). Após o término do tratamento com DSS, os animais 

∆dblGATA apresentaram recuperação total da RCU, sendo o score clínico dos grupos DSS e Sv+DSS 

semelhante aos animais controles aos 19º e 26º dias de experimento (Fig. 33H).  
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Figura 33. Alterações clínicas induzidas pelo tratamento com DSS em camundongos BALB/c selvagens (WT) ou deficientes para o 
receptor ST2 (ST2-/-) ou em IL-4 (IL-4-/-) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA) infectados ou não por S. venezuelensis.  
(A) Delineamento experimental. (B-H) Porcentagem de alteração de peso corporal dos animais WT (B), ST2-/- (D), IL-4-/- (F) e ∆dblGATA (H) 

no decorrer do tratamento com DSS. (C-I) Score clínico da retocolite ulcerativa induzida pelo tratamento com DSS aos 12, 19 e 26 dias de 
experimento em animais WT (C), ST2-/- (E), IL-4-/- (G) e ∆dbl GATA (I). Conforme em A, camundongos BALB/c WT ou ST-/- ou IL-4-/- ou 
∆dblGATA foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis (700L3/camundongo) no dia 0 do procedimento experimental, receberam 
DSS a 4% em água ad libitum entre os dias 5-12 de experimento, após esse período receberam água sem adição de DSS, para recuperação da 
RCU, entre os dias 12-26 de experimento. Grupos: Ctrl (infectados/não tratados), DSS (não infectados/tratados) e Sv+DSS (infectados e 
tratados). Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM) ou mediana com interquartile range para dados não paramétricos em E. 
n= 6-10 camundongos/grupo. Dados foram analisados two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são 
indicadas em cada gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl da mesma linhagem; & P<0,05 na 
comparação com o grupo DSS da mesma linhagem; e Ø P<0,05 na comparação entre ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou ∆dblGATA e WT que 
receberam o mesmo tratamento.  
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6.5.7 Análise histopatológica após recuperação da retocolite aguda induzida por DSS em 

camundongos infectados por S. venezuelensis 

 

 Uma vez que nossos dados anteriores mostraram que o tratamento com DSS por 7 dias 

consecutivos levou ao encurtamento do cólon, tanto em animais WT quanto ST2-/- e ∆dblGATA, o 

comprimento do cólon dos animais de todos os grupos duas semanas após o término do tratamento 

com DSS. Não foram observadas diferenças significativas nas medidas do intestino grosso entre todos 

os grupos das linhagens WT, ST2-/-, IL-4-/- e ∆dblGATA aos 26 dias de experimento (Fig.32A).  

 Aos 26 dias de experimento, também foram analisadas as alterações histopatológicas no cólon 

distal, essas alterações foram pontuadas gerando um score clínico de acordo com a tabela 3. Nesse 

período, animais WT não infectados que receberam DSS 4% em água ainda apresentaram áreas com 

infiltração celular e formação de abcessos (Fig. 34B2), gerando um score clínico de mediana 2,65 

(IIQ 0,83-5,7), significativamente maior em relação aos animais controles (Fig. 34C). Animais 

infectados por S. venezuelensis e tratados dessa linhagem apresentaram mucosa do cólon com pouco 

infiltrado celular (Fig. 34B3) diminuindo significativamente o score microscópico em relação ao 

grupo DSS (Fig. 34C). O cólon de animais ST2-/- do grupo DSS apresentou poucas áreas com 

infiltrado inflamatório com formação de abcessos (Fig. 34B5) capaz de aumentar significativamente 

o score microscópico para 1,55 (IIQ 0,4-2,75); entretanto esse score foi significativamente menor em 

relação ao observado em camundongos WT. Animais ST2-/- infectados e tratados com DSS também 

apresentaram leve infiltrado inflamatório na mucosa do cólon distal (Fig. 34B6) que gerou um score, 

1 (IIQ 0,7-2,1), que foi semelhante ao grupo controle (Fig. 34C). Já nas linhagens IL-4-/- e ∆dblGATA, 

o cólon dos animais que receberam DSS, grupos DSS e Sv+DSS, aos 26 dias de experimento 

apresentou pouco infiltrado celular e dano na mucosa (Fig. 34B8-9; 11-12) gerando baixos score 

microscópico, os quais foram semelhantes aos animais controles (Fig. 34C).  
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Figura 34. Aspectos histopatológicos do colón de camundongos BALB/c selvagens ou deficientes para o receptor ST2 (ST2-/-), 
ou em IL-4 (IL-4-/-) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA) tratados com DSS e/ou infectados com S. venezuelensis após 
recuperação da retocolite.  
(A) Comprimento do cólon (cm) de todos os animais experimentais aos 26 dias de experimento. (B) Fotomicrografias de cortes 
histológicos da região distal do colón de camundongos BALB/c WT dos grupos Ctrl (B1), DSS (B2) e Sv+DSS (B3) ou ST2-/- dos 
grupos Ctrl (B4), DSS (B5) e Sv+DSS (B6) ou IL-4-/- dos grupos Ctrl (B7), DSS (B8) e Sv+DSS (B9) ou ∆dblGATA dos grupos Ctrl 
(B10), DSS (B11) e Sv+DSS (B12) aos 26 dias de experimento. (C) Score microscópico da inflamação do colón nos grupos 
experimentais. As barras de escala nas fotomicrografias equivalem a 100 μm de tecido. De acordo com A, os camundongos foram 
infectados com 700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção foram tratados com 4% de DSS em água até o 12º dia de 
experimento, quando voltaram a receber água sem adição de DSS até 26º dia de experimento. A eutanásia ocorreu no 26º dia de 
experimento e após o cólon ser medido com uma régua milimétrica a sua porção distal foi processada e corada com H&E para avaliação 
da inflamação. Grupos: Ctrl (não infectado/não tratado), DSS (não infectado/tratado), Sv+DSS (infectado/tratado). Os dados são 
apresentados como média ± erro padrão (SEM) em A ou mediana com interquartile range para dados não paramétricos em B. n= 5-7 
camundongos/grupo. Dados foram analisados two-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são 
indicadas em cada gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl da mesma linhagem; & P<0,05 na 
comparação com o grupo DSS da mesma linhagem; e Ø P<0,05 na comparação entre ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou ∆dblGATA e 
WT que receberam o mesmo tratamento. 
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6.5.8 Avaliação da relação de atividade de arginase e óxido nítrico 
 

A produção das enzimas iNOs e Arg1 são reguladas pela produção de citocinas do tipo 1 ou 

tipo-2, respectivamente, e atuam na degradação de L-arginina, o substrato comum de ambas enzimas, 

gerando óxido nítrico ou ureia (Hesse et al., 2001). Para avaliar se o tratamento com DSS e/ou infecção 

por S. venezuelensis afetam a polarização das células do lavado peritoneal de camundongos WT, ST2-

/-, IL4-/- e ∆dblGATA, essas células foram estimuladas com Con-A e o sobrenadante de cultura 

utilizado para mensurar a produção de óxido nítrico (na forma estável de nitrito) e a atividade de Arg1.  

Camundongos BALB/c WT infectados e tratados com DSS apresentaram níveis 

estatisticamente superiores de atividade de arginase (Fig. 35A), bem como da relação arginase/óxido 

nítrico (Fig. 35C), comparado aos animais controles e apenas tratados com DSS. Entretanto, não 

houve diferença significativa nos níveis de óxido nítrico entre os grupos de camundongos WT (Fig. 

35B). Diferentemente dos animais WT, não houve aumento da atividade arginase (Fig. 35A) e da 

relação de arginase/óxido nítrico (Fig. 35C) nos animais infectados e tratados das linhagens ST2-/-, 

IL4-/- e ∆dblGATA. Também não houve diferença significativa nos níveis de óxido nítrico entre os 

grupos de camundongos ST2-/-, IL4-/- e ∆dblGATA (Fig. 35B). 
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Figura 35. Quantificação da atividade de arginase e óxido nítrico no sobrenadante de células isoladas do lavado peritoneal 
BALB/c selvagens ou deficientes para o receptor ST2 (ST2-/-), ou em IL-4 (IL-4-/-) ou na maturação de eosinófilos (∆dblGATA) 

tratados com DSS e/ou infectados com S. venezuelensis.  
Níveis de ureia (A) e nitrito (B) foram mensurados no sobrenadantes de cultura de células do lavado peritoneal de camundongos BALB/c 
WT, ST2-/-, IL-4-/- e ∆dbl GATA dos grupos experimentais aos 26 dias de experimento. Foi feita a razão entre os níveis de ureia e nitrito 

(C). Grupo Ctrl: não infectados e não tratados; Grupo DSS: Camundongos sem infecção, que foram tratados com 4% de DSS em água 
entre o 50 e 120 dias do procedimento experimental e que voltaram a receber água sem adição de DSS aos 12 dias de experimento até 
aos 26 dias; Grupo Sv+DSS: Camundongos infectados com 700 L3 de S. venezuelensis e após 5 dias da infecção foram tratados com 
4% de DSS em água até o 12º dia de experimento e que voltaram a receber água sem adição de DSS aos 12 dias de experimento até aos 
26 dias. Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM). n= 5-7 camundongos/grupo. Dados foram analisados two-way 
ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de * 
P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl da mesma linhagem; & P<0,05 na comparação com o grupo DSS da mesma linhagem; e Ø 
P<0,05 na comparação entre ST2-/- e WT; ou IL-4-/- e WT; ou ∆dblGATA -/- e WT que receberam o mesmo tratamento. 
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6.5.9 Efeito do extrato bruto de verme adulto de S. venezuelensis em macrófagos humanos 

estimulados com LPS 

 

Células THP1 (linha celular de monócitos humanos) cultivadas na presença de LPS aumentam 

significativamente a produção de TNF- em relação as células incubadas sem adição de LPS. Extrato 

solúvel de verme adulto de S. venezuelensis (SvE) foi capaz de suprimir a produção de TNF- quando 

os macrófagos foram incubados com 100ng/mL de LPS, de forma dose dependente na concentração 

de 1 e 10µg/mL de SvE (Fig. 36). A adição de 100µg/mL SvE em culturas de THP1 estimuladas com 

LPS não resultou em redução significativa da produção de TNF- em relação as culturas somente 

estimuladas com LPS; entretanto, vale ressaltar que a produção de TNF- também não foi 

estatisticamente diferente dos níveis encontradas nas culturas controles sem estimulação com LPS. 

 

  

 
Figura 36. Produção de TNF- por macrófagos humanos (THP-1) estimulados com LPS e/ou SvE em diferentes concentrações. 
2,5X105 células THP-1 foram incubadas a 37ºC/CO2 5%, com 100ng/mL de LPS e/ou extrato solúvel de verme adulto de S. 
venezuelensis (SvE) nas concentrações de 1, 10 ou 100 µg/mL. Macrófagos incubados sem estímulos formaram o grupo controle (Ctrl), 
após 24 horas o sobrenadante foi coletado e os níveis de TNF- foram mensurados por ELISA. Os dados são apresentados como média 
± erro padrão (SEM). n= 6 de 3 experimentos. Dados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. 
As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl; # 
P<0,05 na comparação com SvE, e & P<0,05 na comparação com o grupo LPS. 
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 A estimulação de culturas de células THP1 com LPS também foi capaz de induzir o aumento 

da produção de IL-6 (Fig. 37A), IL-1β (Fig. 37B) e IL-10 (Fig. 37C) por células THP-1. Neste caso, 

a adição de 10µg/mL de SvE aos cultivos estimulados com LPS também resultou em redução 

significativa da produção de IL-1 (Fig. 37B) em relação as células do que as células incubadas apenas 

com LPS, mas não houve diferença significativa na produção de IL-6 (Fig. 37A) e IL-10 (Fig. 37C). 

Células THP 1 cultivadas na ausência de estímulo com LPS ou estimuladas somente com 10µg/mL 

de SvE não produziram IL-6, IL-1 e células THP1 estimuladas somente com SvE produziram níveis 

baixos de IL-10 (Fig. 37C). 

 

 

 
Figura 37. Produção de citocinas por macrófagos humanos (THP-1) estimulados com LPS e/ou SvE. 
2,5X105 células THP-1 foram incubadas com 100ng/mL de LPS e/ou 10µg/mL extrato solúvel de verme adulto de S. venezuelensis 
(SvE). Macrófagos incubados sem estímulos formaram o grupo controle (Ctrl), após 24 horas o sobrenadante foi coletado e os níveis de 
IL-6 (A), IL-1 (B) e IL-10 (C) foram mensurados por ELISA. Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM). n= 6 de 
3 experimentos. Dados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são 
indicadas em cada gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl; # P<0,05 na comparação com SvE, 
e & P<0,05 na comparação com o grupo LPS.   
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Para verificar se a redução da produção de citocinas pró inflamatórias por cultivos celulares 

estimulados por LPS e SvE poderia estar associado a um efeito tóxico do antígeno do parasito para as 

células THP-1, o número de células viáveis foi estimado após 24 horas de estimulação. Conforme 

observado na figura 38A, o número de células viáveis nos tratamentos sem estímulo ou estimuladas 

com SvE [10µg/mL] e/ou LPS [100ng/mL] foi estatisticamente semelhante. Também foi verificado 

que não houve diferença significativa na concentração de TNF- incubado na ausência ou presença 

de SvE, indicando que o antígeno não degrada esta citocina (Fig. 38B).  

 

 
Figura 38. Número de macrófagos humanos (THP-1) viáveis e concentração de TNF-.  
2,5X105 células THP-1 foram incubadas com 100ng/mL de LPS e/ou 10µg/mL de extrato solúvel de verme adulto de S. venezuelensis 
(SvE). Macrófagos incubados sem estímulos formaram o grupo controle (Ctrl), após 24 horas o número de células viáveis foi estimado 
(A). TNF- foi incubado na presença ou ausência de 10µg/mL de SvE e após 1 hora a concentração de TNF- foi mensurada por ELISA 
(B). Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM). n= 6 de 3 experimentos. Dados foram analisados utilizando one-way 
ANOVA seguido de Tukey como pós-teste.  
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 Como esperado, macrófagos incubados com LPS na presença de U0126 (inibidor de 

Erk/MAPK) e U0126 com SvE produziram menos TNF- comparados aos incubados somente com 

LPS (Fig. 39A). Ao avaliar membrana de immunoblotting, todos os grupos apresentaram níveis 

semelhantes de Erk não fosforilado, entretanto a ativação de Erk foi aumentada em macrófagos 

incubados somente com LPS e reduzida nos grupos SvE, LPS+U0126, LPS+SvE, LPS+SvE+U0126 

(Fig. 39B), indicando que o antígeno de S. venezuelensis possa participar na inibição da ativação de 

Erk.  

 
Figura 39. Atividade de ErK em macrófagos humanos THP-1 desafiados por LPS e/ou SvE.  
 (A) TNF- foi mensurado no sobrenadante de cultura de THP-1 (2,5X105 células/mL) após 24 horas. (B) Immunoblotting de THP-1 
incubadas por 30 min 37ºC/CO2 5% com RPMI sem soro. Ctrl = macrófagos sem estímulo; SvE = macrófagos estimulados com 
10µg/mL de extrato de verme adulto de S. venezuelensis (SvE); LPS = macrófagos estimulados com 10ng/ml de LPS; LPS+U0126 = 
macrófagos estimulados com 10ng/ml de LPS e 10 µM de U0126; LPS+SvE = macrófagos estimulados com 10ng/ml de LPS e 10µg/mL 
de SvE; e LPS+SvE+U0126 = macrófagos estimulados com 10ng/ml de LPS e 10µg/mL de SvE e 10 µM de U0126. Os dados são 
apresentados como média ± erro padrão (SEM) em A. n= 4 de 2 experimentos em A e n= 2 representativo de 2 experimentos em B. 
Dados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido de Tukey como pós-teste. As diferenças estatísticas são indicadas em 
cada gráfico com valores significativos de * P<0,05 na comparação com o grupo Ctrl; # P<0,05 na comparação com SvE, e & P<0,05 
na comparação com o grupo LPS. 
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7 DISCUSSÃO  
 
7.1 Alterações histopatológicas e imunológicas causadas pela infecção 

concomitante por S. venezuelensis na modulação da retocolite ulcerativa 

aguda induzida por DSS 

 

Embora a terapia com helmintos tenha sido investigada como uma maneira natural de inibir 

doenças inflamatórias (Anthony et al., 2007), as evidências acumuladas até o momento são 

insuficientes para determinar sua segurança e eficácia para DII (Varyani et al., 2017). Estudos clínicos 

mostram que a ingestão de ovos de T. suis reduziu os sinais de DII grave em um grupo de pacientes 

(Summers et al., 2005; Garg et al., 2014), mas o tratamento com helmintos induziu efeitos adversos e 

a melhora clínica não foi observada em todos os casos (Garg et al., 2014). Além disso, modelos 

experimentais sugerem que o efeito modulador da infecção por helmintos na DII varia dependendo da 

espécie de helmintos, da cronicidade da doença e do habitat do helminto (Varyani et al., 2017; Whelan 

et al., 2012), justificando, assim, a necessidade de mais estudos. Aqui investigamos papel da infecção 

duodenal por S. venezuelensis na gravidade da retocolite ulcerativa (RCU) induzida por DSS em 

camundongos. Nossos dados demonstraram que a infecção aguda e concomitante por S. venezuelensis 

modula a gravidade da RCU induzida por DSS em camundongos, mas o tratamento com DSS não 

alterou a carga parasitária e a eliminação de vermes. 

Conforme apresentado, a infecção concomitante de S. venezuelensis preveniu o encurtamento 

do cólon e reduziu o sangramento retal e a diarreia causada pela ingestão de DSS em camundongos. 

O efeito atenuador da infecção por S. venezuelensis na evolução da RCU também foi observado 

microscopicamente. A análise histopatológica do cólon de camundongos tratados com DSS e 

infectados mostrou áreas de infiltração de células inflamatórias e lesão tecidual mais leves em 

comparação com animais não infectados e tratados com DSS.  

Um efeito modulador da RCU induzida por DSS também foi relatado em camundongos 

cronicamente infectados com S. mansoni (Smith et al., 2007; Bodammer et al., 2011) e Trichinella 

spiralis (Cho et al., 2012). Nestas infecções helmínticas, o hospedeiro foi previamente infectado por 

4 a 8 semanas antes de iniciar a exposição ao DSS, momento em que essas infecções haviam 

cronificado. No entanto, nossos dados indicam que o efeito modulatório da infecção por helmintos na 

RCU induzida por DSS nem sempre depende de infecção crônica, uma vez que a infecção primária 

aguda por S. venezuelensis também atenua a morbidade causada pelo tratamento com DSS. Resultados 

semelhantes também foram observados em camundongos BALB/c expostos ao DSS durante a fase 

aguda da infecção por H. polygyrus (Donskow-Łysoniewska, 2012). Além de ter sido observado o 
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papel de infecções helmínticas na redução da gravidade da RCU induzida por DSS, também foi visto 

que o tratamento com antígenos ES excretados/secretados derivados de A. ceylanicum (Cançado et 

al., 2011), ES de T. spiralis (Yang et al., 2014) ou proteína recombinante de cistatina de Brugia malayi 

(Khatri et al., 2015) e A. lumbricoides (Coronado et al., 2017) também foi capaz de diminuir a 

gravidade da RCU induzida por DSS em camundongos BALB/c e C57BL/6 por diferentes 

mecanismos modulatórios. O papel de outros helmintos no tratamento e/ou prevenção da RCU 

também foi relatado em outros modelos experimentais de RCU, como induzida por DNBS / TNBS 

(Khan et al., 2002; Ruyssers et al., 2009; Motomura et al., 2009; Du et al., 2011). 

A resposta imune relatada na RCU induzida por DSS em camundongos BALB/c tem muitas 

semelhanças com DII humana, particularmente RCU (Jurjus et al., 2004; Yang et al., 2017), uma vez 

que os pacientes com RCU mostram uma estimulação significativa de IL-5 e IL-13, que pode ter um 

papel nessa doença (Fuss et al., 2004; Fuss & Strober, 2008). Outros estudos identificaram que uma 

subpopulação de células T natural killer (NKT) na lâmina própria do cólon de pacientes com RCU é 

a principal fonte de IL-13 e que esta subpopulação de células NKT tem um efeito citotóxico sobre a 

HT-29 (linhagem celular epitelial), sugerindo um papel importante dessas células na lesão do cólon 

desses pacientes (Fuss et al., 2004; Fuss & Strober, 2008). Ainda nesse sentido, a neutralização do 

receptor de IL-13, IL-13Rα2, amenizou a inflamação do cólon causada pela ingestão de DSS em 

camundongos BALB/C (Karmele et al., 2019). Por outro lado, IL-13 proveniente de células Th-2 ou 

ILC2 estimula a expansão de células caliciformes e células epiteliais induzindo assim a reparação do 

epitélio intestinal durante infecções helmínticas (Revisto por Yasuda & Nakanishi, 2018). Em 

contraste com o observado na RCU induzida por DSS, a RCU experimental induzida por 

DNBS/TNBS e pacientes com doença de Chron exibem um processo inflamatório mediado 

principalmente pela resposta imune Th1/Th17 (Khan et al., 2002; Strober & Fuss, 2011; Whelan et 

al., 2012). Além disso, na RCU induzida por TNBS, a IL-33 desempenha um papel protetor na 

gravidade da doença que está associada a níveis aumentados de citocinas Th-2 e Treg e a uma 

diminuição da resposta Th-1(Duan et al., 2012). Portanto, os mecanismos modulatórios induzidos 

pela infecção por helmintos na RCU induzida por DSS ou TNBS são provavelmente diferentes. 

O intenso processo inflamatório observado no cólon de camundongos expostos ao DSS foi 

associado com níveis aumentados da produção de TNF-α, IL-13 e IL-17 por culturas de células 

isoladas do MLN e estimuladas por Con-A. Estes dados confirmam que o tratamento com DSS em 

camundongos BALB/c fêmeas resulta em uma resposta imunológica mista de perfil Th1/Th2/Th17. 

A estimulação da resposta imune do tipo 2 na RCU induzida por DSS foi relatada anteriormente 

(Okamura et al., 2014; Yang et al., 2017) e confirmada por Zhu et al. (2017), que demonstraram que 
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o tratamento com IL-33 agrava a RCU aguda induzida por DSS em camundongos C57BL/6, seguida 

por níveis aumentados de citocinas Th-2.  

A produção de citocinas e/ou quimiocinas induzidas pelo tratamento com DSS tem sido 

associada à infiltração celular no cólon (Cançado et al., 2011; Whelan et al., 2012; Yang et al., 2017). 

De fato, nossos dados revelaram intensa infiltração celular no cólon de animais tratados com DSS e 

significativo aumento das atividades enzimáticas de EPO e MPO em homogeneizados teciduais, que 

indiretamente se relacionam com a infiltração/ativação de eosinófilos e neutrófilos, respectivamente. 

A presença de grande número de granulócitos no cólon de camundongos BALB/c expostos ao DSS 

também foi confirmada por análise histopatológica. 

Em contraste com o intenso processo inflamatório detectado no cólon de camundongos 

expostos ao DSS, camundongos infectados com S. venezuelensis apresentaram aumento de citocinas 

do tipo 2 e regulatória no sobrenadante de culturas de células do MLN estimuladas com Con-A, que 

resultaram em baixa inflamação do cólon após 12 dias de infecção. A indução de uma resposta do tipo 

2 transitória no intestino de animais infectados com nematódeos, especialmente na porção ocupada 

pelos vermes, tem sido muito bem relatada na literatura [revisada por Anthony et al., 2007], incluindo 

dados sobre camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados por S. venezuelensis (Negrão-Corrêa et al., 

2006). A infecção pelo nematódeo concomitante à exposição ao DSS resultou em uma redução 

significativa de IFN-γ, TNF-α, e IL-17 no sobrenadante de culturas de MLN estimuladas por ConA 

em comparação com o nível de citocinas obtido a partir de camundongos expostos ao DSS não 

infectados. Além disso, camundongos infectados e expostos ao DSS apresentaram aumento da 

produção de IL-10 e IL-13 em culturas de células de MLN estimuladas com Com-A. Uma vez que 

camundongos C57BL/6 geneticamente modificados para superexpressar IL-10 desenvolvem RCU 

(induzida por DSS) mais branda (Cardoso et al., 2018), é possível que o efeito modulador da infecção 

aguda por S. venezuelensis na RCU induzida por DSS possa estar associado à estimulação da produção 

de IL-10 e ao consequente balanço de citocinas pró-inflamatórias versus regulatórias detectadas em 

camundongos infectados e tratados com DSS. Nesse sentido, Wilson e colaboradores (2011) 

revelaram que o bloqueio da atividade da IL-10 em camundongos infectados com S. mansoni e 

tratados com praziquantel, apresentaram aumento da resposta Th1, Th2, Th17, IgG1, IgG2b e IgE 

específicos, e eosinófilos circulantes levando a uma redução significativa da carga parasitária durante 

a reinfecção. Além disso, camundongos BALB/c geneticamente deficientes para IL-10 e infectados 

com citomegalovírus mostraram intensa infiltração de neutrófilos no cérebro e patologia severa 

(Mutnal et al., 2010).  

Estudos prévios também indicaram que o efeito protetor de infecções crônicas por helmintos 

ou tratamento com antígenos derivados de helmintos na severidade da RCU induzida por DSS foi 
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acompanhada por uma diminuição da estimulação de citocinas pró-inflamatórias, especialmente 

Th1/Th-17, e uma produção aumentada de citocinas T-reg (Cançado et al., 2011; Yang et al., 2014; 

Coronado et al., 2017). No presente estudo, nós demonstramos que infecção por S. venezuelensis 

mesmo sendo aguda foi capaz de aumentar a produção de IL-10, que por sua vez, pode participar na 

modulação da RCU induzida por DSS. 

A modulação de citocinas pró-inflamatórias em camundongos infectados com S. venezuelensis 

expostos ao DSS pode explicar a menor infiltração de granulócitos no tecido do cólon, menor 

concentração de CCL11, uma quimiocina envolvida no recrutamento de eosinófilos (Kitaura et al., 

1996; Deruaz et al., 2008) e atividades reduzidas de MPO e EPO nos homogenatos de cólon. Também 

foi detectada redução significativa nas atividades de EPO e/ou MPO no cólon de camundongos 

C57BL/6 ou BALB/c expostos ao DSS e inoculados com antígenos de A. caninum (Ruyssers et al., 

2009), A. ceylanicum (Cançado et al., 2011), T. spiralis (Yang et al., 2014) e cistatina recombinante 

de A. lumbricoides (Coronado et al., 2017), o que foi acompanhado de aumento de IL-10 e/ou TGF-

. Foi demonstrada também uma associação positiva entre a infiltração de eosinófilos e neutrófilos e 

a gravidade da RCU em pacientes com DII humana ou em camundongos tratados com DSS. Pacientes 

com RCU apresentaram alta atividade da EPO no fluido de perfusão colorretal (Carlson et al., 1999) 

e um elevado número de eosinófilos no sangue periférico (Coppi et al., 2007). No modelo murino, a 

ingestão de DSS em camundongos com deficiência de eotaxina resultou em menor infiltração de 

eosinófilos no cólon e uma RCU mais branda em comparação com camundongos do tipo selvagem 

(Forbes et al., 2004). A importância dos eosinófilos na RCU induzida por DSS foi confirmada em 

camundongos ΔdblGATA, um modelo de camundongo com maturação comprometida de 

eosinofílicos, que também desenvolveu RCU mais leve (Vieira et al., 2009). Semelhante à atividade 

da EPO, a infiltração de neutrófilos e a atividade de MPO também são marcadores da gravidade da 

doença na DII humana e na indução da RCU pela ingestão de DSS (Alex et al., 2009; Hansberry et 

al., 2017). 

 

 

7.2 Necessidade da infecção ativa por S. venezuelensis para modulação da 

retocolite aguda induzida por DSS 

 

Após confirmar a possibilidade da infecção ativa por S. venezuelensis modular a RCU 

experimental induzida por DSS em camundongos, nosso interesse foi verificar se infecções prévias 
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ou imunizações com antígenos do parasito poderiam promover a modulação da RCU. Os resultados 

mostraram que camundongos infectados por S. venezuelensis e curados antes da exposição ao DSS 

apresentaram gravidade clínica da RCU, bem como inflamação no epitélio do cólon distal e depleção 

de células caliciformes semelhante aos animais não infectados e expostos ao DSS. A inflamação 

tecidual em ambos grupos expostos ao DSS foi acompanhada de aumento nos níveis de EPO e MPO, 

que apresentam papel importante na gravidade da RCU aguda induzida por DSS e TNBS (Forbes et 

al., 2004; Alex et al., 2009), sugerindo aumento de infiltração/ativação de eosinófilos e neutrófilos 

respectivamente. Sendo assim, a infecção por S. venezuelensis quando não está mais ativa não foi 

capaz de prevenir a inflamação intestinal induzida por DSS em camundongos BALB/c previamente 

infectados e naturalmente curados.  

Esses resultados sugerem que é necessária uma infecção ativa para que S. venezuelensis seja capaz 

de reduzir a gravidade da RCU induzida por DSS.  Nossos achados corroboram os resultados 

anteriormente publicados utilizando a infecção por H. diminuta para modular a gravidade da RCU 

induzida por DNBS em camundongos BALB/c. Inicialmente, Hunter et al. (2005) mostraram que a 

infecção ativa por H. diminuta reduziu a gravidade da RCU de camundongos tratados com DNBS. 

Entretanto, quando a indução da RCU ocorreu 28 dias após a infecção por H. diminuta, momento em 

que os vermes já haviam sido eliminados (Isaak et al., 1975), a gravidade da RCU não foi alterada 

(Arai et al., 2018), sugerindo a necessidade da infecção ativa para que H. diminuta amenize a 

gravidade da RCU induzida por DNBS.  

Além disso, animais que foram previamente infectados e após a cura natural da infecção 

receberam antígenos de larvas infectantes de S. venezuelensis (L3) durante a exposição ao DSS 

perderam mais peso e tiveram ligeiro aumento na intensidade dos sinais clínicos da RCU em relação 

aos animais apenas expostos ao DSS. Esses dados precisam ser considerados na avaliação do uso de 

antígenos helmínticos no tratamento de pacientes com DII, pois o histórico de infecções passadas do 

indivíduo, bem como o perfil de resposta imunológica do paciente, pode interferir no resultado do 

tratamento. Diferentemente dos nossos dados, Arai e colaboradores (2018) relataram que 

camundongos infectados por H. diminuta, mas sem infecção ativa, que foram inoculados com 

antígenos desse verme, concomitantemente com a injeção de DNBS, apresentaram RCU mais branda 

em relação aos animais que somente receberam DNBS. Estas diferenças reforçam a hipótese de que a 

espécie de helminto e/ou a composição de antígenos são muito variáveis e determinantes na 

modulação da RCU .Também vale ressaltar que resposta imune induzida por DNBS e DSS, em 

camundongos, é diferente; DNBS induz resposta imune polarizada para Th-1/Th-17 (Neurath et al., 

2000), DSS induz resposta Th-2 além de Th-1/Th-17 (Hall et al., 2011). Essa diferença no tipo de 
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resposta imune induzida por DNBS e DSS também pode influenciar na diferença encontrada entre 

nossos resultados e os encontrados por Arai et al. (2018).  

Nesta etapa também foi avaliado se a inoculação de produtos antigênicos de diferentes fases do 

desenvolvimento de S. venezuelensis – extrato bruto de verme adulto (SvE), extrato bruto de L3 (L3E) 

e antígeno excreto-secretado por vermes adultos (ES) - seria capaz de modular a RCU induzida por 

DSS. A inoculação concomitante de ES impediu a perda de peso causada pelo tratamento com DSS, 

entretanto animais tratados com extrato de larva ou verme tiveram perda significativa de peso, 

semelhante aos animais tratados com DSS e inoculados com PBS sem adição de antígenos. Nas 

condições experimentais e nas doses testadas desse estudo, os três antígenos de S. venezuelensis não 

foram capazes de evitar a redução do cólon, bem como os sinais clínicos relacionado a RCU aguda 

induzida por DSS. Interessantemente, animais inoculados com SvE mas que não receberam DSS 

também apresentaram redução do cólon em relação aos animais controles. Vale ressaltar que não 

avaliamos a contaminação do nosso extrato com LPS, o que pode ter influenciado nos nossos 

resultados. Além disso, os antígenos utilizados nesse estudo não foram fracionados, por tanto eles 

podem conter tanto moléculas anti-inflamatórias quanto pró-inflamatórias que podem modular ou 

agravar a inflamação intestinal. Nesse sentido, Egesa et. al., (2018) relataram que alguns antígenos de 

S. mansoni induzem resposta pró-inflamatória do tipo Th-1 enquanto outros antígenos do verme 

induzem resposta Th-2. 

Diferentemente do observado no nosso estudo, a inoculação de 100µg de extrato de larva de 

T. spiralis (Motomura et al., 2009), 25 ou 50µg de ES de  A. caninum adulto (Ruyssers et al., 2009) e 

1mg de extrato bruto de H. diminuta adulto (Johnston et al., 2010) amenizaram a gravidade da RCU 

experimentalmente induzida por TNBS/DNBS em camundongos C57BL/6, Swiss ou BALB/c 

respectivamente. A inoculação de extrato antigênicos ou produto excreto-secretado por T. spiralis ou 

Ancilostomideos também resultou na modulação de RCU induzida por DSS; nesse modelo 

experimental, a inoculação de 40µg de ES ou extrato bruto de A. ceylanicum adulto, durante 7 dias 

consecutivos, em camundongos BALB/c (Cançado et al., 2011), e a inoculação de 25µg de ES de A. 

caninum ou de T. spiralis adultos, durante 7/8 dias consecutivos, em camundongos C57BL/6 (Ferreira 

et al., 2013; Yang et al., 2014) reduziram os sinais clínicos e a inflamação no epitélio do cólon 

causados pela ingestão de DSS. Nesses trabalhos, os camundongos das diferentes linhagens receberam 

número maior de doses e/ou doses mais concentradas desses antígenos em relação as doses dos 

produtos antigênicos de S. venezuelensis que nós utilizamos nesse estudo, sugerindo que a 

concentração e a frequência em que os produtos de helmintos são inoculados nos camundongos podem 

interferir na modulação da colite experimentalmente induzida.   
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7.3 Papel da infecção ativa por S. venezuelensis na modulação da retocolite 

crônica induzida por DSS. 

 

Na clínica médica, os pacientes com DII geralmente apresentam um quadro crônico da doença, 

por isso se faz necessário explorar o papel de infecções por helmintos na modulação da RCU crônica. 

Sendo assim, foi avaliado o efeito da infecção por S. venezuelensis na gravidade da RCU cronicamente 

estabelecida por três ciclos de ingestão aquosa de 2,5% de DSS com 2 intervalos entre eles (Bento et 

al., 2012). Nossos dados revelaram que a exposição prolongada ao DSS não altera a carga parasitária 

de S. venezuelensis em camundongos BALB/c em relação aos animais apenas infectados. Esse dado 

difere do encontrado por Vegas-Sanches e colaboradores (2015) que relataram que a ingestão de DSS 

levou ao prolongamento da permanência de T. muris em camundongos da linhagem CBA/J; 

entretanto, diferentemente de S. venezuelensis que habita no duodeno, o hábitat do T. muris é o cólon, 

sítio acometido pelo tratamento com DSS.  

A exposição prolongada ao DSS levou a sinais clínicos compatíveis com a RCU crônica, bem 

como o encurtamento do cólon, depleção de células caliciformes e intenso infiltrado inflamatório 

nesse tecido, acompanhado de aumento de EPO e MPO, sugerindo infiltração de eosinófilos e 

neutrófilos, respectivamente. A exposição ao DSS também levou ao aumento da concentração de IFN-

 mas não de IL-17, no homogenato do cólon, corroborando com dados de Alex et al. (2009) que 

relatam que IFN- desempenha um papel importante no desenvolvimento da inflamação intestinal na 

RCU crônica induzida por DSS; ao contrário de IL-17 que apresenta papel mais expressivo na RCU 

aguda induzida por DSS (Alex et al., 2009; Mayangsari & Suzuki 2018). Apesar das células Th-1 

serem a principal fonte de IFN-, eosinófilos e neutrófilos podem ser uma fonte importante dessa 

citocina em tecidos inflamados, sendo assim, o aumento de IFN- observado no grupo DSS pode estar 

relacionado ao aumento dessas células no cólon dos animais desse grupo (Kanda et al., 2009; Spees 

et al., 2014). De fato, a infiltração de eosinófilos e neutrófilos na mucosa intestinal tem sido 

relacionada com a gravidade de DII por levar a destruição do epitélio e redução do comprimento da 

cripta desse órgão, e consequentemente à má absorção tanto em humanos (Rothenberg 2004; Coppi 

et al., 2007; Bressenot et al., 2015; Demir et al., 2015) quanto em modelos experimentais (Vieira et 

al., 2009; Alex et al., 2009; Tokieda et al., 2015). 

Nossos resultados demonstraram que a infecção por S. venezuelensis 5 dias antes ou no início 

do último ciclo de exposição ao DSS resultou em redução da gravidade dos sinais clínicos e do 

encurtamento do colón sugerindo que a infecção aguda por S. venezuelensis, um nematoide duodenal, 
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pode reduzir os sinais clínicos da RCU cronicamente induzida pela ingestão de DSS. Corroborando 

com nossos resultados, a inoculação de proteínas recombinantes de B. malayi foram capazes de reduzir 

a gravidade da RCU crônica, induzida pela ingestão prolongada de DSS em camundongos BALB/c 

(Togre et al., 2018). Além disso, a infecção por H. polygyrus foi capaz de amenizar a RCU induzida 

por piroxicam em camundongos C57BL/6 IL-10-/-, quando a infecção ocorreu após o término do 

tratamento (Elliot et al., 2004). A inoculação de antígenos de extrato bruto de S. mansoni, excreta-

secretado de A. caninum e cisteína protease recombinante de T. spiralis também reduziram a gravidade 

da RCU induzida pelo tratamento por TNBS, quando esses antígenos foram inoculados após a indução 

da RCU (Ruyssers et al., 2009; Xu et al., 2019). Esses dados suportam a hipótese de que helmintos 

apresentam um papel curativo em doenças inflamatórias intestinais crônicas.  

A infecção por S. venezuelensis também foi capaz de reduzir a intensidade da inflamação 

intestinal causada por DSS nos animais do grupo DSS+Sv7, não havendo diferença significativa entre 

esse grupo e o grupo Ctrl. A infecção por esse nematoide também foi capaz de amenizar a perda de 

células caliciformes e a infiltração/ativação de eosinófilos e neutrófilos (mesurados indiretamente pela 

atividade de EPO e MPO, respectivamente) induzidas por DSS nos grupos DSS+Sv7 e DSS+Sv12.  

Em outros modelos em que a infecção por helmintos ocorreu após a indução da RCU, a melhora 

clínica e histopatológica observada em animais tratados com TNBS e inoculados com antígenos de S. 

mansoni, A. caninum e T. sipiralis também foi acompanhada da redução dos níveis de MPO (Ruyssers 

et al., 2009; Xu et al., 2019).  

A redução da inflamação intestinal crônica provocada por DSS em animais infectados por S. 

venezuelensis pode ter sido mediada pelo leve aumento de IL-4, IL-13, IL-22, IL-33 e TGF- 

observado em animais expostos ao DSS e infectados. Nesse sentido, estudos anteriores demonstraram 

que infecções por helmintos, como por Nippostrongylus brasiliensis e T. muris, também induzem a 

produção de IL-22 e IL-13 que levam a hiperplasia das células caliciformes e aumento produção de 

muco, os quais podem estar envolvidos na expulsão de vermes (Cliffe et al., 2005; Takeda et al., 2010; 

Turner et al., 2013; Cortés et al., 2015; Gerbe et al., 2016). A barreira do muco intestinal pode ter um 

efeito protetor contra outros patógenos por apresentar moléculas antimicrobianas que se acumulam na 

barreira intestinal do muco e previnem inflamação causada por patógenos (Antoni et al., 2013). Nesse 

contexto, a barreira de muco foi relacionada a diminuição da gravidade da RCU induzida por DSS em 

camundongos BALB/c tratados com antígenos de E. granulosos ou infectados por S. venezuelensis 

(Soufli et al., 2015; Rodrigues et al., 2018), além disso, MUC2 mostrou papel importante na 

modulação da RCU causada pela infecção por Entamoeba histolytica ou pela ingestão de DSS através 

da indução da expressão e secreção de peptídeos antimicrobianos Cobo et al., 2017).   
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Também foi visto que a infecção por helmintos estimula no intestino a expansão das células 

epiteliais, Tuft cells e consequente produção de IL-25, que, por sua vez, induz o aumento de ILC2, 

que ativada por IL-33, reduz a gravidade da RCU causada por Clostridium difficile em camundongos 

(Leung et al., 2013; Frisbee et al., 2019). De fato, IL-33, citocina aumentada no cólon dos animais dos 

grupos DSS+Sv7 e DSS+Sv12, é importante no reparo de danos causados no cólon, já que a inoculação 

dessa citocina levou a melhora da RCU crônica induzida por DSS, o que foi relacionado à supressão 

de Th-1 e Th-17 e aumento de Breg e Treg em camundongos BALB/c ou C57BL/6 (Gro et al., 2012; 

Zhu et al., 2018). Os camundongos infectados por S. venezuelensis e expostos ao DSS também 

apresentaram aumento de TGF-, citocina de perfil regulatório e que apresenta papel importante na 

homeostase intestinal, uma vez que a modulação da RCU experimental tem sido acompanhada do 

aumento dessa citocina (revisto por Ihara et al., 2017). De fato, a depleção da sinalização de TGF-, 

no intestino de camundongos, levou ao agravamento da RCU induzida por DSS (Hahm, 2001). Além 

disso, a gravidade de doenças inflamatórias intestinais em humanos tem sido relacionada a redução 

de TGF- (revisto por Ihara et al., 2017), sugerindo que essa citocina apresenta papel importante na 

modulação das DII (revisto por Ihara et al., 2017).  

 

7.4 Papel da via IL-33/ST2, IL-4 e eosinófilos na modulação da retocolite aguda 

induzida por DSS em camundongos infectados por S. venezuelensis 

 

A modulação da RCU experimental observada em camundongos infectados por helmintos ou 

inoculados por seus antígenos, foi acompanhada de um perfil imune do tipo Th-2 regulatória (Whelan 

et al 2012, Varyani et al., 2017). Nesse sentido, nesse trabalho foi avaliado o papel da via IL-33/ST2, 

IL-4 e eosinófilos na modulação da RCU induzida por DSS em animais infectados por S. 

venezuelensis. Corroborando Vieira et al., (2009), Sedhom et al., (2013) e Pushparaj et al., (2013), 

nossos resultados demonstraram que camundongos BALB/c ST2-/-, IL-4-/- e ∆dblGATA desenvolvem 

RCU induzida por DSS menos grave em relação aos camundongos WT. Nossos resultados também 

mostraram que eosinófilos, mas não IL-33/ST2 e IL-4, apresentam papel essencial na redução da RCU 

aguda em camundongos BALB/c infectados por S. venezuelensis, e que a ausência da via IL-33/ST2 

leva ao atraso na recuperação da RCU em animais infectados e expostos ao DSS. Nossos resultados 

revelaram ainda que elementos da resposta do tipo 2 são importantes na produção de IL-10 e IL-13 

em animais infectados pelo nematódeo. 

Como controle das linhagens ST2-/-, IL-4-/- e ∆dblGATA, nós utilizamos camundongos 

BALB/c selvagens (WT). Nos camundongos WT, confirmando nossos resultados anteriores 



 123 

(Rodrigues et al., 2018), a infecção aguda por S. venezuelensis concomitante à ingestão de DSS é 

capaz de preservar a camada de muco no cólon distal, menor dano nesse tecido levando a melhora 

clínica da RCU que foi relacionada à indução da produção de IL-10 e IL-13 e concomitante supressão 

de citocinas Th-1 e Th-17. Nossos resultados também revelaram que a infeção por S. venezuelenis foi 

capaz de acelerar a recuperação da RCU após o término da exposição ao DSS, o que foi acompanhado 

do aumento da relação de arginase/óxido nítrico em cultura de células do lavado peritoneal, sugerindo 

a infecção induz aumento de macrófagos alternativamente ativados (AAM), que podem estar 

relacionados com mecanismos de reparo do dano causado no cólon de animais tratados com DSS. De 

fato, AAM produzem moléculas como a arginase que está relacionada a reparação de tecidos e 

resolução da inflamação intestinal, uma vez que a transferência de AAM reduziu o dano causado no 

cólon pelo tratamento com DNBS (Hunter et al., 2010; Mantovani et al., 2013). 

 De forma semelhante aos resultados anteriores do nosso grupo de estudo, animais deficientes 

na via IL-33/ST2 apresentaram aumento na liberação de ovos de S. venezuelensis e animais deficientes 

em IL-4 e na maturação de eosinófilos além de apresentarem aumento na liberação de ovos do 

nematódeo, também apresentaram atraso na eliminação dos vermes em relação aos animais WT, 

sugerindo que IL-33, IL-4 e eosinófilos são elementos importantes no controle da infecção por S. 

venezuelensis (Pereira 2008; Fernandes 2012; Araújo 2014). Entretanto o tratamento com DSS não 

alterou a cinética da infecção pelo nematódeo tanto em animais WT quanto em animais ST2-/-, IL-4-/- 

e ∆dblGATA.  

  Corroborando os achados de Sedhom e colaboradores (2013), que relataram que 

camundongos C57BL/6 ST2-/-  expostos ao DSS ou TNBS apresentaram RCU atenuada, e a inoculação 

de anti-ST2 foi capaz de amenizar a gravidade da RCU induzida por DSS em camundongos selvagens, 

nossos resultados demonstraram que apesar dos camundongos BALB/c ST2-/- expostos ao DSS terem 

apresentado encurtamento do cólon, a RCU nesses animais foi menos grave comparado aos 

camundongos BALB/c WT, sugerindo que a via IL-33/ST2 é importante no desenvolvimento da RCU 

induzida por DSS.  Diferentemente do observado nos animais selvagens, camundongos BALB/c ST2-

/- do grupo DSS não apresentaram aumento de IFN- e TNF- no MLN; o que pode justificar o 

desenvolvimento menos grave da RCU nesses animais comparado ao WT, uma vez que essas citocinas 

foram anteriormente relacionadas com a gravidade da RCU (Fuss et al., 2004; Hans et al., 2000; Begue 

et al., 2006). Além disso, apesar dos camundongos ST2-/- expostos ao DSS terem apresentado aumento 

de CXCL2 e IL-5, que foram anteriormente relacionadas ao aumento de neutrófilos em processos 

inflamatórios (Kobayashi et al., 2008; Linch et al., 2012), o cólon desses animais não apresentou 

aumento de atividade de MPO, sugerindo que na RCU induzida por DSS a via IL-33/ST2 é importante 
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na ativação de neutrófilos. De fato, diversos estudos demostraram que a IL-33 recruta e ativa 

neutrófilos (revisto por Johnston e Bryce 2017). Nesse sentido, camundongos C57BL/6 IL-33-/- 

apresentaram redução de neutrófilos positivos para MPO no cérebro após inoculação com LPS (Cao 

et al., 2018).  

Apesar da RCU ter sido branda na linhagem ST2-/-, a infecção por S. venezuelensis foi capaz 

de reduzir ainda mais os sinais clínicos da RCU em animais infectados e expostos ao DSS em relação 

aos animais não infectados e expostos ao DSS, e também preveniu o encurtamento do cólon, infiltrado 

inflamatório na mucosa intestinal e a perda de células caliciformes nesse tecido indicando que a via 

IL-33/ST2 não é essencial para a indução de mecanismos de modulação da RCU aguda induzidos por 

S. venezuelensis. Interessantemente, a redução da gravidade da RCU observada em animais 

deficientes no receptor ST2 infectados e expostos ao DSS não foi acompanhada da redução da resposta 

Th-1/Th-17 e nem do aumento de IL-10 e IL-13 como foi observado em animais selvagens (Rodrigues 

et al., 2018), no entanto foi acompanhado do aumento da produção de IL-4 e redução de CXCL2 por 

células do MLN.  

A preservação da camada de muco observada em animais ST2-/- infectados e tratados pode 

estar relacionada ao aumento de IL-4 no MLN. Nesse sentido, Sharba e colaboradores (2019) 

demonstraram que o tratamento com IL-4 levou à redução da inflamação intestinal em camundongos 

com RCU causada por Citrobacter rodentium o que foi acompanhado do aumento da produção de 

muco. Além disso, a citocina IL-4 foi associada a redução de neutrofilia através da via  

CXCL2/CXCR2, uma vez que na ausência de IL-4 foi observado aumento de neutrófilos no fígado de 

camundongos infectados por Schistosoma japonicum, enquanto a inoculação dessa citocina diminuiu 

CXCL2, reduzindo assim a migração de neutrófilos para pele, durante infecção bacteriana (Seki et al., 

2012; Woytschak et al., 2016). A quimiocina CXCL2 foi anteriormente relacionada a gravidade de 

doenças inflamatória intestinais (Puleston et al., 2005;), sendo seu papel para o desenvolvimento da 

RCU confirmado, uma vez que camundongos deficientes para seu receptor, CXCR2, não 

desenvolvem RCU grave mediante a ingestão de DSS (Ranganathan et al., 2013). Esses resultados 

sugerem que em camundongos BALB/c ST2-/- a infecção ativa por S. venezuelensis reduz a gravidade 

da RCU induzida por DSS por intermédio da indução de IL-4 e redução de CXCL2, levando a 

manutenção da camada mucosa e menor dano no cólon. 

Embora a infecção por S. venezuelensis tenha amenizado a gravidade da RCU nos 

camundongos ST2-/-, nossos resultados mostraram que animais ST2-/- infectados pelo nematódeo 

apresentaram agravamento da RCU induzida por DSS uma semana após o término do tratamento com 

DSS, enquanto animais apenas tratados tiveram recuperação normal da RCU após o término do 

tratamento. Também não foi observado aumento da relação arginase/óxido nítrico no sobrenadante de 
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células do lavado peritoneal de ST2-/- do grupo Sv+DSS, como foi observado em animais WT. Esses 

dados sugerem que a via IL-33/ST2 é importante na indução de aumento da secreção de arginase e 

reparação dos danos causados por DSS em animais infectados e tratados com DSS. Nesse sentido, IL-

33 é uma citocina da família IL-1, classicamente caracterizada como uma citocina nuclear derivada 

principalmente de células epiteliais e fibroblastos, entretanto tem sido relatado que células do sistema 

imune como macrófagos, células dendríticas, eosinófilos, células B, monócitos e mastócitos em 

situações de estresse também podem produzir e secretar IL-33 (revisto por Johnston e Bryce 2017), e 

foi relacionada a proteção da RCU induzida por TNBS, através da indução de AAM (Tu et al., 2017). 

Todavia, o papel IL-33 na RCU é controversa, uma vez que camundongos C57BL/6 deficientes nessa 

citocina ou em seu receptor ST2 apresentaram RCU aguda menos grave (Sedhom et al., 2013)  e o 

tratamento com IL-33 aumentou a gravidade da RCU aguda induzida por DSS em camundongos 

C57BL/6 e isso foi acompanhado pelo aumento da resposta do tipo Th-2, Treg, Breg e diminuição da 

resposta do tipo Th-1  (Zhu et al., 2015; Zhu et al., 2017). Entretanto, a via IL-33/ST2 foi requerida 

para a resolução da RCU induzida por DSS em camundongos C57BL/6  (Lopetuso et al., 2018), e o 

tratamento com IL-33 levou a diminuição da inflamação intestinal de camundongos BALB/c ou 

C57BL/6 com RCU crônica induzida pela ingestão de DSS, e esse processo foi acompanhado do 

aumento de Breg, Treg e diminuição de Th-17 (Gro et al., 2012; Zhu et al., 2018). Baseado na 

literatura e em nossos dados, IL-33 pode ser requerida para o desenvolvimento da RCU, mas não na 

modulação da RCU aguda ativa em animais infectados por S. venezuelensis, porém apresenta papel 

importante na resolução da doença em camundongos BALB/c infectados. 

Nesse trabalho também verificamos o papel de IL-4 no desenvolvimento e resolução da RCU 

aguda. O tratamento com DSS levou a uma RCU muito branda em camundongos BALB/c IL-4 -/-, que 

apresentaram baixo score clínico em relação aos camundongos selvagens, não apresentaram 

encurtamento do cólon, o score microscópico (baseado na gravidade da inflamação da mucosa 

colônica) foi baixo e não houve aumento de atividade de MPO no cólon distal. Além disso, os 

camundongos IL-4-/- apenas tratados com DSS, bem como os infectados e tratados apresentaram 

recuperação total da RCU na segunda semana após o término da exposição ao DSS. A redução nos 

parâmetros da RCU durante a exposição ao DSS, nos camundongos IL-4-/-, foi acompanhada por baixa 

produção citocinas Th-1/Th-2/Th-17 e Treg no cólon e no sobrenadante de cultura de células do MLN 

estimulados com Con-A. Esses resultados indicam que a IL-4 é requerida para evolução da RCU 

induzida por DSS. Suportando nossos achados, a participação de IL-4 na indução da RCU também 

foi evidenciada por Stevceva e colaboradores (2001) que mostraram que camundongos deficientes em 

IL-4 ou tratados com anti-IL-4 são protegidos da RCU induzida por DSS e por Van Kampen et al. 
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(2005) que relatam que camundongos swiss com superexpressão de IL-4 no cólon, usando um vetor 

adenoviral, apresentaram lesões transitórias nesse órgão, o que foi relacionado ao aumento de TNF-

.  

A importância de IL-4 no mecanismo de modulação da RCU aguda pela infecção por S. 

venezuelensis foi difícil de estimar já que estes animais apresentaram um score clínico muito baixo 

quando expostos ao DSS. Apesar da infecção pelo nematoide em camundongos IL-4 -/- ter resultado 

em menor inflamação intestinal e destruição do epitélio do cólon em relação aos animais apenas 

expostos ao DSS; vale ressaltar que a infecção não foi capaz de reduzir a gravidade clínica da RCU e 

induzir aumento da produção de IL-10 e IL-13. A importância de IL-4 na indução de IL-10 e supressão 

da RCU foi anteriormente relatada por Matisz e colaboradores (2017) que demostraram que a 

modulação da gravidade da RCU induzida por DNBS em camundongos que receberam células 

dendríticas estimuladas com antígeno de H. diminuta, foi dependente do receptor de IL-4, IL-4Rα, 

uma vez que células dendríticas provenientes de camundongos BALB/c IL-4Rα-/- e estimuladas com 

antígeno de H. diminuta não foram capazes de induzir a produção de IL-10 e suprimir a RCU induzida 

por DNBS em camundongos BALB/c selvagens.  

Nós também avaliamos o papel de eosinófilos no desenvolvimento e recuperação da RCU 

induzida por DSS em camundongos infectados por S. venezuelensis. Assim como em animais ST2-/- 

e IL-4-/-, camundongos BALB/c ∆dblGATA não infectados pelo nematódeo e expostos ao DSS 

apresentaram score clínico e microscópico de RCU menores em relação aos animais selvagens. A 

exposição ao DSS em camundongos ∆dblGATA não levou ao aumento significativo de IFN-, TNF-

 e não aumentou significativamente a atividade de MPO no colón, indicando que os eosinófilos são 

células importantes no desenvolvimento da RCU induzida por DSS. Esses resultados são consistentes 

com estudos anteriores que demonstraram que eosinófilos são requeridos para o desenvolvimento da 

RCU, já que camundongos C57BL/6 ou BALB/c deficientes no recrutamento, desenvolvimento e 

ativação destas células apresentam diminuição da progressão da RCU experimental o que foi 

acompanhado da redução de citocinas/quimiocinas Th-1 e infiltração de neutrófilos (Forbes et al., 

2004; Ahrens et al., 2008; Vieira et al., 2009).  

Nesse trabalho também observamos que os camundongos ∆dblGATA expostos ao DSS 

apresentaram recuperação total da RCU na segunda semana após o término da exposição ao DSS, 

indicando que os eosinófilos não são essenciais para a resolução da RCU induzida por DSS. Além 

disso, Reichman et al., (2017) demonstraram que camundongos C57BL/6 ∆dblGATA apresentam 

recuperação mais rápida da RCU induzida por DSS. 
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A infecção por S. venezuelensis não foi capaz de modular a RCU induzida por DSS em 

camundongos BALB/c ∆dblGATA, visto que apesar de camundongos ∆dblGATA infectados e 

expostos ao DSS não apresentarem encurtamento do cólon detectado nos animais desta linhagem 

somente expostos ao DSS, a intensidade dos sinais clínicos da RCU, inflamação no cólon distal e 

perda da camada de muco nesses animais foram semelhantes aos animais apenas tratados com DSS 

dessa linhagem. Em contraste com os animais WT, nos camundongos ∆dblGATA a infecção por S. 

venezuelensis não foi capaz de induzir o aumento de IL-4, IL-13 e IL-10, citocinas que foram 

associadas a modulação da RCU induzida por DSS em camundongos selvagens infectados por esse 

nematódeo (Rodrigues et al., 2018); no entanto, nessa linhagem animais infectados por S. 

venezuelensis e expostos ao DSS apresentaram aumento de CXCL2, quimiocina associada à gravidade 

da RCU (Ranganathan et al., 2013). Esses resultados sugerem que apesar de eosinófilos maduros 

serem importantes no desenvolvimento do processo inflamatório induzido por DSS, na ausência 

dessas células a infecção pelo nematódeo não é capaz de induzir elementos moduladores da RCU 

aguda induzida por DSS.  

Na indução/modulação da RCU os eosinófilos podem apresentar papel contraditório, sendo 

relatado por Waddell et al., (2013) que no cólon inflamado de camundongos tratados com DSS, o 

aumento de eosinófilos está associado ao aumento de calprotectina, que é um marcador de diagnóstico 

clínico para inflamação colônica ativa. Entretanto, outros trabalhos demonstraram que os eosinófilos 

apresentam papel modulatório da RCU através da indução de moléculas anti-inflamatórias (Masterson 

et al., 2015), e mais recentemente, Reichman e colaboradores (2017) relataram que na ausência de 

eosinófilos ocorre menos proliferação de células epiteliais durante o reparo da RCU induzida por DSS, 

sugerindo que os eosinófilos podem promover a cicatrização da mucosa. Além disso, eosinófilos são 

requeridos para que helmintos induzam o aumento de IL-4 e IL-10 relacionadas a mecanismos 

moduladores e de reparo em seus hospedeiros (revisto por Huang & Appleton 2016). 

Por fim, observando o possível perfil de macrófagos M2 no lavado peritoneal de camundongos 

BALB/c WT infectados e expostos ao DSS, investigamos se o extrato bruto solúvel em PBS de S. 

venezuelensis adulto (SvE) seria capaz de modular a resposta inflamatória, em linhagem de 

macrófagos humanos (THP-1), estimuladas por LPS in vitro. Nossos dados revelaram que SvE 

suprimiu resposta inflamatória em macrófagos humanos estimulados por LPS, uma vez que SvE foi 

capaz de inibir a produção de TNF- e IL-1. SvE na concentração 10µg/mL foi mais eficiente em 

reduzir a produção de TNF- por células THP-1 estimuladas por LPS do que na concentração 1 ou 

100µg/mL, sugerindo que o efeito modulador é dose dependente e que em baixas concentrações o 

extrato não tem efeito, entretanto em grandes concentrações esse efeito é diminuído. Nossos dados 
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também mostraram que SvE não é citotóxico para THP-1 e nem degrada TNF-. Antígenos de outros 

helmintos como H. diminuta, E. granulosus e Fasciola hepatica apresentaram efeito supressor da 

resposta pró-inflamatória em THP-1 estimuladas com LPS (Johnston et al., 2009; Silva-Álvarez et al., 

2016; Ramos-Benítez et al., 2017); entretanto, antígenos de B. malayi induziu aumento da produção 

de citocinas pró-inflamatória em macrófagos humanos (Verma et al., 2011), sugerindo que não são 

todas as proteínas de todos os vermes que apresentam função anti-inflamatória.  

Immunoblotting de extrato proteico de THP-1 incubada com LPS apresentou aumento de Erk 

fosforilado, confirmando que LPS induz ativação dessa via (Li et al., 2019). Porém, o SvE e U0126 

(inibidor de Erk) reduziu a ativação da via Erk em THP-1 estimulada por LPS. Além disso, quando 

THP-1 foi incubada com LPS na presença de SvE mais U0126 tiveram produção de TNF- menor do 

que quando as células foram incubadas com LPS e U0126 apenas, sugerindo que SvE pode inibir a 

produção de TNF- atuando na via Erk de ativação. De forma semelhante, antígenos de Spirometra 

erinaceieuropaei suprimiu produção de TNF- através de inibição de fosforilação de Erk (Dirgahayu 

et al., 2002). Esses dados dão suporte que antígenos de helmintos podem ser fortes candidatos como 

novas medidas terapêuticas de doenças inflamatórias crônicas em humanos. 
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8 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

• Infecção ativa por Strongyloides venezuelensis reduz a gravidade da retocolite ulcerativa 

(RCU) aguda induzida por DSS, através da indução de IL-4, IL-13 e IL-10 que reduz a 

resposta pró-inflamatória induzida por DSS, além de induzir mecanismos de reparo da 

mucosa. 

• Infecção prévia por S. venezuelensis e/ou baixas concentrações de seus antígenos não 

modula a RCU aguda induzida por DSS. 

• Infecção ativa por S. venezuelensis modula RCU crônica induzida por DSS, por meio da 

indução de TGF-β, IL-22 e IL-33. 

• A via ST2/IL-33, IL-4 e eosinófilos são importantes no desenvolvimento da RCU aguda 

induzida por DSS. 

• Indução de IL-13, IL-10 e atividade de arginase pela infecção por S. venezuelensis é 

dependente da via ST2/IL-33, IL-4 e eosinófilos. 

• S. venezuelensis mudula RCU aguda induzida por DSS através de mecanismos 

dependente de eosinófilos e independente da via ST2/IL-33. 

• Em macrófagos humanos estimulados com LPS, antígenos de S. venezuelensis adulto 

inibe fosforilação de Erk diminuindo TNF-α. 

 

Em resumo, nossos resultados demonstraram que é necessário infecção ativa por S. venezuelensis, 

para que esse nematódeo duodenal induza reposta imune do tipo Th-2 e regulatória, com ativação de 

M2, que  atuam na modulação da gravidade da RCU aguda induzida por DSS através de mecanismos 

de reparo dependente de eosinófilos e independente da via IL-33/ST2 (Fig. 40). Infecção por S. 

venezuelensis também reduz gravidade da RCU crônica através da participação de citocinas de reparo 

como TGF-β (Fig. 41). 
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Figura 40. Modelo proposto da resposta imune induzida por Strongyloides venezuelensis que atuam na modulação 
da retocolite aguda induzida por DSS em camundongos BALB/c. 
Ingestão de DSS [4%] por 7 dias consecutivos, para indução de retocolite ulcerativa (RCU) aguda, lesa a mucosa, 
permitindo a translocação de bactérias (Bt) e induz aumento da produção de citocinas Th-1/Th-17 (IFN-, TNF- e IL-
17), CCL11, CXCL1 e CXCL2 no linfonodo mesentérico (MLN) e no cólon, levando ao aumento de infiltrado inflamatório 
com presença de eosinófilos (Eø), neutrófilos (Nø) e consequente aumento de atividade de EPO e MPO, respectivamente. 
Exposição ao DSS também leva à depleção de células caliciformes, macrófago classicamente ativados (M1), destruição 
da mucosa colônica, encurtamento do cólon e presença de sinais clínicos da RCU. Infecção ativa e concomitante por 
Strongyloides venezuelensis induz o aumento de IL-4, IL-5 e IL-13. Essas citocinas induzem expansão de eosinófilos no 
intestino delgado, que induz produção de IL-13 e IL-10, no MLN, que suprime resposta Th-1/Th-17. Aumento da resposta 
Th-2 e Treg no MLN induz aumento de IL-10 e IL-13 no cólon, reduzindo assim Th-1/Th-17 e CCL11, nesse órgão, o 
que reduz a infiltração de Eø/Nø, além de induzir expansão de células caliciformes e macrófagos alternativamente ativados 
(M1) que podem atuar no reparo da mucosa e subsequente redução da gravidade da RCU. Na infecção por S. venezuelensis, 
a via IL-33/ST2, IL-4 e eosinófilos atuam na indução de IL-10, IL-13 e M2. 
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Figura 41. Modelo proposto da resposta imune induzida por Strongyloides venezuelensis que atuam na modulação 
da retocolite crônica induzida por DSS em camundongos BALB/c. 
Três ciclos de ingestão de DSS [2,5%] por 7 dias consecutivos, para indução de retocolite ulcerativa (RCU) crônica, lesa 
a mucosa, permitindo a translocação de bactérias (Bt) e induz aumento da produção de IFN- no cólon, infiltrado 
inflamatório com presença de eosinófilos (Eø) e neutrófilos (Nø) e consequente aumento de atividade de EPO e MPO, 
respectivamente. Exposição ao DSS também leva à depleção de células caliciformes e destruição da mucosa colônica, 
encurtamento do cólon e presença de sinais clínicos da RCU. Infecção concomitante por Strongyloides venezuelensis induz 
o aumento da produção de IL-13, TGF- e IL-22 no cólon, o que leva a preservação de células caliciformes e reduz a 
infiltração de Eø/Nø e subsequente redução da gravidade da RCU. 
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10 ANEXO 
 
10.1 Aprovação comitê de ética 
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