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RESUMO

A infecgdo por helmintos induz uma resposta imune do tipo-2 modulada, que pode aterar outros
processos inflamatorios crénicos presentes no hospedeiro, como € 0 caso da retocolite ulcerativa
(RCU). Dados anteriores do nosso grupo de estudo demonstraram que a infeccdo aguda por
Srongyloides venezuel ensis e concomitante aexposi ¢éo ao Sulfato de Sodio Dextrano (DSS) foi capaz
dereduzir agravidade clinicada RCU induzidapor DSS, porém os mecanismos envolvidos ndo foram
esclarecidos. Neste trabalho, nosso objetivo foi compreender possiveis mecanismos imunol dgicos
induzidos pela infecgdo por S, venezuelensis e/ou seus antigenos que participam na modulacdo da
RCU aguda e crénica induzida por DSS em camundongos. Para tanto, camundongos BALB/c
selvagens (WT) infectados com S. venezuelensis ou inoculados com seus antigenos ingeriram solucéo
aquosa contendo DSS para inducdo de RCU aguda ou crénica. Como controles, foram utilizados
camundongos BALB/c ndo infectados e ndo tratados, somente infectados e somente tratados com
DSS. Em aguns experimentos, o procedimento experimental foi realizado em camundongos BALB/c
deficientes na producéo do receptor de IL-33, receptor ST2, (ST2/), ou ha producdo de IL-4 (IL-47/
) ou na maturacdo de eosin6filos (AdbIGATA) para investigar o papel destes elementos no mecanismo
de indugdo e modulagdo da RCU. Posteriormente, foi avaliada a capacidade de um extrato de S
venezuelensis adulto (SVE) em suprimir a resposta de macrofagos (linha celular THP-1 humana) ao
desafio in vitro com lipopolissacarideo (LPS). Os resultados demonstraram que animais infectados
por S. venezuel ensis e concomitantemente expostos ao DSS apresentaram reducdo dos sinais clinicos,
do encurtamento do colon, dainflamacdo do colon distal e no nivel de citocinas/quimiocinas de perfil
Th-1 e Th-17 enquanto tiveram aumento de citocinas Th-2 e Treg. Entretanto, animais com infeccéo
prévia por S. venezuelensis e/ou a inoculados com baixas concentragdes de antigenos solUveis do
parasito ndo apresentaram reducdo na gravidade clinica e danos ha mucosa do célon. Por outro lado,
animais que foram infectados apés estabel ecimento da RCU crénica induzida por DSS apresentaram
reducdo dos sinais clinicos, encurtamento do colon, inflamacéo da mucosa col 6nica enquanto tiveram
aumento de citocinas regul atérias e de reparo. Animais com deficiéncia nainducéo da resposta Th-2,
como produc&o do receptor ST2 (ST27/), dacitocina IL-4 (IL-47) e na diferenciacio de eosindfilos
(AdbIGATA) apresentaram score clinico e microscopico menores em relagdo aos camundongos
selvagens. Contudo, camundongos ST2/- infectados por S. venezuelensis apresentaram reducéo do
score clinico, do encurtamento do colon e dos danos na mucosa do célon, em comparagcdo aos
camundongos ST2/- somente tratados com DSS, no entanto sem aumento de IL-10 e IL-13. Nos
animais IL-4"- ainfecco pelo nematddeo n&o reduziu o score clinico da RCU, porém reduziu o dano
tecidual do cdlon. Ja nos camundongos AdblIGATA a infec¢do nao foi capaz de diminuir a perda de
peso, o score clinico, nem ainflamagdo do célon distal. Nossos dados mostraram ainda que animais
BALB/c selvagens infectados e tratados com DSS também apresentaram recuperacdo mais rapida da
RCU induzida por DSS e aumento da atividade de arginase por células isoladas do lavado peritoneal
do que animais apenas tratados, sugerindo a participacéo de macréfagos aternativamente ativados
M2. Nalinhagem ST27 animais infectados e tratados tiveram piora clinica apds parada da exposi G0
a0 DSS, enquanto animais infectados e tratados IL-4" ¢ AdbIGATA apresentaram cinética de
recuperacdo da RCU semelhante aos apenas tratados com DSS. Finamente, antigenos de vermes
adultos de S venezuelensis reduziram a producéo de TNF-a e IL-1f por células THP-1 estimuladas
por LPS in vitro. Em resumo, ainfeccdo ativa por S. venezuelensis leva a umarepostaimune Th-2 e
regulatéria com ativacéo de M2, que atuam na redugdo da gravidade da RCU aguda induzida por
DSS através de mecanismos de reparo dependente de eosindfilos e independente davialL-33/ST2. A
infecgdo ativa pelo nematddeo também modulaa RCU crénica através da participagao de citocinas de
reparo como TGF-p.



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 Srongyloides 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 (AdbIGATA) 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 damageto the colon mucosa. Animalsthat 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-47) and eosinophil differentiation (AdbIGATA) had lower clinical and
microscopic scores compared to wild mice. However, S. venezuel ensis-infected ST27- 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 I1L-13. In IL-4 7~ mice, the nematode
infection did not reduce the clinical score of colitis but reduced the tissue damage of the colon. In
AdblGATA 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 cellsisolated from the peritoneal lavage
than treated animals only. In ST2 " infected and treated mice had clinical worsening after cessation
of exposureto DSS, whileinfected and treated IL-4 7~ and AdbIGATA mice presented colitis recovery
kinetics similar to those treated with DSS only. Finally, S. venezuel ensis adult worm antigens reduced
the production of TNF-a and IL-13 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-p3.
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1 INTRODUCAO

InfecgOes por helmintos afetam cerca de trés bilhdes de pessoas, e ocorrem principalmente em
criangas de paises de baixo desenvolvimento com clima subtropical e tropical, sendo consideradas
como doencas negligenciadas (Hotez et al 2011; McFarlane et al. 2017; Chan 1997; Gonzal ez-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 0s mecanismos imunoprotetores variam dependendo da espécie
de helminto, dafase de desenvolvimento e do habitat ocupado pel o parasito, sendo descritos casos em
gue o controle dainfeccéo depende da diferenciacdo de células caliciformes e producdo de muco; em
outras infeccBes, mastécitos e/ou anticorpos tém papel fundamental (revisto por Huang & Appleton
2016). Além da resposta imune de tipo Th-2, helmintos também induzem mecanismos imuno-
regulatérios que favorecem a sobrevivéncia dos vermes e a cronificacdo dainfeccdo. Essas mudancas
no sistema imune podem ter consegquéncias em outras doencas inflamatoérias crénicas, 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 nematédeos, 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 0 Strongyloides stercoralis que causa a estrongiloidose. A
estrongiloidose € uma doenca emergente, negligenciada e de dificil diagndstico cuja prevalénciavem
aumentando nos Ultimos anos, tanto em areas endémicas como em areas ndo endémicas. O aumento
da estrongiloidose tem sido associado principalmente a elevada prevaléncia da infeccdo por S.
stercoralis em imigrantes ou vigantes frequentes e em pacientes com deficiéncias imunes
(Puthiyakunnon et al. 2014). Em areas endémicas, o hospedeiro inicialmente se infecta através da
penetracdo percuténea de larvas filaridides do parasito, que migram principalmente através da
circulagdo sanguinea, passando pelos pulmdes até atingirem o intestino delgado, onde os vermes
completam seu desenvolvimento até a fase adulta. Os vermes intestinais sdo exclusivamente fémeas,
gue formam seus ovos por partenogénese e os €liminam no |imen 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 maioriadas larvas rabditoides é eliminada para 0 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 autoinfeccdo, responsavel pelas infecgbes cronicas de
longa duracdo em humanos (Grove & Northern 1989; Siddiqui & Berk 2001). Strongyloides
venezuelensis € um nematodeo de roedores, amplamente utilizado como modelo experimental no
estudo da estrongiloidose. Esta espécie também penetra pela pele do hospedeiro, que séo espécies de
roedores, migra pelo pulméo e se estabel ece na mucosa do intestino delgado. Entretanto, diferente do
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observado em S stercolaris, nainfecgéo por S. venezuelensis em camundongos, 0s vermes intestinais
sd0 espontaneamente eliminados ainda na fase aguda da infecgcdo, entre 12 e 14 dpi (dias apds
infecgcdo), ndo desenvolvendo a infeccdo cronica de longa duragéo, que € caracteristica da infecgdo
humana (Sato & Toma 1990; Negréo-Corréa 1990; Fernandes et al. 2008).

A infeccdo por Strongyl oides, assim como de outros nematodeos gastrintestinais, induz em seu
hospedeiro umarespostaimunol 6gicado tipo-2, caracterizada pel o aumento de producdo das citocinas
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-33, resultando em diferenciacdo e ativacdo de eosindfilos, mastocitos e
macrofagos alternativamente ativados, aumento da producdo de IgE e IgG4 e da producdo de muco
pelas células caliciformes da mucosaintestinal . Essas ateracdes auxiliam na eliminacdo do parasito e
narenovacado do epitélio intestinal (revisto por Urban et al. 1992; Onah & Nawa 2000; Negrédo-Corréa
et al., 2006, revisto por Anthony et al. 2007; Jenkins& Allen 2010). Alguns estudos epidemiol 6gicos
e experimentais tém demostrado que essa resposta induzida por helmintos pode modular a resposta
imune do hospedeiro aoutros antigenos, podendo assim ter efeito no controle de doencasinflamatorias
crénicas, tais como esclerose multipla, asma e doenca inflamatoria intestinal (Elliott et al., 2007;
Helmby et al., 2015; McFarlane et al., 2017).

As doencas inflamatérias intestinais (DII), como doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa
(RCU), séo caracterizadas por inflamagao cronicarecidivante, sem uma causainfecciosaou ambiental
especifica (Xavier & Podolsky 2007; Legaki & Gazouli 2016). Estudos indicam que multiplos fatores
genéticos e ambientai s atuam no estabel ecimento e evolugdo das DI, culminando nainducéo de uma
resposta imune inapropriada a antigenos intestinais e estabelecimento do processo inflamatério. As
terapias convencionais para pacientes com DIl dependem de prescricdo de longo prazo de farmacos
com acao imunossupressora e/ou antibiéticos, que ndo tém efeitos curativos e, na maioria dos casos,
podem levar a sérios efeitos colaterais (Hanauer & Stathopoulos 1991; Baert et a., 2014; Van Assche
et a., 2008; Mattos et al., 2015). Portanto, faz-se necessério compreender os mecanismos envolvidos
na inducdo e controle do processo inflamatorio observado em pacientes com DIl para que se possa
desenvolver estratégias terapéuticas mais adequadas e eficientes.

O aumento dréstico na prevaléncia de doencas inflamatdrias cronicas observadas em paises
desenvolvidos no fina do século XX coincide com aredugdo da incidéncia de infecgbes helminticas
crébnica em paises desenvolvidos, que tem sido associada a melhorias no saneamento basico e
assi sténcia médi ca of erecida a popul agéo destas areas (Elliott 2000; revisado por Elliott & Weinstock,
2009; McSorley et a., 2013; Coronado et a., 2017). Apoiando esses dados epidemiol 6gicos que
demonstram relagdo inversa entre prevaléncia de doencas inflamatdrias cronicas e infeccéo por
helmintos, dados experimentais também indicam que a infecgdo por helmintos ou a inoculagdo de

antigenos derivados desses vermes podem melhorar a gravidade dos sinais clinicos da RCU
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experimentalmente induzida em modelos murinos. Entretanto, os mecanismos imunolgicos
associados ao controle da inflamagdo intestinal pelo parasito é variado e depende da espécies do
helminto e do tipo de indugdo de RCU experimental utilizado, sendo relatado que a regulacéo pode
estar associada a ativacdo da resposta Th-2 e inibicdo de Th-1, a inducéo de células T-reg e/ou de
mecanismos de reparo intestinal mediado por IL-22 e aalteragdo damicrobiota (Reardon et al., 2001;
Khan et al., 2002; Motomuraet al., 2009; Elliot et al., 2004; Smith et al., 2007; Ruyssers et al., 2009;
Duetal., 201; Wilson et al., 2011; Cangado et al., 2011; Cho et al., 2011; Adisakwattana et al., 2013;
Soufli et al., 2015; Holm et a., 2015; Su et al., 2018; Coronado et al., 2017). Além disso, dados
anteriores do nosso grupo de estudo mostrou que ainfecgdo por S. venezuelensis ativa e concomitante
aingestéo de DSS, levou areducéo da gravidade clinicada RCU (Rodrigues 2015).

Apesar dos dados experimentais indicarem a possibilidade da utilizacdo de infeccdes
helminticas como uma alternativa terapéutica de controle de doencas autoimunes e inflamatorias
(Anthony et a., 2007), as evidéncias acumuladas até 0 momento sdo insuficientes para determinar sua
seguranca e sua eficacia para DIl (Varyani et a., 2017). Vae salientar que os dados publicados em
modelos experimentais sugerem que o efeito modulador da infeccdo por helmintos na DIl varia
dependendo da espécie e habitat do helminto e cronicidade dainfeccdo (Whelan et a., 2012; Varyani
et a., 2017), sendo verificado que a melhora clinica ndo ocorre em todas as associacoes (Wang et al .,
et al., 2010; Bhardway et al., 2014; revisado por McKay, 2015; Su et al., 2018). Além disto, estudos
clinicos demonstraram que aingestéo de ovos de Trichuris suis reduziu os sinais de DIl grave em um
pequeno grupo de pacientes (Summer et al., 2005; revisto por Garg et a., 2014); entretanto, 0
tratamento com o helminto induziu efeitos colaterais e a melhora clinica ndo foi observada em todos
0S casos (revisto por Garg et al., 2014).

Dado o exposto, torna-se necessario arealizacdo de mais estudos para entender a participacdo
de helmintos na modul acgo de doencas inflamatérias croni cas. Portanto, o presente trabalho se propde
a dar continuidade a investigacdo do papel da infeccdo por S. venezuelensis, helminto que habita a
primeira porcéo do intestino delgado e provoca umainfecgdo aguda que é espontaneamente eliminada
em 2 semanas (Dawkins et al., 1983), na modulagéo da RCU induzida por DSS em camundongos,
bem como os mecanismos envolvidos nesse processo.

Nossa hipétese de trabal ho € que muilti plos mecani smos imunol 6gi cos induzidos pelainfeccéo
por S venezuelensis, ou seus antigenos, podem modular a retocolite ulcerativa aguda e crénica
induzida por DSS, e que a resposta do tipo Th-2 é importante nesse processo. Essa hipotese é
importante porque pode gjudar a entender mel hor os resultados variados encontrados tanto em estudos

clinicos com pacientes com DIl infectados por helmintos, como em model 0s experimentais murinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos biologicos e imunoldgicos da infeccdo por Strongyloides spp

O género Srongyloi des pertence a Familia Strongyl oi didae que é incluida na Classe Chromadorea
e Orden Rhabditida, segundo classificacdo baseada em estudos filogenéticos utilizando andlise de
genes dasubunidade do RNA ribossomal de mais de 300 espécies de nematodeos (Blaxter et al. 1998).
Dentre as 52 espécies descritas no género Strongyloides, duas foram naturalmente encontradas
parasitando o intestino delgado de seres humanos. S stercoralis e S fuelleborni. A espécie S
fuelleborni € um parasito de primatas ndo humanos, porém ele tem sido responsavel pelainfeccéo de
humanos em algumas éreas da Africa e Papua Nova Guiné, Zambia, Filipinas, Rhodesia e Peru
(Siddiqui & Berk 2001; Speare 1989; Vadlamudi et al. 2006). A espécie S. stercoralis € aresponsavel
pela quase totalidade dos casos de infeccdo humana. Estimativas sugerem que cerca de 100 a 370
milhdes de pessoas no mundo possam estar infectadas por esse parasito (Genta et al., 2005, Bisoffi et
al., 2013), sendo que em alguns grupos especificos em &reas endémicas a prevaléncia estimada da
infeccdo pode chegar a 50%, caso técnicas adequadas de diagnéstico sgjam utilizadas (Glinz et al.
2010, revisto por Puthiyakunnon et al. 2014). No Brasil, &rea endémica da doenca, a prevaléncia
média da estrongiloidose foi estimada em 5,5% entre os anos de 1990 e 2009, porém a distribuicdo do
nematddeo ndo € uniforme entre as regides brasileiras, sendo que na regido Norte a prevaléncia
estimada foi de 5,3%, no Nordeste foi de 7,9%, no Centro-Oeste foi 6,6%, no Sudeste 3,9% e na
regido Sul 4,0%. Porém, as estimativas de prevaléncia desta infeccdo podem ser subestimadas, uma
vez que ha dificuldade de diagndstico clinico, e os testes laboratorial possuem baixa sensibilidade
(Paula & Costa-Cruz 2011 e Puthiyakunnon et al. 2014).

O ciclo biolégico das espécies do género Strongyloides apresentam alternancia de geractes de
vida livre e vida parasitaria, sendo que larvas rabditéides de primeiro estadio (L1) presentes no
ambiente, em condi¢des ideais de umidade e temperatura, podem sofrer quatro mudas formando
machos e fémeas de vida livre, que se reproduzem dando origem a novas geragoes de vida livre e/ou
larvas infectantes que, apOs penetrarem no hospedeiro vertebrado, completam seu desenvolvimento.
Este tipo de desenvolvimento é denominado de ciclo heterogbnico ou indireto (Yamada et al. 1991,
Viney & Lok 2007). Esse nematddeo também pode se desenvolver de forma direta (ciclo
homogonico), no qual aslarvas L1 evoluem paralarvasfilarioides de terceiro estadio (L 3) infectantes,
gue penetram ativamente na pele ou mucosa e a cangam a circulagdo sanguinea do hospedeiro, com o
auxilio de proteases que sdo secretadas pelo parasito (Mckerrow et al. 1990). As larvas filarioides

oriundas do desenvolvimento direto ou indireto sdo morfologicamente semelhantes. No caso da
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espécie S, stercoralis, estudos sugerem que ela apresenta apenas umageracao devidalivre, easlarvas
provenientes da reproducdo sexuada se desenvolvem em L3 infectante que precisa infectar um
hospedeiro suscetivel para completar seu desenvolvimento pelo ciclo indireto (Schad et al. 1989;
Yamada et al. 1991). Entretanto, algumas espécies do género Strongyloides, como S. planiceps,
podem apresentar vérias geracoes de vida livre em condicfes laboratoriais, mas ainda ndo se sabe se
0 mesmo ocorre nanatureza (Yamadaet al., 1991).

Os mecanismos responsaveis pela determinacao do tipo de desenvolvimento entre as espécies
do género Strongyloides ndo estdo completamente descritos. Mas, os estudos indicam que a
determinacdo sexual tem influéncia genética, como no caso de S ratti em que todas as formas
evolutivas sdo diploides; sendo verificado que as fémeas apresentam seis cromossomos, dos quais 2
Cromossomos sao sexuais (2n=6, X X), e os machos apresentam 5 cromossomos, pois recebem apenas
um dos cromossomos sexuais (2n=5, X0) (Harvey & Viney 2001). Nas fémeas de S. papillosus
(Triantaphyllou & Moncol, 1977; Albertson et a. 1979), Stronglyoides ransomi (Triantaphyllou &
Moncol, 1977), Srongyloides venezuelensis (Hino et al. 2014) e S. vituli (Kulkarni et a. 2013) o
ndmero cromossdmico diploide € 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 autossdmicos (Nemetschke et al. 2010; Hunt et al. 2016; revisto por
Streit 2016). Apesar de serem detectadas diferencas genéticas entre machos e fémeas da maioria das
espécies de Srongyloides avaliadas, a diferenca de proporcéo entre el es indica que fatores ambientais
possam também participar no processo de defini¢do sexual (Streit 2016).

Em relacdo a determinacdo de vida livre ou parasitaria em fémeas, fatores ambientais, como
temperatura e disponibilidade de nutrientes e resposta imune do hospedeiro, sdo decisivos na
determinac&o do tipo de ciclo de vida. A importancia da temperatura na determinagédo do ciclo de
vida livre foi confirmada por Viney (1996), que verificou que larvas de S ratti se desenvolvem
preferencialmente em fémeas de vida livre em ambientes com temperaturas mais atas em relacéo a
temperatura do hospedeiro que a liberou. Além da temperatura, estudos anteriores também
demonstraram que algumas espécies de Strongyl oides aumentam o nimero de geragdes de vidalivre
apos 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 diferenciacéo
entre fémeas de vidallivre e parasitas aconteca devido a diferenciagdo na expressdo génica, que pode
ser induzida por fatores ambientais, como temperatura, disponibilidade de nutrientes e respostaimune
do hospedeiro (Viney, 1999). Corroborando com essa hipotese Viney & Lok (2007) mostraram que
larvas de S. ratti provenientes de fémeas paternogenéticas que parasitam hospedeiro com resposta

imunol 6gica ja estabel ecida davam origem ao maior nimero de fémeas de vida livre do que fémeas
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parasitas. Estudos mais recentes mostraram que a producéo de uma classe de hormonios esteroides,
denominados de acido dafacronico (DAS), pelas larvas do parasito e sua ligag8o ao receptor nuclear
(DAF-12) regula a expressdo de genes que permite a continuidade do desenvolvimento de S
stercoralis, tanto pos-parasitéria quanto poés vidalivre. A fata de producéo destes esteroides durante
0 inicio do desenvolvimento das larvas resulta em auséncia da ativacdo davia de sinalizacgo de DAF-
12 e consequente formacéo de larvas filaridides infectante (Albarqui et al., 2016).

As larvas filaridides (L3) de Srongyloides oriundas do desenvolvimento direto ou indireto
infectam seu hospedeiro por penetracéo ativa (Fig. 1). Apds a penetracdo no hospedeiro humano, S.
stercoralis migra da pele para os pulmdes, preferencialmente através da corrente sanguinea e/ou
linfatica, ascende a&rvore bronquica e em seguida séo deglutidas, atingindo o intestino delgado. Apds
0 estabelecimento na mucosa do intestino delgado, as larvas sofrem uma muda para L4 e outra para
fémeas adultas, que se reproduzem por partenogénese e 0s ovos sao eliminados na luz do intestino
delgado (Grove 1996; Genta 2005; Viney & Lok 2007; Viney & Lok, 2015; revisto por Breloer &
Abraham, 2017).

Na infeccdo humana por S stercoralis, as larvas L1 eclodem dos ovos ainda no intestino
delgado e sdo eliminadas nas fezes. No entanto, uma pequena parte das L1 se desenvolve em Lz ainda
no intestino grosso do hospedeiro, podendo penetrar na mucosa intestinal levando a autoinfeccéo
interna gue prolonga o tempo de infeccdo no homem (Grove & Northern, 1989). Quando o paciente
tem seu sistema imunol6gico comprometido, como pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), infeccdo pelo virus linfotropico para células T humanas tipo 1 (HTLV-1) ou que
faz 0 uso deimunossupressores, o processo de autoinfeccdo pode causar hiperinfeccdo e disseminacéo
das larvas para todos os 6rgaos internos, levando alguns pacientes ao 6ébito (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 hiperinfeccdo, foi visto alta producéo de IFN-
v e desvio da resposta imune para o tipo Thl, e a redugdo na produgdo 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 Srongyloides apresentam certo grau de especificidade aos hospedeiros, por
isso S. venezuelensis e S ratti, espécies que naturalmente parasitam roedores e ndo completam seu
desenvolvimento em primatas, sdo mais utilizados como modelos experimentais da estrongiloidose
(Hasegawaet al. 1988; Sato & Toma1990). Aslarvasinfectantes de S. venezuel ensi s apresentam uma
rota de migracéo semelhante a S. stercoralis em humanos, penetram a pele dos camundongos ou ratos
e migram da pele para os pulmdes através da corrente sanguinea e/ou tecidos subcutaneos, e entéo
para o intestino delgado (Sato & Toma 1990; Negrdo-Corréaet al. 1990). Apds 48 horas dainfeccéo,
a maioria das larvas sdo encontradas no pulméo, o que causa intensa hemorragia neste 6rgéo. Em
torno do 5- 7° dia da infeccéo, encontramos maior quantidade de fémeas adultas partenogenéticas na
mucosa do intestino delgado, onde invadem o espaco intercelular das células epiteliais e se movem
ativamente entre elas, deixando tuneis por onde migraram (Dawkins et al. 1983). Geramente, 0s
vermes ndo ultrapassam a membranabasal e ndo penetram nalaminapropriaintestinal, sugerindo que
0S Mesmos Se movem para dentro e para fora da camada epitelial repetidamente durante o curso da
infeccdo (Dawkins et al. 1989). Neste mesmo periodo, grande parte dos ovos, produzidos
partenogeneticamente, € eliminada nas fezes do hospedeiro. No décimo dia de infecgdo mais de 50%
dos vermes ja foram eliminados do intestino delgado, ocorrendo auto cura entre 12 e 14 dias em
camundongos (Sato & Toma 1990) e em ratos apds 30 — 45 dias (Baeket al. 2003).
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A participacéo da resposta imune do tipo Th-2 no mecanismo de controle da infeccdo por
nematédeos do género Strongyloides foi confirmada por estudos de infeccdo experimental utilizando
S venezuelensis em camundongos geneticamente deficientes no receptor de IL-4 e no STATG6 - fator
de transcrigdo induzido por estavia (IL-4Ra-/- ou STAT6-/-), onde ficou demonstrado que animais
deficientes no estabelecimento da resposta do tipo-2 tiveram um grande retardo no periodo de
eliminacéo dos vermes quando comparado ao periodo de eliminacdo da infeccdo em camundongos
selvagens (Sasaki et al. 2005; Negréo-Corréa et a. 2006). Neste modelo experimental a producéo de
IL-4, mas ndo de IL-13, é essencial para eliminagdo dos vermes intestinais (Ferreira et a 2010).
Corroborando com o importante papel da resposta do tipo 2, Yasuda e colaboradores (2012)
mostraram que a infecdo por S. venezueleinsis é capaz de induzir células linfoides inatas do tipo 2
(ILC2) nos pulmdes a produzirem IL-13 e IL-5, que leva a infiltracdo e ativagdo de eosindfilos, que
contribui na inflamagdo pulmonar. Posteriormente nosso grupo de pesquisa (Araljo 2014; Araujo et
a., 2016) confirmou a importancia da ativacdo da via IL-33/ST2 para inducéo da inflamacéo
eosinofilica pulmonar e no controle das larvas durante a migracéo 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 populacéo de ILC2 pode ser estimulada por uma subpopulacdo celular do epitélio
intestinal denominada de “tuft cells”. Essas células so caracterizadas por uma forma fusiforme que
apresenta um "tufo" apical formado por tabulos de microvilosidades e auxiliam na manutencéo da
homeostase intestinal (Howitt et al., 2016; von Moltke et al., 2016; Schneider et a., 2018). No caso
de infecgBes por helmintos, as “tuft cells” usam receptores gustativos para reconhecer diferentes
espécies desses parasitos, 0 que estimula a producdo de IL-25. Essa citocina é responsavel pelo
aumento de IL C2 e consequente producdo de IL-13, que por sua vez reestimula a proliferagao de “tuft
cells”, bem como induz a hiperplasia de células epiteliais e caliciformes, contribuindo assim para a
expulsdo dos vermes e o reparo da mucosa intestinal. Dessa forma, as “tuft cells”, além de apresentar
papel importante no controle da infeccéo, elas também atuam na reparacdo dos danos causados pelo
helminto no epitélio intestinal (Howitt et al., 2016; von Moltke et al., 2016; revisto por Gerbe et a .,
2016; Schneider et al., 2018).
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Figura 2. Alteracfes da resposta imune de camundongos dur ante o desenvolvimento de Strongyloides (Breloer e Abraham
2017).

Larvas L3 de Srongyloides sp durante amigragdo induz | L-33 derivada de tecido do pulméo. I1L-33 induz aexpansdo de ILC2, que leva
a0 inicio daresposta Th-2, com producdo de IL-5 e IL-13, que promove o controle do parasita. A resposta Th-2 classica dependente de
STATG resulta na produgéo de IL-13, IL-4, IL-5, IL-3 e IL-9. IL-27, IL-12 e Células Treg Foxp3* inibem a iniciacdo 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 sinalizacdo mediada por
BTLA-HVEM diminuem aproducdo de IL-9. IL-4 desencadeia diferenciacdo de células B para células plasméticas produtoras de IgG1
e IgE. 1gG, IgE, IL-3 e IL-9 ativam mastécitos que resulta na liberacdo de mMCPL que contribui para a eliminagdo dos vermes. O
produto de mastdcitos, CHS, interfere naligacdo de S. venezuelensis a |EC. Outros produtos potenciais de mastdcitos (LTB4, PGE2 e
PAF) e osreceptores de IL-4 e IL-13 em células sométicas promovem a expul sio do parasito por via e mecanismos desconhecidos.
Abreviagdes: BTLA= atenuador de linfécitos B e T; CHS= chondroitin sulphate; HVEM= mediador de entrada do virus de herpes;
IEC= células epiteliais intestinais; LTB4= |leukotriene B4; mMCP1= protease de mastdcito de camundongo 1; PAF= fator de ativagdo
de plaqueta; PGE2= prostaglandina E2; STAT= transdutor de sinal e ativador de transcri¢&o.

A reducéo de ovos do parasita nas fezes, vermes adultos no intestino e tempo necessario para
eiminar Srongyloides em camundongo C57BL/6 e ratos Wistar infectados foi associada com
aumento de eosinofiliaperiférica(Dawkins& Grove, 1981). A participacdo de eosinofilos no controle
de larvas migrantes e na eliminagdo dos vermes intestinais foi confirmada pelo aumento de carga
parasitaria e retardo da eliminacdo do parasito em infecches experimentais de camundongos
geneticamente deficientes na producao de IL-5 (Herbert et al. 2000) ou naregido de adta afinidade do
promotor GATA-1 (camundongos AdbIGATA) responsavel pela diferenciacdo de eosinofilos (Pereira
2008), bem como nainfeccdo de camundongos transgéni cos com superexpressao de IL-5 e eliminagdo
precoce do parasito (ElI-Malky et a., 2003). Os neutréfilos também séo células importantes na

eliminacdo de larvas de S stercoralis, umavez que ainibi¢do do seu recrutamento em camundongos
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- por bloqueio na expressao de CXCR2 (Galioto et al. 2006), na sinalizagdo Gai2 (Padigel et al. 2007)
ou com inoculacdo de anticorpo monoclona - MAb RB6-8C5 (O'Connell et a., 2011) - diminui a
capacidade dos camundongos em eliminar as larvas do parasito (revisto por Breloer & Abraham,
2017). Além disso, a diminuicdo na carga parasitaria em camundongos reinfectados por S
venezuelensis foi associada ao aumento do nimero de eosindfilos e neutréfilos no pulméo (Schilter et
al., 2010). No plasmade individuosinfectados com S stercoralisfoi verificado aumento significativo
de mediadores caracteristicos de granulos de eosindéfilos (como, proteina catibnica de eosindfilos,
neurotoxina derivada de eosindfilo, peroxidase de eosindfilo e proteina bésica magjorité&ria de
eosinofilos), de neutrofilos (elastase, mieloperoxidase) e de mastocitos (triptase de mastécitos,
leucotrieno C4 e carboxipeptidase-A3) em comparacdo aos ndo infectados, e a concentracdo destes
mediadores reduzem significativamente ap0s tratamento anti-helmintico, sugerindo a participacao
destes granul écitos narespostaimune induzida pel 0 nemat6deo também em humanos (Rajamanickam
et al., 2018).

A importancia de mastocitos no controle dainfeccdo por Srongyloides, foi demonstrada pelo
atraso na eliminagdo de S venezuelensis ou S ratti em camundongos deficientes em IL-3,
camundongos com mutagio no receptor Kit (WBB6F1-Kit""") e camundongos deficientes em
mastocitos de mucosa (Cpa3©™) (revisto por Breloer & Abraham, 2017; Reitz et al. 2017). Mais
recentemente, foi demonstrado que mastécitos, basofilos, ILC2, T CD4*, sdo importantes na
imunidade efetiva ainfeccdo primaria por S. venezuelensis, mas somente células T CD4+ mostraram
ter papel essencial nainfeccdo secundéria(Mukai et al., 2017). Além daresposta celular, também foi
demonstrado que a resposta humora apresenta papel importante no controle da infeccdo por
Srongyloides, umavez que camundongos deficientes em linfécitos B apresentaram aumento da carga
parasitaria (EI-Maky et al., 2013). Nesse sentido, 1gG e IgE exercem efeitos colaborativos na
expulsdo de S venezuelensis, uma vez que na auséncia dessas imunoglobulinas camundongos
apresentaram atraso na eliminacdo do verme, enquanto que a transferéncia de IgG e IgE do soro de
animais infectados pelo nematddeo restaurou a capacidade de eliminagdo do verme principa mente
através da ativagcdo de mastocitos por meio do envolvimento de FycRIII e FceRI, respectivamente
(Matsumoto et al. 2013; Matsumoto 2016).

Evidéncias experimentais indicam que helmintos parasitos, além de induzir uma resposta Th-
2, podem estimular células T com perfil regulatério (Treg) e macréfagos com fendtipo de ativagdo
aternativa que sdo elementos que participam de mecanismos de imunorregulacdo, principalmente
através da producéo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-f, ¢ expressado de altos niveis
das mol éculas coestimulatérias GITR e CTLA-4 (revisto por Maizels et al. 2004, revisto por Breloer

& Abraham, 2017). Infecgdes por helmintos, como Nippostrongylus brasiliensis e T. muris, também
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podem induzir a producéo de IL-22, que tem sido associada a expulsdo de vermes e a hiperplasia de
células caliciformes (Turner et a., 2013). IL-22 € uma citocina que induz a expressdo de genes
responsaveis pela producdo de peptideos antimicrobianos e estimula a regeneracdo epitelial (Leung &
Loke, 2013). Além disso, aauséncia ou neutralizagdo da IL-22 resulta em dano epitelial aumentado e
inflamacéo do cdlon, perda de peso mais grave e recuperacéo prejudicada dalesdo do cdlon induzida
por DSS (Neufert et al., 2010; Leung & Loke, 2013).

No caso especifico de Strongyloides, a infecgdo de camundongos BALB/c e C57BL/6 é
acompanhada de expansdo transitéria dos nimeros de Treg expressando Foxp3* nos linfonodos
linfaticos popliteos e inguinais aos 2 dias de infeccédo e nos linfonodos mesentéricos aos 7-14 dias
(Blankenhaus et al. 2014). A inibicdo de resposta do tipo Treg em camundongos BALB/c levou a
reducdo da cargaparasitariade S ratti sugerindo que ainducéo de resposta T-regul atdria € importante
para ainstalacdo da infeccdo, mesmo sendo de curto periodo em roedores (Blankenhaus et al. 2011,
revisto por Breloer & Abraham, 2017). Nesse sentido, ainfeccdo por S. venezuelenis € capaz deinibir
a hiperreatividade brénquica em model o murino de asma al érgica, indicando que a presencado verme
induz imunomodulagéo de outros processos inflamatérios ndo associados a infeccéo (Negréo-Corréa
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 a expressao de mecanismos regulatorios, como aumento da expressédo de CTLA-4 e da
producdo de IL-10, e supressdo de IL-17 em células pulmonares (Carmo et al. 2009; Dias et al. 2011).
A infeccdo prévia por S. venezuelensis em camundongos também preveniu o desenvolvimento de
diabetes do tipo I, experimentalmente induzida por “streptozotocin” (STZ) e prevencéo foi
acompanhada do aumento de IL-5 e IL-10 produzidas no baco (Peres et al. 2013). Indicios de
imunomodulacdo de processos inflamatérios cronicos pela infeccdo por Srongyloides também foi
relatado em humanos, onde observa-se relagéo inversa entre a infecgéo por S stercoralis e diabetes
dotipo Il (Hays et al 2015).

Dado o exposto, a infecgao aguda por S. venezuelensis em camundongo pode ser um modelo
experimental eficiente paraavaliar mecanismos imunomodul adoresinduzidos por helmintos parasitos
e seu papel em processos inflamatorios cronicos, como doencgas inflamatorias intestinais (D).

2.2 DoencaslInflamatérias|ntestinais

As Doengas Inflamatérias do Intestino (D) constituem um estado de inflamag&o cronica do

trato intestinal que é principal mente representada pel a Retocolite Ulcerativa (RCU) e doengade Crohn
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(Hanauer et al. 2006; Motomura et al. 2009). Estima-se que quatro a cinco milhdes de pessoas em
todo o mundo estdo afetadas por essas desordens, principalmente em paises desenvolvidos
(Halfvarson et al., 2003; Heylen et al., 2014). Nestas areas, a incidéncia de DIl aumentou muito a
partir da segunda metade do século XX, atingindo 19,2 novos casos por ano de RCU e 20,2 para
doenca de Crohn por 100.000 habitantes da América do Norte, enquanto que na Europa aincidéncia
anual de RCU atinge 24,3 casos/100.000 habitantes e de doenca de Crohn 12,7 casos/100.000
habitantes por ano (Molodecky et al. 2012). Dados recentes revelam que algumas &reas da América
Latina, incluindo o Brasil, também apresentaram aumento de incidénciade DI, sendo relatados 22,61
novos casos de RCU por ano e 14,81 casos de doenca de Crohn a cada 100.000 habitantes do Estado
de S&o Paulo por ano (Victoria et al., 2009; Simian et al., 2016; Froéset a., 2017).

As DI apresentam episodios de recaidas que resultam em sintomas como diarreia continua 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 doencas ainda ndo seja totalmente compreendida, estudos indicam que
quando a homeostase no trato intestinal é rompida, o sistema imune ndo consegue mais distinguir o
gue sdo antigenos préprios, de microbiota comensal ou de alimentos e antigenos de patdgenos, o que
leva ao estabel ecimento de uma respostaimune exacerbada a esses antigenos néo patdgenos, gerando
uma inflamag&o intestinal cronica (Podolsky et al. 2002, Halfvarson et al. 2003, Ahluwalia et a.,
2017). Estudosindicam que fatores genéticos influenciam no desencadeamento das DI, umavez que
foi verificado alto grau de concordancias entre a preval éncia da patol ogia em gémeos idénticos, tanto
para RCU quanto para doenca de Crohn; mas fatores ambientais também sdo importantes para a
génese ou pioradessas doencas, jaquefoi visto que tabagismo, uso de drogas, dieta e stressinterferem
no curso de DIl (Podolsky et al. 2002; Loftus 2004; revisto por Danese & Fiocchi 2006; Leonel 2012,
revisto por Geremia et al 2013, Legaki & Gazouli, 2016).

Embora a doenca de Crohn e RCU apresentem vé&rias semelhangas, sdo relatadas
caracteristicas particulares em cada patologia. A doenca de Crohn pode atingir qualquer parte do trato
intestinal, mas as lesdes ocorrem com maior frequéncia no ileo e a inflamagdo pode estender-se da
mucosa até a serosa. Microscopicamente é caracterizada pela agregacéo de macrofagos formando
granulomas, geralmente sem necrose tecidual. Quando as | esdes atingem o colon, ocorre diarrela sem
muco ou sangue, e é de dificil diagnostico. Por outro lado, as lesdes da RCU atingem inicialmente o
reto e estendem-se ao colo proximal. Na fase ativa é caracterizada por abscessos, perda das criptas e
ul ceragOes que af etam amucosa e submucosa. Estas|esdesinduzem um intenso infiltrado inflamatorio

e estresse oxidativo no colon. Os sinais clinicos da RCU sdo mais intensos que a doenga de Crohn,
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apresentando diarreia sanguinolenta com muco, sendo seu diagnoéstico mais facil do que a doenca de
Crohn (Podolsky 2002; Danese & Fiocchi 2006; Xavier & Podolsky 2007).

Com relagdo aos mecanismos imunolégicos, a evolucdo da doenca de Crohn tem sido
associada a producdo aumentadade citocinas do perfil Th-1, como IFN-y, TNF-a e IL-2, ede citocinas
Th-17, como IL-17A, IL-21, IL-23 namucosaintestinal dos pacientes (Breese et al. 1993; Fuss et al.
1996; revisto por Xu et al. 2014). NaRCU, aliteratura é contraditéria; inicialmente a gravidade dessa
doencafoi associadaaresposta Th-2, umavez que pacientes com RCU apresentam niveis aumentados
de IL-5 e IL-13 (Fuss et al. 2004, revisto por Xu et al. 2014). Em adicéo, 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
administracdo de I1L-33 pode desempenhar um papel terapéutico na RCU cronica induzida por DSS
em camundongos C57BL/6, aterando aresposta Th-1 para Th-2 e suprimindo a resposta Th17 (Zhu
et al 2015). Mais recente, Matisz e colaboradores (2017), mostraram gue a reducdo da gravidade da
RCU, induzida por DNBS, através datransferéncia de células dendriticas estimul ada por antigenos de
H. diminuta requerer sinalizacdo de receptor-a de IL-4. Além disso, camundongos BALB/c que
apresentam resposta imune polarizada para o tipo Th-2 sdo 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 model os murino de RCU também demonstram que a
resposta do tipo Th-17, caracterizada pela elevada producdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-
17, 1L-6 e TNF-a, também participa da génese de RCU (Weinstock & Elliott, 2009, Li et al., 2017).

Além do importante papel darespostaimune Th-1, Th-2 e Th-17 na génese e manutencdo das
DIl, a resposta regulatoria também tem participacdo nesse processo. Nesse sentido, estudos
demonstraram que citocinas regulatérias, como IL-10 e TGF-B, ajudam a manter a homeostase do
intestino, suprimindo a producgéo de citocinas pro-inflamatodrias por células daimunidade inata (Elliott
et al. 2008). Nesse contexto, foi evidenciado que camundongos deficientes na producdo de IL-10 ou
TGF-B, ou tratados com anti-1L-10 ou anti-TGF-, desenvolvem RCU mais grave (Kuhn et al. 1993;
Fahlen et al. 2005), bem como os animais deficientes na producdo do fator de transcricdo Foxp3, via
de sinalizacéo envolvidanadiferenciacéo de células Treg, tem predisposi¢cdo adesenvolver RCU fatal
(Liu et al. 2006; Chaudry et al. 2011).

Além da participagdo de IL-10 e TGF- na modulagdo das DII, as “tuft cells” também
apresentam um papel importante no controle dessas doengas, 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, inflamagdo do colon e de
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citocinas/quimiocinas pro-inflamatérias (Dongfeng et al., 2015; Yi et a., 2019). Em humanos a
participacdo dessas células foi relatada por Su et al. (2013) que demostraram que pacientes com DI
ativa apresentaram redugdo de “tuft cells” produtoras de IL-25 em relagdo ao periodo de remissao ou
apessoas saudaveis.

Essas doencas inflamatorias cronicas 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 paci entes respondem bem a esses medicamentos e sofrem com efeitos
colaterais (Motomuraet al., 2009). Recentemente, muitos estudos estdo sendo realizados com o intuito
de aumentar e melhorar 0 arsenal terapéutico paraDII, sendo testado tratamento neutralizante de TNF
e de moléculas anti-integrina (Danese et al 2015). Ainda nesse aspecto, estudos clinicos tém sido
feitos com agentes inibidores de moléculas de adesdo 1 (MadCAM-1) que apresentaram bons
resultados em pacientes com RCU, mas ndo com doenca de Crohn (Vermeire et al., 2017); uso de
inibidores do receptor S1P, que € responsavel pelo efluxo de células T dos linfonodos mostrou-se
eficiente no tratamento de RCU em camundongos, mas estudos com pacientes humanos ainda néo
foram conclusivos (Gonzalez-Cabrera et al ., 2014; Sandborn et al., 2016). Também tem sido testado
como aternativa tergpéutica o uso de inibidor ora néo-seletivo da Janus quinase (JAK) (revisto
Verstockt et al., 2018), anti-1L-23, anti-1L-17 ou anti-TNF-a. e até transplante de microbiota fecal em
pacientes com doenca de Crohn ou RCU; entretanto os resultados ainda ndo sdo conclusivos ou néo
funcionam em todos os casos, e ainda em alguns casos 0s pacientes param de responder ao tratamento
meses apds o inicio da terapia (Rossen et al., 2015; Paramsothy et al., 2017; Costello et al., 2017,
revisto Verstockt et al., 2018; Greuter et a., 2019). Baseado no exposto acima, torna-se necessario a
busca de novos métodos terapéuticos ou a melhora dos ja existentes para o controle e tratamento das
DIl. Nesse sentido, devido a dificuldade do estudo em humanos, diversos modelos experimentais
murino tém sido utilizados para o estudo mais profundos dessas doencas, bem como suas medidas

terapéuticas. Estes model os séo listados e detalhados natabela 1.
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Tabela 1. Modédos Experimentais M urinos de Retocolite Ulcer ativa (RCU)

Modelo Modo de Caracteristicas
tratamento

Acido di- ou tri- | Intraretal Levam ao rompimento da camada epitelia do colon, induzindo um processo
nitrobenzeno  sulfénico inflamatorio caracterizado por estimulagéo de células Th-1/Th-17, dependentede IL-
(DNBS, TNBS) 12/23 e TNF-a e da ativagdo de macréfagos (revisto por Whelan et al. 2012)
Camundongos deficientes | Camundongos Desenvolvem espontaneamente RCU cronica, com a participagdo de células Th-1/Th-
naproducdodelL-10(IL- | geneticamente 17. Nao desenvolvem RCU quando mantidos em condi¢des germ-free (Elliott et al.,
107) modificados 2004, Whelan et al., 2012).

Sulfato de Sodio
Dextrano (DSS) Peso
Molecular =

aproximadamente 40 kDa

Ingestdo em agua

Ocorrénciade lesbes no epitélio damucosado cdlon, o que permite atranslocagéo de
bactérias e inducdo de processo inflamatorio (Okayasu et a., 1990). Participacdo da
resposta Th-1, Th-17 e Th-2, macréfagos, células dendriticas, neutréfilos e
eosindfilos. O tratamento com antibidtico e bloqueio de I1L-12/23 e TNF-a levam a
melhora na inflamagdo do c6lon nesse modelo (revisto por Jurjus 2004; revisto por
Whelan et al. 2012). Um estudo demostrou que a RCU
camundongos BALB/c “germ firee” que convencionais (Hudcovi et al. 2001); porém,

foi mais branda em

camundongos C57BL/6 “germ free” tratados por DSS desenvolveram RCU mais
grave e ao serem colonizados pela floraintestinal tiveram melhora nainflamagdo do
colon (Maslowski et al. 2009). Vale ressatar que camundongos C57BL/6, que
apresenta resposta imune polarizada do tipo Th-1, s80 mais suscetiveis ao DSS,
comparado aos camundongos BALB/c que apresentam resposta polarizada do tipo
Th-2 (Yang et al., 2017).

Oxalone Intra-retal Induz inflamagcdo no intestino com inducéo de células Th-2, células dentriticas e
destruicdo de células epiteliais e caliciformes (Boirivant et al., 1998).

Camundongos deficientes | Camundongos Hiperproliferagdo de células epiteliais, defeito na apoptose, exacerbacdo da

em MUC1 ou MUC2 | geneticamente imunidade inata, aumento de células linféides e aumento de IL-17 (Van der Sluis et

(MUC 12-/-) modificados al., 2006; Nishida et al., 2012).

Camundongos deficientes | Camundongos Aumentaarespostado sistemaimune abactérias. Superexpressao de citocinasdo tipo

em transportador | geneticamente Th-1 (Panwalaet al., 1998).

intestinal deglicoproteina | modificados

(Mdr 1a-/-)

Anti-CD40 e | Intravenosa Induz inflamag&o intestinal com participagéo de citocinas IL-12/1L23, IL-6 e TNF-a

camundongos deficientes

em Rag (Rag -/-)

(Uhlig et al., 2006).

Citrobacter rodentium

Infeccdo viaoral

Inflamacdo intestinal com destrui¢do do epitélio. Aumento de IFN-y, IL-10, IL-12.
(Chen et al.,2005)

C3H/HelBir

Camundongos
geneticamente

modificados

Sistema imune ndo reconhece L PS. Desenvolvem RCU cronica com predominancia
deresposta Th-1 elL-12 (Cong et al., 1998).
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E importante salientar que dados epidemioldgicos indicam uma relacdio inversa entre a
prevaléncia da infeccdo por helmintos e de doencas inflamatérias do intestino, sugerindo que
mecanismos modulatorios estimulados por helmintos possam ser uma alternativa terapéutica para
controle das doencas inflamatdrias crénicas (Weinstock & Elliott, 2009). Corroborando com esses
dados, model os experimentais de inducdo de DIl combinados a infec¢Bes helminticas ou tratamento
com antigenos de vermes, demonstraram melhora dos sinais clinicos da RCU. Nesse sentido, Reardon
et a., (2001) demostraram que ainfecgdo por Hymenolepis diminuta foi capaz de reduzir agravidade
da RCU experimentalmente induzida por DSS em camundongos BALB/c. Semelhantemente, a
infeccdo por Trichinella spiralis reduziu agravidade da RCU provocada por DNBS em camundongos
C57BL/6, bem como reduziu a atividade de mieloperoxidase, IFN-y e IL-12 no colon desses animais.
Elliott et al., (2004) também relataram que a infeccdo por Heligmosomoides polygyrus foi capaz de
reduzir sinais clinicos e destrui¢do do epitélio do colon provocado pelo tratamento com piroxican em
camundongos C57BL/6 IL-10", o que foi acompanhado pela reducéo de IFN-y e IL-12, enquanto
levou ao aumento de IL-13 e FOXp3 no cdlon. Mais tarde, um estudo demonstrou que ainfeccdo por
Schistosoma mansoni amenizou ainflamagdo do cdlon em camundongos BALB/c queingeriram DSS,
o0 que foi acompanhado do aumento de IL-10 e TGF-$, no entanto ainfecgéo por esse trematddeo ndo
foi capaz de reduzir a gravidade da RCU induzida por DSS em camundongos C57BL/6 (Smith et al.,
2009), sugerindo gue os mecanismos associados a modulacdo da RCU por helmintos parasitos pode
depender da espécie do helminto, linhagem do camundongo e modelo de inducéo da RCU.

Apesar de estudos experimentai s terem demonstrado que infecgdes por hel mintos amenizam a
gravidade da RCU, o0 uso dessas infecgdes no tratamento de pacientes humanos com DIl pode néo ser
viavel. Sendo assim, alguns grupos de estudo tem demonstrado que a inoculacdo de antigenos de
vermes como Trichinella spiralis (Motomura et al., 2009), Ancylostoma caninum (Ruyssers et .,
2009), A. ceylanicum (Cangado et al., 2011), Anisakis ssimplex (Cho et al., 2011), Echinococcus
granulosus (Soufli et al., 2015) e Ascaris lumbricoides (Coronado et a., 2017) séo capazes de reduzir
agravidade daRCU experimental mente induzida em camundongos C57BL/6 ou BALB/c. Entretanto,
0S mecanismos envolvidos hessa protecdo ndo estdo totalmente esclarecidos, e as vias imunol ogicas
envolvidas nesse processo foram diferentes nos variados model os de inducdo da RCU, linhagens de
camundongos e espécies de helmintos.

Os mecanismos moduladores induzidos por helmintos incluem a ativagéo de células Th2 e
conseguente inibicao de respostas Thl relacionadas a gravidade de algumas formas de DIl (Khan et
al., 2002; Elliot et a., 2004; Motomura et a., 2009; Du et a., 2011), em outros trabalhos foi visto
inducéo de células T-reg no intestino, gjudando assim amanter o estado de tolerénciado intestino (Du
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et a., 2011; Coronado et a., 2017). Além disso, aguns trabalhos demostraram que a infeccéo por
helmintos altera a microbiota intestinal em camundongos e ratos. Por exemplo, a infeccéo por H.
polygyrus e T. muris aumenta a presenca de membros da familia de bactérias L actobacillaceae e reduz
a abundéancia de espécies de Eubacterium e Clostridium (Walk et a., 2010; Reynolds et a., 2014;
Holm et a., 2015), sendo que Lactobacillus sp. tem um efeito protetor na RCU induzida por Sulfato
DSSou TNBS (Satish et d., 2015; Jo et d ., 2016). Alguns estudos sugerem que a ativacdo da resposta
Th2 e a producdo de IL-22 pelainfeccdo helmintica atera a composi¢do da microbiota da mucosa e
pode ter um papel crucia na resposta as DIl (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 disfuncdo de células caliciformes acompanhada de proliferacdo excessiva da bactéria
Bacteroides vulgatus, que provoca inflamacéo intestina exacerbada (Ramanan et al., 2014). No
entanto, ainfeccdo por H. polygyrus ou T. muris em camundongos NOD2” inibe a colonizago por
B. wulgaris e diminui ainflamacdo intestinal (Ramanan et al., 2014) (Fig. 3).
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Figura 3. Papel darespostaimune, microbiota e helmintos no desenvolvimento de doencas inflamatdriasintestinais.

Apesar das evidéncias acima mencionadas, o efeito modulador de helmintos nas DIl nem
sempre € observado (revisado por McKay, 2015). Neste sentido, Wang et a., (2010) descreveram que
ainfeccdo experimental com H. diminuta agravava a RCU induzida por oxazolona em camundongos.
Outro estudo também relatou que ainfeccdo por T. muris acelerou a progresséo da RCU em Mdrla“
/", um modelo de susceptibilidade genética ao DIl (Bhardway et al., 2014) e aumentou a inflamacéo
intestinal em camundongos IL-107" (Wilson et al., 2011). Além disso, embora a infec¢céo de H.
polygyrus ter levado a reducdo da inflamac&o intestinal induzida pelo tratamento por TNBS ou
camundongos IL-10 7/, a infecgdo por este mesmo helminto resultou em agravamento da RCU
induzida por Citrobacter rodentium, e esse processo inflamatorio 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 modulagdo da

RCU induzida por DSS pelo tratamento com antigenos de Ancylostoma ceylanicum ndo foi
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acompanhado pelo aumento de IL-10 (Cancado et al., 2011). Esses estudos nos indicam que a
modulacdo da RCU pela infeccéo por helmintos apresenta diferentes vias e varia de acordo com a
espécie do verme, dalinhagem do camundongo e do modelo experimental de inducéo da RCU.

Além dos resultados variados em modelos experimentais, estudos clinicos com humanos
também apresentaram controveérsias acerca do uso de helmintos no tratamento de DII. Para alguns
pacientes com DIl aingestdo repetidade ovos Trichuris suis, um nematddeo que parasita suinos e que
causa uma infec¢do transitéria no homem, resultou em redugdo da gravidade da RCU (Summers et
al., 2003; Summers et al., 2005; Reddy & Fried, 2007). No entanto, uma revisdo sistemética de todos
os estudos clinicos realizados com ingestdo de ovos de T. suis para tratar pacientes com DIl indica
gue, apesar de alguns pacientes apresentarem melhora clinica, os dados obtidos até agora néo
permitem conclusdes definitivas quanto a eficécia e seguranca de usar helmintos paratratar pacientes
com essas desordens (Garg et al., 2014).

Baseado no exposto, fica evidente a necessidade de estudos mais detalhados do processo de
modulacdo induzido por helmintos para que se possa propor seu uso com finalidade terapéutica, sendo
gue a cronicidade e o sitio de infeccdo do helminto sdo alguns dos aspectos considerados
determinantes no processo de imunomodulagdo. Nesse sentido, Strongyloides venezuelensis é um
nematédeo 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 apdsinfeccdo (10dpi), mais de 50% dos vermes sdo eliminados, ocorrendo auto cura entre
12dpi e 14dpi em camundongos, 0 que a caracteriza como uma infec¢éo aguda (Sato & Toma 1990;
Finkelman et al. 1997 e 2004). Foi demonstrado que a infeccdo por S venezuelensis tem efeitos
modulatérios de doencas crénicas como hiperreatividade brénquica em modelo murino de asma
alérgica e diabetes do tipo |, experimentalmente induzida em camundongos (Negréo-Corréa et al
2003; Peres et al. 2013). Além disso, nosso grupo de estudo, observou que a infeccdo por S
venezuelensis, mesmo sendo aguda, reduziu os sinais clinicos induzidos da RCU induzida por DSS
em camundongos BALB/c. A melhora clinica dos animais infectados e tratados com DSS foi
acompanhada por uma reducdo significativa da concentragéo de IL-4, IFN-y e IL-17 no homogenato
do intestino grosso, aos 4 dias de ingestéo de DSS, e aumento de IL-4 e IL-10, aos 7 dias de ingestéo
de DSS, em relacéo aos animais somente tratados. A infecgdo por S. venezuelensis também resultou
em reducdo significativa da atividade de EPO e MPO e reversdo da deplecdo de células caliciformes
e producéo de muco observada no colén de camundongos ndo infectados e que ingeriram DSS.
Entretanto, os mecanismos envolvidos nesse processo ndo foram completamente compreendidos.

Diante do exposto, esse trabalho visa dar prosseguimento a caracterizagdo da modulacgéo da

RCU experimentalmente induzida por DSS por intermédio dainfeccdo por S. venezuelensis.
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3 JUSTIFICATIVA

Asdoencasinflamatoriasintestinais (DI1), como adoenca de Crohn e retocolite ulcerativa, sdo
doengas, cronicas e recidivantes do trato gastrointestinal cuja etiologia € multifatorial (Xavier &
Podolsky 2007). As DIl acometem cerca de 4 a 5 milhdes de pessoas no mundo (Halfvarson et al.
2003, Heylen et al. 2014). Os pacientes com DIl sofrem com dores abdominais, diarreia, hemorragias,
perda de peso e febre impactando negativamente a qualidade de vida dos pacientes (Hanauer et al.
2006; Motomuraet al. 2009). Essas doencas sdo de dificil tratamento, e as atuais opgdes de tratamento
dependem basicamente do uso prolongado de glicocorticoides, imunossupressores e antibioticos,
porém nem todos os pacientes respondem bem a esses tratamentos, por isso, novas alternativas
terapéuticas sdo necessarias (Motomura et al. 2009, revisto por Nielsen 2014; revisto por Ahluwalia
et al. 2018).

Estudos epidemiol 6gicos mostram que a prevaénciade DIl é maior em paises desenvolvidos
em relagdo aos paises em desenvolvimento, onde a prevaléncia de helmintos parasitos é alta,
corroborando com a “Hipotese da Higiene” que relaciona a diminui¢do de doengas infecciosas
observada em criancas de paises desenvolvidos com o aumento da incidéncia de alergia (Strachan
1989, Elliott et al. 2000; Weinstock & Elliott, 2009). Coerentemente com os dados epidemiol gicos,
estudos clinicos e experimentais relataram que alguns helmintos sdo capazes de modular as DIl
(Summers et al. 2003; revisto por Whelan 2012; revisto por Varyani et al., 2017). No entanto, em
alguns modelos experimentais ou estudos clinicos randomizados infecgbes por helmintos néo
interferiu ou piorou a inflamagdo intestinal (Garg et al., 2014, McKay 2015), levando a necessidade
mais estudos sobre a interacéo entre helmintos e DII. Os estudos experimentais utilizaram helmintos
gue sdo capazes de desenvolver em seu hospedeiro uma infeccédo crénica (revisto por Whelan 2012;
revisto por Varyani et al., 2017). Desta forma, nosso grupo de estudo tem estudado se a infecgéo por
S. venezuelensis € capaz de modular aRCU induzidapor DSS, umavez que esse nematddeo apresenta
um habitat no trato gastrointestinal fora do colon, apresenta curta duracdo no ciclo biol 6gico, tem f&cil
manutencdo em laboratério e induz resposta imune do tipo Th-2 e T-reg. Resultados preliminares,
demostraram que ainfeccdo concomitante por este nematddeo pode modular a RCU aguda induzida
por DSS em camundongos, reduzindo a inflamac&o intestina (Rodrigues 2015). Entretanto, os
mecanismos imunol égicos e os antigenos do helminto envolvidos no processo de imunomodulagéo
daRCU induzidapelo tratamento por DSS ndo foram compl etamente elucidados e € o foco do presente
estudo. O entendimento de como esse helminto modula a RCU pode auxiliar em novas medidas

terapéuticas, como antigenos ou alvos do sistemaimune, paratratar as DIl em humanos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os mecanismos imunol 6gicos envolvidos ha modulagéo da retocolite ulcerativa induzida por
Sulfato de Sodio Dextrano (DSS) pela infeccdo por Strongyloides venezuelensis ou antigenos

parasitarios em camundongos.

4.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar as ateragOes histopatol gicas e imunol gicas associadas a modulagdo da retocolite
aguda induzida por DSS pela concomitante infeccdo por S. venezuelensis em camundongos.

2. Avdiar os efeitos da infeccdo experimental prévia por S. venezuelensis no estabelecimento

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

3. Avadiar osefeitos de antigenos de extrato bruto de larvas filarioides e de verme adulto ou antigeno
excreto-secretado de verme adulto de S. venezuel ensis na retocolite induzida pel o tratamento com
DSS em camundongos.

4. Verificar os efeitos da infecgdo aguda por S. venezuelensis na retocolite cronica induzida pelo
tratamento por DSS em camundongos BALB/c.

5. Elucidar a participacdo das citocinas IL-33, IL-4, e de eosindfilos na inducdo e modulacéo da

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

6. Verificar os efeitos de antigenos de extrato bruto de S venezuelensis na modulacéo perfil de

ativacdo de macrofagos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Camundongos BALB/c fémeas livres de patdgenos e com oito semanas de idade, foram
fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Camundongos
BALB/c deficientes na producéo de IL-4 (IL-4 /) (Noben-Trauth et al. 1996) foram obtidos da
FIOCRUZ — Rio de Janeiro, camundongos deficientes na producdo do receptor de IL-33 (ST-27/)
(Townsend et a. 2000) foram gentilmente cedidos pelo prof. Dr. Jodo Santana, da Universidade de
Séo Paulo, animais com deficiéncia genéticano sitio de ligagdo e ata afinidade no promotor de GATA-
1, fator de transcricdo essencial para diferenciacéo fina de eosindfilos (Yu et al. 2002), foram
importados pelo Prof. Dr. Mauro Martins Teixeira e estdo sendo mantidos no biotério de criagdo do
laboratério de Imunohel mintologia do Departamento de Parasitologia— ICB - UFMG. Os animais sao
mantidos em estantes ventiladas, e aimentados com racdo granulada para camundongo (Presence,
Paulinia, SP, Brazil) e agua potavel, fornecidas "ad libitum" aos animais. Os experimentos aqui

descritos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica Animal — UFM G protocolo N° 129/2011

5.2 Infeccado por Strongyloidesvenezuelensis

O nematédeo Strongyloides venezuelensis foi isolado inicialmente de Rattus norvegicus
(Brener & Chaia 1960) e mantido no Departamento de Parasitologia, ICB-UFMG, através de
infeccdes sucessivas em ratos da linhagem Wistar. As larvas filaridides infectantes (L3) de S
venezuelensis utilizadas para infecgdo dos camundongos foram obtidas através da coprocultura de
fezes de rato Wistar infectados, entre o 7 e 17 dias de infecgcdo, posteriormente, as larvas foram
isoladas da coprocultura através da técnica de Baermann Morais, filtradas e lavadas com solucéo
fisiolégica (0,85% NaCl) e quantificadas por amostragem sob microscopio estereoscopio. Apos a
contagem, aproximadamente 700 larvas infectantes de S venezuelensis foram inoculadas
subcutaneamente, na regiao abdominal de cada camundongo dos diferentes grupos experimentais.

5.3 Obtencédo einoculacéo de antigenos de S. venezuelensis

V ermes adultos de Strongyl oi des venezuel ensis foram isol ados de camundongos BA L B/c, apos

7 dias da infecgdo com 2000 larvas filaridides infectantes (L3). Para tanto, a metade proximal do
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intestino delgado dos animaisinfectados foi separada, abertalongitudinalmente e incubada em solugdo
salina por 4h a 37°C (Silveira et al. 2002; Negréo-Corréa et al. 2004; Fernandes et al. 2008). A
utilizac8o de animais para recuperacdo de parasitos para obtencdo de antigenos foi aprovada pelo
Comité de Etica Animal — UFMG protocolo N° 368/2018.

Para a preparacdo de produto excretado-secretado (ES) os vermes removidos do intestino
delgado foram lavados em tampéo salina fosfatada (PBS), axenizados através da incubacdo durante
10 minutos com 10 ml de PBS estéril contendo 0,25% (v/v) de hipoclorito de sddio (Solugdo de
reserva contendo 10% de hipoclorito de so6dio, Clorosul, Gravatar', RS, Brasil), em seguida foram
lavados vérias vezes com PBS estéril (250 g por 5 min a 20 ° C) ( Barcante 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) a 37°C com 5% CO»
em incubador umidificado. Os produtos ES presentes no sobrenadante de cultura foram coletados e
concentrados conforme descrito por Cangado et al. 2011. Os vermes do sedimento foram coletados
para obter o extrato bruto (SvE), o qual foi preparado por maceracdo 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 (Cancado et al. 2011). Apo6s aremocao das particulas insolUveis do homogenei zado de
larvas por centrifugacdo (32209, 1h, 4°C), o sobrenadante foi coletado, separado em aliquotas e
congelado para posterior utilizacao.

Para preparacdo de antigeno Lz (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
suspensdo de larvas foi iniciamente agitada com beads de vidro em vortex (cinco ciclos de 1 min
cada) e em seguida o material foi recuperado e sonicado (10 ciclos de 1 min) com um disruptor sdnico
celular (PGC Scientific, Frederick, MD). Apds aremocdo das particul asinsol Gvei s do homogenei zado
de larvas por centrifugacdo (3220g, 1h, 4°C), o sobrenadante foi coletado para posteriormente ser
utilizado (Fernandes et al. 2008).

A concentracéo de proteinas dos antigenos obtidos foi determinada pelo método de LOWRY
e colaboradores (1951) antes de serem distribuidas em aliquotas e estocadas a -20°C. A inoculagdo de
antigenos de S. venezuelensis SVE, ES ou L3E foi feita por via intraperitoneal, na concentragcdo de
25pg/mL diluido em 100 yL de PBS.
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5.4 Inducéo aretocolite ulcerativa

O protocolo de inducdo da retocolite ulcerativa (RCU) aguda foi baseado na metodologia
anteriormente descrita por Cooper (1993) e padronizada durante o mestrado, sendo realizado por meio
da administracdo ora de 4% de Sulfato de Sédio Dextrano (DSS - TdBConsultancy, peso molecular
de 40000 dalton), diluido em &gua e fornecida"ad libitum durante 7 dias consecutivamente.

ParaRCU cronica, o tratamento com DSS foi adaptado do procedimento descrito por Bento et
al. (2012). Paratanto, os animais experimentais foram submetidos a trés ciclos de tratamento com
DSS na concentragdo de 2,5% em &gua fornecida aos animais para ingestdo "ad libitum" durante 7
dias consecutivos, seguido por um intervalo de 14 dias sem administragdo de DSS. Os animais
controles receberam apenas agua, durante todo o periodo experimental da RCU aguda e cronica.

A inducdo daRCU pelo tratamento com DSSfoi combinada com ainfeccdo 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 ateragdes histopatol gicas e imunol 0gicas associadas a modulacéo da RCU
aguda induzida por DSS pela infecgéo concomitante por S. venezuelensis, camundongos BALB/c foram
separados em 4 grupos experimentais de 5-6 animais/grupo por experimento, sendo um experimento para
avaliacdo imunol 6gica e um paraavaliacao histopatol 6gica. O primeiro grupo foi designado de grupo Cirl,
e foi composto de animais ndo infectados e que receberam agua sem adicdo de DSS. No segundo grupo
experimental, designado de grupo Sv, os camundongos foram infectados individualmente com 700 L3 S
venezuelensis pelaviasubcutanea. No terceiro grupo experimental (DSS) os camundongos receberam agua
contendo 4% de DSS por 7 dias consecutivos, entreo 5 e 12° diado inicio do procedimento experimental;
e no quarto grupo experimenta (Sv+DSS), os camundongos foram infectados subcutaneamente com 700

Lsde S venezuelensis e, apartir do 5 dia dainfecgso, receberam agua contendo 4% de DSS (Fig.4).
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Figura 4 Ddlinemento experimental 1:

Ctrl = animais ndo infectados com S. venezuelensis e ndo tratados com 4%DSS; Sv = animais infectados por 700 larvas filari6ides
infectates (L3) de S. venezuelensis; DSS = animais ndo infectados e tratados com 4% DSS em &gua; e Sv+DSS = animais infectados por
700 L3 de S. venezuelensis e tratados com 4% de DSS a partir de Sdias pdsinfec¢do. A eutanasiafoi realizada em dois periodos. aos 9
dias de experimento, corresponde a 9 dias pos infeccdo (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 infeccdo experimental previa por S. venezuelensis modular o
estabel ecimento 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
avaliacdo imunol 6gicae um paraavaliagao histopatol 6gica. O primeiro grupo (Ctrl) foi composto por
animais ndo infectados e que receberam agua sem adicdo de DSS. O segundo grupo (Sv) por
camundongos gue foram infectados individualmente com 700 L3 S. venezuelensis pela via subcutanea
no dia 0. O terceiro grupo (DSS) por camundongos que ndo foram infectados e receberam agua
contendo 4 % de DSS por 7 dias consecutivos, entre 0 15° e 22° dia do procedimento experimental; o
guarto grupo (Sv+DSS) por camundongos que foram infectados subcutaneamente com 700 Lz de S,
venezuelensis e a partir do 15° dia de experimento, corresponde a 15 dias ap0s infeccdo (15dpi), os
animais passaram a receber agua contendo 4% de DSS. A eutanédsia foi realizada no 22° dia de
experimento, corresponde a 7 dias de tratamento com DSS e 22 dpi (Fig. 5). O tratamento com DSS
comegou no 15° dia de experimento porque no modelo murino ocorre auto cura da infecgdo por S
venezuelensis entre 0 12 e 14 dias apés infecgdo, periodo que ndo se encontra mais vermes adultos no
intestino (Sato & Toma 1990).



a parte distal foi congelada a -20°C para posteriormente ser homogeneizada para a avaliacéo da
atividade enzimética de Mieloperoxidase (MPO) e Peroxidase de Eosindfilo (EPO), e para
quantificagdo de citocinas. Nos experimentos para andlise histopatol 6gica dos delineamentos 1, 2A, 3
e 4, apos o colon ter seu comprimento mensurado ele foi aberto longitudinalmente e a parte distal foi
utilizada para confeccéo de laminas histol6gicas. 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

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

5.6 Analise parasitolégica

A cargaparasitariados animais experimental mente infectados por S. venezuelensisfoi avaliada
através da recuperacdo e quantificagdo de vermes adultos do intestino delgado e de ovos eliminados
nas fezes, conforme detalhado anteriormente (Silveira et al. 2002; Negréo-Corréa et al. 2004;
Fernandes et al. 2008). Resumidamente, para recuperacéo de vermes adultos do parasito a metade
anterior do intestino delgado dos animaisinfectados foi separada, abertalongitudina mente e incubada
em solucdo salina por 4h a 37°C. Os vermes recuperados foram quantificados em microscopio
estereoscopico. Para a quantificacdo do nimero de ovos por grama de fezes (OPG), as fezes expelidas
espontaneamente de cada animal infectado foram coletadas aos 7, 9 e 12 dias apds infecgdo, pesadas,
homogeneizadas em volume conhecido de tampéo fosfato contendo 10% de formalina. Os ovos
presentes em amostras de 100uL dasolugéo fecal foram contados em microscopio éptico (Nikon E200)

e transformados em ovos/g/fezes.

5.7 Analiseclinica e macroscopica da retocolite ulcerativa induzida por DSS

A gravidade da RCU aguda e conica experimenta induzida pelo tratamento com DSS foi
estabel ecida baseado na avaliagcéo da aparéncia geral do animal e sua atividade, mudanca de peso,
aspecto das fezes e sangramento retal. Baseado no protocol o estabelecido por Taylor et al. (2009), as
alteracOes clinicas foram pontuadas conforme estabelecido na tabela 2 e a somatodria utilizada como
score clinico da RCU. Posteriormente, o célon dos animais necropsiados dos diferentes grupos
experimentais foi retirado e esticado longitudinalmente (com o ceco fazendo um angulo de 90°) sob
uma régua milimétrica, sendo o comprimento total do colon de cada animal experimental registrado

em centimetros.
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Tabela 2. Alteracgdes clinicas utilizadas para score clinico

Caracteristicas Pontuacao
Normal 0
Erecéo de pelo 2

1. Aparéncia geral

Pouca locomocéo, aspecto
doente
<5%
6% - 10%
11% -20%
> 20%
Normal

2. Perda de peso

3. Consisténciadasfezes | Pastosa ou semi-formada

Liquida

Sem sangue

Sangue oculto nas fezes
4. Sangramento retal

Sangue visivel no reto

Al W N O A N O | W N| | &

Sangue visivel no pelo

5.8 Andlise histopatol 6gica

Para andlise histopatoldgica, aproximadamente 5 cm da metade dista do cdlon de cada
camundongo foi aberta longitudinamente e lavada com solugdo fisiologica. Apds a retirada dos
detritos, a amostra de intestino grosso foi transferida para um papel de filtro com a superficie da
mucosavoltadaparacimae o tecido foi embebido em tampéo fosfato (PBS - 13,7mM de NaCl (Synth),
0,27mM deKCl (Synth), 0,14mM de KH2SO4 (Synth) e 0,43mM de Na,HPO4.7H20 (Synth)) contendo
10% de formalina. Apos aguns minutos no fixador, o material foi enrolado em um palito de madeira
e amarrado com uma linha formando um rolo, que foi ent&o fixado em tampéo fosfato contendo 10%
de formalina, por 24 h. Em seguida as amostras de intestino fixadas foram lavadas por 3-4 h em agua
corrente e armazenada em &dcool 70% até o processamento. Posteriormente, todo materia foi
desidratado em séries crescentes de alcool (70° GL a absoluto), clarificado em xilol e emblocados em

parafina. O tecido foi seccionado (5pm) e corado com Hematoxilina e Eosina (H & E) ou Acido
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Periodico de Schiff (PAS). Para andlise das alteragbes histologicas observadas, cada campo das
I[&minas histol6gicas foi analisado em microscopio optico (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 microscépico 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 camara Olympus DP12

acoplada ao microscopico optico Olympus BX41.

Tabela 3. AlteracBes na mucosa utilizadas para score

microscopico
Caracteristicas Pontuacdo

Sem danos nas criptas 0

Poucos danos na base das
1. Destruicao da criptas 1

arquitetura da mucosa | Danos nabase das criptas e

poucos danos na superficie 2
Perda extensa das criptas 3
Ausente 0

Presente em porcos pontos

da mucosa 1

2. Infiltracéo celular Presente em porcos pontos

da mucosa e da submucosa 2

Abrangendo extensa &rea

da mucosa e da submucosa 3
Ausente 0
Presenca de 1 abscesso 1
3. Presenca de abscesso
_ Presenca de 2 abscessos 2
nas criptas

Presenca de mais de 2
abscessos 3
Normal 0
4. Espessamento da Leve 1
musculatura Moderada 2
Severa 3
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A diferenciacdo de células caliciformes e a producéo de muco também foram avaliadas através
de imagens de secfes de colon de camundongos dos diferentes grupos experimentais corados com
Periodic Acid-Schiff (PAS) (Davey e Nelson 1997).

5.9 Obtencéo do homogenato do célon e estimativa de infiltracédo celular no

tecido

A infiltrac8o e/ou ativacdo de eosindfilos e neutréfilos no cdlon foram indiretamente estimadas
através da atividade enzimética em amostras de homogenato de c6lon dos animais experimentais. Para
eosinofilos, foram quantificada a atividade de peroxidase de eosinéfilo (EPO), conforme padroni zagéo
de Strath (1985) detalhadamente descrita com modificacBes por Silveira et al. (2002), e para
neutréfilos foi medida a atividade da enzima miel operoxidase (MPO), conforme descrito por Bailey
(1988) e detalhado por Barcelos et al. (2005). Para estas andises, 100 mg de tecido da parte distal do
colén de cada animal foi homogeneizado em 1 ml de tampéo PBS contendo 0,05% de Tween 20, 0,5%
de albumina de soro bovino e inibidores de proteases -0,01 mM de EDTA (GIBCO™, Gaithersburg,
MD, USA) e 20 Ul de aprotinina A (Sigma, St Louis MO, USA)- utilizando um homogeneizador de
tecido (Power General 125; Fisher Scientific, Pittsburg, PA). O homogenato resultantefoi centrifugado
(10.000 rpm por 10 min. a4°C) e o sobrenadante foi mantido a -20°C para posterior quantificagdo de
citocinas, conforme detalhamento a seguir. As hemécias presentes no sedimento foram lisadas através
da adicdo de solucdo hipoténica (1,5 ml de solucéo de NaCl a 0,2 %) e, ap6s 30 segundos, a
osmolaridade foi restabelecida pela adi¢éo de igual volume (1,5 ml) de solugdo 1,6 % de cloreto de
sodio contendo 5 % de glicose. A solucdo obtidafoi divididaem partesiguais para o ensaio de EPO e
de MPO e o material foi centrifugado separadamente (10.000 rpm por 10 min. a4°C) e o sobrenadante
descartado.

Para quantificar aatividade de EPO, o sedimento obtido na etapa anterior foi ressuspendido em
PBS pH 7,4 contendo 0,5 % de Brometo de Hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (Sigma),
homogenei zado e submetido a congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido por trés vezes,
com o0 objetivo de romper as vesiculas que contém peroxidase. As amostras foram novamente
centrifugadas (10.000 rpm por 15 min. A 4°C) e o sobrenadante utilizado no ensaio enzimatico feito
em placas de microtitulacdo de 96 pocos (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, Inc. USA). Este ensaio
constituiu daadicdo de 75 pl de cadaamostraou diluente (sem amostra) a 75 pl de solugéo de substrato
(O-phenylenediamtnadihydrochloride, (OPD, Sigma) - 1,5 mM, em tampé&o Tris-HCI (Sigma) - 75
mM, pH 8 suplementado com H20- - 6,6 mM). Apds 30 minutos, a reacdo sera interrompida pela
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adicéo de 50pL de solugéo 1M de &cido sulfarico (H2S04), sendo aintensidade da cor obtida estimada
através daleitura da absorbanciano leitor de ELISA em comprimento de onda de 492nm.

Para quantificar a atividade de MPO, o sedimento obtido na etapainicial foi homogeneizado
com 200 pL de solugéo contendo 0,1M de NaCl, 0,02M de NagP0s, € 0,015M de NaoEDTA pH 4,7 e
em seguida foi novamente centrifugado (10.000 rpm por 10 min. A 4°C). O sobrenadante foi
descartado e 0 sedimento foi ressuspendido em 800 L de solucéo 0,05 M de NazP04, pH 6,4 contendo
0,5% de HTAB. Ap6s ser submetido a 3 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido, paralise de
vesiculas, a solucdo foi centrifugada (10.000 rpm por 15 min. a4°C) e o sobrenadante utilizado em
método colorimétrico para atividade de mieloperoxidase. Para tanto, 25uL da amostra foram
acrescentados a placas de microtitulagdo de 96 pocos (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, inc. USA)
contendo 25pL de substrato composto por 1,6 mM de 3,3'-5,5-tetramethylbenzine (TMB, Sigma)
diluido em dimetilsulféxido (DM SO, Ecibra Sao Paulo, SP, Brasil) seguindo-se aincubagdo a 37°C
por 5 min. Apos este periodo serdo adicionados 100 pl de tampéo de diluicdo (0,05 M de NazPOs,
pH 6,4 contendo 0,5% de HTAB) acrescido de 0,5 mMMH202 e 0 materia foi incubado a 37°C por 5
min. A reagdo foi parada por adicdo de 100 pL de solucdo 0,5 mM de H2S04 (Synth) e a absorbancia
estimada em leitor de ELISA em comprimento de onda de 450 nm.

5.10 Obtencéo de cdlulas dos linfonodos mesentéricos e estimulacéo celular

Apos a retirada, os linfonodos mesentéricos de cada animal experimental foram macerados
através de uma tela de 70 pm com meio RPMI para se obter uma suspensdo celular. A suspensao
celular foi centrifugada (200 x g, 4°C por 10 min.) e o sedimento de célulasfoi ressuspendido em meio
RPMI 1640 completo (Sigma, St. Louis MO, USA) contendo 15 mM de Hepes (GIBCO™) e 24 mM
NaHCOs (Synth), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
1001U/mL de penicilinae streptomicina (GIBCO™) e 60 mg/L de gentamicina (Chemitec, Sio Paulo,
SP, Brasil).

As células obtidas dos linfonodos mesentéricos dos animai s experimentais foram quantificadas
e distribuidas 1x10° células por pogo, em uma placa de 96 pogos para cultura de células Costar
(Corning, NY). As células foram cultivadas em triplicatas, no volume de 200pL de meio RPMI 1640
completo com concavalina A (ConA) na concentracdo de 2ug/mL (Com A, Sigma) durante 72 horas
em estufaumidificadaa37 °C com 5% de CO.. Apds esse periodo, os sobrenadantes foram congelados
para ELISA.
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5.11 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas

Osniveisdecitocinasinterleucina-4 (IL-4), IL-5, IL-13, IL-10, IL-17, IL-22, IL-33, interferon-
gama (IFN-y), Transforming Grouwth Factor Beta (TGF-$), Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF), e
das quimiocinas CCL5, CCL24, CXCL2 foram quantificados nas amostras de homogenato de célon
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
especificacOes do fabricante. Para a quantificagdo as amostras testadas foram diluidas 1:2 em PBS
contendo 0,1% de albuminabovina (BSA- Sigma). Concentracoes definidas de recombinantes de cada
citocinaou quimiocinaforam usadas paragerar uma curva padréo paraconverter densidade 6tica(OD)
para pg/mL. Faixa de detecgdo para IL-4, IL-17, TNF-a, CCL24 ¢ CXCL2 foi 10-1500 pg/mL, para
IL-10, IL-22, IL-33, IFN-y ¢ TGF-b foi 25-2500 pg/mL e paralL-13 foi 120-4200 pg/mL.

5.12 Avalicao da participacéo de macr 6fagos na modulagdo inflamatoria

induzida por S. venezuelensis

5.12.1 Avaliacéo da ativacéo de macr 6fagos peritoneais de camundongos tratados por DSS

e/ou infectados por S. venezuelensis

Paraavaliar o papel dainfeccdo por S venezuelensis e daviallL-33/ST2, IL-4 e eosindfilos no
perfil de ativacdo de macrofagos provenientes do lavado peritoneal de camundongos tratados com
DSS, apos a eutanasia dos animais do delineamento experimental 4B, foi inoculado 5 mL de meio
RPM11640 n&o suplementado na cavidade peritoneal de cada camundongo, que foi massageada e,
posteriormente, o liquido foi coletado através de uma pipeta pasteur. A solucéo obtida da lavagem
peritoneal foi centrifugada (200 x g, 4°C por 10 min.), o sobrenadante foi descartado e o sedimento de
célulasfoi ressuspendido em meio RPMI 1640 completo. As células obtidas do lavado peritoneal dos
animais experimentais foram quantificadas e distribuidas 1x10° céulas por pogo, em uma placa de 96
pocos para cultura de células Costar (Corning, NY). As células foram cultivadas em triplicatas, no
volume de 200pL de meio RPMI 1640 completo com Concanavalina A na concentragéo de 2ug/mL
(Con-A, Sigma) durante 72 horas em estufa umidificada, a 37 °C com 5% de CO,. Apds esse periodo,
os sobrenadantes foram utilizados para quantificacdo de atividade de arginase e niveis de nitrito e
nitrato.
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5.12.2 Avaliacado da ativacdo de macr 6fagos humanos estimulados por L PS e/ou SVE

Para verificar a possibilidade de antigenos de extrato bruto de verme adulto de S. venezuelensis
modular a resposta de macrofagos humanos estimulados com LPS in vitro, foi utilizado a linhagem
celular de mondcitos 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 °C com
5% de CO2. As células foram contadas e 2,5 X 10° células/pogo foram semeadas em placas de cultura
de 12 pocos, diferenciadas em macrofagos pela adicéo de 40nM forbol-12-miristato-13-acetato (PMA
- Sigma) em RPMI completo e cultivados por 48 h a37 ° C. Apés esse periodo, 0 meio das célulasfoi
retirado e adicionado meio RPMI 1640 sem adicdo de PMA para periodo de descanso de 48 horas e
as célulasforam estimuladas com 100ng/mL de Lipopolisacaridio (L PS) purificado de E. coli (Sigma)
e/ou expostos a1, 10 ou 100 pg/mL de extrato soluvel de verme adulto de S. venezuelensis (SVE) em
RPMI 1640 completo. Em a guns experimentos, os macrofagos foram incubados com U0126 (inibidor
de Erk/MAPK, Sigma). Apés 24 horas de estimulo, o sobrenadante da cultura dessas células foi
coletado e utilizado para quantificac8o do nivel de citocinas TNF-a, IL-1f e IL-6 através de ensaios
imunoenzimaticos, descrito anteriormente.

Para verificar a viabilidade das células apos 24 horas de incubacdo com LPS e/ou SVE, as células
foram destacadas utilizando Tripsina-EDTA (Atlanta biologicals, Norcross GA) e contadas em
camara de Neubauer. Também foi realizada a incubacéo de concentracdo conhecida de TNF-a (RD
Systems) recombinante na presenca ou auséncia de 10ug/mL de SVE, em estufa umidificada por 1

hora a 37°C na presenca de CO2 a5%, para verificar se SvE apresenta agéo proteolitica para TNF-a..

5.13 Quantificacdo da atividade de arginase

Para a dosagem da atividade de arginase-1(ARG1), que € uma enzima relacionada a sintese de
colageno e reparo tecidual (Baron & Wynn 2011), foram adicionados 50l do sobrenadante de cultura
de células do lavado peritoneal em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos (Plate Flat Bottom -
SARSTEDT, inc. USA) e em seguida acrescentou-se 50ul de solugdo 10mM de MnCl2 (Synth) e 50ul
de tampédo 50mM de Tris-HCI (Sigma)pH 7,5 em cada pogo e a placa foi aquecida a 55°C por 10
minutos. Com uma aliquota de 25ul da amostra obtida na etapa anterior foram adicionados 25ul de
solugdo 0,5 M L-arginina e a mistura foi incubada por 1 h a 37°C. A reacdo foi interrompida apos
adi¢do de 200ul da mistura acida contendo H2SOs4, H3PO4 e H20 (Synth) (1:3:7). Em seguida

acrescentou-se 13ul de solugdo contendo 9% de a-isonitrosopropiophenonea (IPSF, Sigma) e as
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amostras foram aguecidas a 95°C por 45 minutos seguido de incubacéo no escuro por 10 minutos.
Apbs esse periodo, realizou-se a leitura de absorbancia no comprimento de onda de 540 nm usando
leitor de ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA), para estimar a formacdo de urela. A
concentracdo de ureia nas amostras foi obtida a partir da interpolagdo dos dados de absorbancia da

amostra com os de uma curva padrdo de ureia de sensibilidade 0,8-17mM.

5.14 Quantificacdo de 6xido nitrico

O sobrenadante da cultura de células isoladas do lavado peritoneal também foi utilizado para
estimar aconcentracdo de nitrito e nitrato, como medidaindireta da producéo de oxido nitrico, através
dareacdo de Griess (Tsikas 2007). Paratanto, 100 pl de sobrenadante celular foram adicionados aum
volume igual de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil) etilenodiamina e 2,5% de
H3POs), em uma placa de microtitulagéo de 96 pogos (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, inc. USA), e
amisturafoi incubada durante 10 min a temperatura ambiente. A leitura da absorbanciafoi realizada
em um leitor de ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA), no comprimento de onda 540nm. A
concentragdo de nitrito em cada amostra foi calculada com base na curva padrdo de nitrito de
sensibilidade 6-100uM.

5.15 Eletroforese e Western Blot de extrato proteico de THP-1

Na tentativa de esclarecer possiveis alteraces da via de ativagéo Erk utilizadas pelas células
THP-1, culturas celulares estimuladas com LPS (100ng/ml) e/ou SVE (10ug/mL) €/ou U0126 (inibidor
de Erk/MAPK, Sigma) em meio RPMI 1640 sem soro (30 min, CO. a 5% 37°C) foram lavadas e
lisadas em tampéo de lise (50nM tris-HCI 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), 1ImM NaF e 1 pastilha de inibidor de protease Roche) e as proteinas sollveis
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (Sigma) 8% por 1,5h. Em seguida, as
proteinas separadas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose de 0,2uM e bloqueadas
com 5% de BSA em tampéo 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 4°C com
anticorpo produzido por camundongo anti-Erk humano fosforilado (pERK) (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.), diluido 1:1000 em 5% de BSA em TBST. Ap0s 3 lavagens de 5 minutos com
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TBST, amembranafoi incubada com anticorpo secundario, anti-camundongo conjugado aHRP (Santa
Cruz Biotechnology, Inc) diluido 1:1000 em 5% de BSA em TBST, por 1 horaatemperaturaambiente.
ApOs 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 forforilagcdo de Erk, a marcaco de pErk foi extraida através de lavagem com tampéo
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 4°C) em tampé&o de BSA a 5% em TBST contento anticorpo anti-Erk
total humano (Santa Cruz Biotech) na diluicéo de 1:1000. As membranas foram lavadas, incubadas
com o0 anticorpo secundario. Apés a lavagem, foi aplicado, novamente, o substrato

guimioluminescense e as membranas foram expostas ao filme Kodak XB.

5.16 Analise estatistica

Os dados com distribuicdo normal foram apresentados como média + erro padrdo da média
(SEM), e os dados ndo paramétricos foram apresentados como mediana com intervalo interquartil
(I1Q). Os dados foram analisados utilizando o teste t de Student, quando comparado apenas dois
grupos experimentais, ou de uma andlise unidirecional da varidncia (ANOVA) para mais de dois
grupos. Na ultimaandlise, os valores de P foram atribuidos utilizando o teste de comparacéo multipla
de Tukey. Para os dados com distribuicdo ndo paramétrica foi realizado o teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de comparagdo multipla de Dunn. A andlise de dados obtidos em dois periodos ou
com mais de uma linhagem de camundongos foi feita através de two-way ANOVA, seguida de pés-
teste Tukey. Dados ndo paramétricos de experimentos com duas varidveis foram normalizados por log

e tratados como normais. Os valores P> 0,05 foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacédo das alter acdes histopatoldgicas e imunoldgicas associadas a
modulac&o da retocolite aguda pela infecgdo concomitante por S.

venezuelensis em camundongos
(Dados publicados https://doi.org/10.1016/j.cyto.2018.08.003)

6.1.1 Andliseclinica e histopatolgica da inflamacéo induzida por DSS

Diferente de camundongos controle ou infectados somente com S. venezuelensis, 0s
camundongos tratados com DSS apresentaram perda de peso, diarreia intensa e sangramento retal,
gue no 12° dia do inicio do protocolo experimental (7 dias apds o inicio do tratamento com DSS)
resultou em um score clinico de RCU de mediana 7,5 (11Q 5-9). Camundongos gue foram infectados
por S. venezuelensis e tratados com DSS, também apresentaram alteracfes clinicas compativeis com
aRCU, entretanto o scorefoi 5 (11Q 3-6), resultado significativamente menor que o obtido em animais
apenas tratados com DSS (Fig. 10B). Neste mesmo periodo, também foi possivel verificar que o
tratamento com DSS resultou em encurtamento do colon; entretanto, esta alteracdo patologica
induzidapelo tratamento com DSSfoi revertido em camundongos concomitantemente infectados com

S venezuelensis (Fig. 10C).
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Figura 10. Alteragdes clinicas eintestinais induzidas pelo tratamento agudo com DSS em camundongos BAL B/c ndo
infectados ou concomitantemente infectados por S. venezuelensis.

(A) Delineamento experimental. (B) Score clinico da retocolite observado nos diferentes grupos experimentais. (B) Comprimento do
cblon dos diferentes grupos. Conforme em A, camundongos foram infectados, no dia 0 do procedimento experimental, subcutaneamente
com S venezuelensis (700 Lz larvas/camundongo e no quinto dia de experimento comecaram a receber DSS a 4% em &gua ad libitum por 7
dias consecutivos. A eutandsiafoi realizada aos 9 e 12 dias de experimento. Grupos: Ctrl = animais n&o infectados/ndo tratados; Sv = animais
infectados/n&o tratados; DSS = animais tratados/n&o infectados; Sv+DSS = animais infectadog/tratados. Em B os valores sdo representados
como mediana com intervalo interquartil; e em C como média = SEM. n = 5-6 camundongos por grupo. Dados foram analisados utilizando
two-way ANOV A seguido de Tukey como pés-teste. Dados ndo paramétricos foram normalizados por Log e tratados como normais. * P <0,05
em comparagdo com o grupo controle; # P <0,05 comparando com o grupo Sv; e & P<0,05 na comparagéo com o grupo DSS.

Andlise histol 6gicadas secgdes do célon de camundongos controle (Fig. 11A) revelou mucosa
de aparéncianormal, com criptas bem preservadas e nenhumainfiltracéo celular evidente. A infeccéo
por S. venezuelensis, que vive no intestino delgado, ndo alterou significativamente a aparéncia do
colon (Fig. 11B). Em contraste, o tratamento com DSS induziu intensa infiltracdo celular, eroséo
epitelial e espessamento da paredeintestinal napor¢do distal do cdlon. A intensarespostainflamatéria
levou a &eas de destruicdo da arquitetura das criptas e formacdo de abscessos (Fig. 11C).
Camundongos tratados com DSS durante a infeccdo por S venezuelensis também mostraram
infiltragdo celular na lamina propria do colon distal e espessamento da parede do intestino, mas a
intensidade da resposta foi menor e aarquitetura das criptas foi preservada namaior parte da mucosa
(Fig. 11D). A inflamagdo tecidual de cada animal foi pontuada de acordo com o0s parémetros
estabel ecidos na tabela 3, gerando um score microscopico de RCU, sendo que em camundongos néo
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 infiltracdo celular observada no cdlon de camundongos tratados com DSS mostrou
intenso recrutamento de eosinofilos e neutrofilos (Fig. 11E), o que foi reduzido pela infegdo por S

venezuelensis (Fig. 11F). A reducdo de eosinofilos e neutrdfilos no colon de camundongos tratados
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com DSS e infectados foi confirmada pelo nivel de atividade enzimética no tecido, sendo verificado
gue o homogenato do célon de animais tratados com DSS apresentou aumento significativo na
atividade da EPO (Fig. 11H) e MPO (Fig. 11l) em relagdo aos grupos controles, indicando o
recrutamento de eosindfilos e neutrofilos para o local da inflamagdo. Entretanto, a infecgdo por S
venezuel ensis resultou nareducdo significativadaatividade de EPO e MPO no célon de camundongos

infectados e submetidos ao tratamento com DSS.
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Figura 11. Aspecto histopatolégicos e infiltracdo celular no coldn distal de camundongos BAL B/c concomitantemente
infectados com S. venezuelenis e/ou tratados com DSS.

(A-F) Fotomicrografias de cortes histol 6gicos da regido distal do colén de camundongos BALB/c dos grupos (A) Ctrl; (B) Sv; (C,E)
DSS; e (D,F) Sv+DSS apos 22 dias de infecgdo e 7 dias de tratamento com DSS. (G) Score microscépico da inflamagdo do coldn nos
grupos experimentais. (H) Niveis de atividade de peroxidase de eosindfilo (EPO). (I) Niveis de mieloperoxidase (MPO). Camundongos
BALB/c foram infectados subcutaneamente por S. venezuelensis (700L 3/camundongo) no dia 0 do procedimento experimental e entre
os dias 15-22 foram tratados com DSS a 4% diluido em &gua ad libitum. A eutanésia ocorreu no 22° dia de experimento e a porgéo
distal do colon foi processada e corada com H&E para avaliagdo do infiltrado e o restante foi homogeneizado para quantificacio da
atividade de EPO e MPO. Grupos experimentais: Ctrl (ndo infectado/ndo tratados), Sv (infectado/ndo tratado), DSS (néo
infectado/tratado) e Sv+DSS (infectado/tratado). Em A-D as barras representam 30pm de tecido, seta evidenciainfiltrado inflamatério,
seta dupla destruicdo do epitélio, asterisco espessamento da camada muscular e cabeca da seta granul écitos. Os dados sdo apresentados
como medianacom interquartile range em E e como média+ erro padréo em F e G. n=5-6 camundongos/grupo. Dados foram analisados
utilizando Kruskal-Wallis seguido de Dunn como pés-teste em E, ou one-way ANOV A seguido de Tukey como pés-testeem F e G. As
diferengas estatisticas sdo indicadas em cada gréafico com valores significativos de * P <0,05 na comparacdo com grupo controle. #P<
0,05 na comparagao com o grupo Sv. & P<0,05 na comparagdo com o grupo DSS.
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6.1.2 Alteragdesimunoldgicas associadas a retocolite aguda e sua modulacéo pela infeccéo

Para entender melhor a infiltracdo celular observada no célon de camundongos tratados com
DSS, foram mensuradas a concentracdo de quimiocinas associadas ao recrutamento de eosinofilos
(CCL11) e neutrofilos (CXCL1 e CXCL2) no homogenato do célon aos 12 dias de experimento. A
concentracdo de CCL11 (Fig. 12A) e CXCL1 (Fig. 12B) no homogenato de cdlon de camundongos
infectados com Strongyloides foi baixa e semelhante ao grupo controle. Em contraste, a inducéo de
RCU aguda com DSS resultou em aumento significativo da concentracdo de CCL11 e CXCL1 ea
infeccdo pelo nematddeo foi capaz de reduzir significativamente a concentracéo de CCL 11 no colon,
mas ndo de CXCL 1. A concentragdo de CXCL2 no célon (Fig. 12C) foi significativamente maior em
camundongos infectados com Strongyloides, tratados com DSS e infectados e tratados comparados

ao controle, mas sem diferenca estatistica entre estes grupos.
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Figura 12. Concentracdo de quimiocinas CCL 11, CXCL1 e CXCL 2 relacionadas a retocolite aguda induzida por DSS no
hogenato do colon distal de camundongos BAL B/c tratados e/ou concomitantemente infectados por S. venezuelensis.
A producdo de CCL11 (A), CXCL1 (B) e CXCL2 (C) foi estimada por ELISA em amostras de homogenato de 100 mg do c6lon distal

dos grupos Ctrl (ndo infectado/ndo tratado), Sv (infectado por S venezuelensis), DSS (néo infectado/tratado com DSS) e Sv+DSS
(infectados com S. venezuelensis e tratados com DSS). Camundongos foram infectados, no dia O do procedimento experimental,
subcutaneamente com S. venezuelensis (700 L3 larvas/‘camundongo) e no quinto dia de experimento comegaram a receber DSS a 4%
em agua ad libitum por 7 dias consecutivos. A eutanésia foi realizada aos 12 dias de experimento. Os valores sdo apresentados como
média+ SEM de seis camundongos por grupo. Dados foram analisados utilizando one-way ANOV A seguido de Tukey como pos-teste
* P <0,05 em comparagao com o grupo controle; # P <0,05 comparando com o grupo Sv; e & P<0,05 nacomparagdo com o grupo DSS.
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Devido ao intenso dano tecidual do cdlon observado em camundongos tratados com DSS no
dia 12, a producédo de citocinas de diferentes perfis de ativacdo da resposta foi mensurada no
sobrenadante de cultura de células do linfonodo mesentérico (MLN) estimuladas com Con-A. Em
camundongos infectados por S venezuelensis nédo tratados com DSS, a estimulacdo de Con-A
aumentou significativamente a producéo de IL-4 (Fig. 13D) no dia 9, enquanto que a producdo de
IFN-y (Fig. 13B) nesse grupo ndo foi detectada no dia 12. As células do MLN de camundongos néo
infectados que ingeriram DSS apresentaram produc&o significativamente maior de TNF-a (Fig. 13A)
em resposta a estimulacdo de Con-A em relacdo a todos 0S outros grupos experimentais.
I nteressantemente, o sobrenadante de culturas de células do MLN estimuladas com Con-A obtidas a
partir de animais infectados e tratados com DSS apresentou niveis significativamente mais baixos de
TNF-a (Fig. 13A), IFN-y (Fig. 13B) elL-17 (Fig. 13C) e niveismais elevados de IL-13. (Fig. 13E) e
IL-10 (Fig. 13F) em comparagdo com animais apenas tratados com DSS. As concentragdes de IL-1,
IL-5 e TGF-B no sobrenadante de células MLN estimuladas por Con-A foram semelhantes em todos

0S grupos experimentais.
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Figura 13. Concentracao de citocinas no sobrenadante de cultura de linfonodo mesentérico (M LN) de camundongos BAL B/c
selvagem tratados com DSS e/ou infectados com S. venezuelensis.

A producgdo de TNF-a (A), INF-y (B), IL-17 (C), IL-4 (D), IL-13 (E) e IL-10 (F) foi estimada por ELISA em amostras de sobrenadante
de culturacelular (1 x 107 célulassmL de meio de cultura) do MLN de animais dos grupos Ctrl (ndo infectado/nao tratado), Sv (infectado
por S venezuelensis), DSS (ndo infectado/tratado com DSS) e Sv+DSS (infectados com S. venezuelensis e tratados com 4% DSS em
agua). Camundongos foram infectados, no dia O do procedimento experimental, subcutaneamente com S. venezuelensis (700 Ls
larvas/camundongo) e no quinto dia de experimento comegaram a receber DSS a 4% em &gua ad libitum por 7 dias consecutivos. A
eutanésiafoi realizadaaos 9 e 12 dias de experimento. Em A e B osvalores sao representados como mediana com interval o interquartil ;
eem C-F como média+ SEM de seis camundongos por grupo. Dados foram analisados utilizando two-way ANOV A seguido de Tukey
como pés-teste. * P <0,05 em comparagdo com o grupo controle; # P <0,05 comparando com o grupo Sv; e & P<0,05 na comparacéo
com o grupo DSS.
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7 DISCUSSAO

7.1 Alteracdes histopatologicas e imunologicas causadas pela infeccdo
concomitante por S. venezuelensis na modulagcdo da retocolite ulcerativa

agudainduzida por DSS

Embora a terapia com helmintos tenha sido investigada como uma maneira natural de inibir
doencas inflamatorias (Anthony et a., 2007), as evidéncias acumuladas até 0 momento Sséo
insuficientes para determinar suasegurancae eficaciaparaDIl (Varyani et al., 2017). Estudos clinicos
mostram gue aingestéo de ovos de T. suis reduziu os sinais de DIl grave em um grupo de pacientes
(Summerset a., 2005; Garg et a., 2014), mas o tratamento com helmintosinduziu efeitos adversos e
a melhora clinica ndo foi observada em todos os casos (Garg et a., 2014). Além disso, modelos
experimentais sugerem que o efeito modul ador dainfeccéo por helmintos na DIl varia dependendo da
espécie de helmintos, da cronicidade da doenca e do habitat do helminto (Varyani et a., 2017; Whelan
et a., 2012), justificando, assim, a necessidade de mais estudos. Aqui investigamos papel dainfeccéo
duodenal por S venezuelensis na gravidade da retocolite ulcerativa (RCU) induzida por DSS em
camundongos. Nossos dados demonstraram gue ainfeccdo aguda e concomitante por S. venezuelensis
modula a gravidade da RCU induzida por DSS em camundongos, mas o tratamento com DSS néo
alterou a carga parasitaria e a eliminagéo de vermes.

Conforme apresentado, ainfeccéo concomitante de S. venezuelensis preveniu o encurtamento
do cdlon e reduziu o sangramento retal e a diarreia causada pela ingestdo de DSS em camundongos.
O efeito atenuador da infeccdo por S. venezuelensis na evolucéo da RCU também foi observado
microscopicamente. A andlise histopatolégica do célon de camundongos tratados com DSS e
infectados mostrou éreas de infiltracdo de células inflamatérias e lesdo tecidua mais leves em
comparacao com animais ndo 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 infeccdes helminticas, o hospedeiro foi previamente infectado por
4 a 8 semanas antes de iniciar a exposicdo ao DSS, momento em que essas infecgdes haviam
cronificado. No entanto, nossos dados indicam que o efeito modulatério dainfecgdo por helmintos na
RCU induzida por DSS nem sempre depende de infecgéo crénica, uma vez que ainfeccdo priméria
aguda por S. venezuel ensis também atenuaamorbidade causada pel o tratamento com DSS. Resultados
semel hantes também foram observados em camundongos BALB/c expostos ao DSS durante a fase

aguda da infec¢do por H. polygyrus (Donskow-Lysoniewska, 2012). Além de ter sido observado o
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papel de infeccdes helminticas na reducdo da gravidade da RCU induzida por DSS, também foi visto
gue o tratamento com antigenos ES excretados/secretados derivados de A. ceylanicum (Cangado et
al., 2011), ESdeT. spiralis(Yang et al., 2014) ou proteina 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 modulatérios. O papel de outros helmintos no tratamento e/ou prevencdo da RCU
também foi relatado em outros model os experimentais de RCU, como induzida por DNBS/ TNBS
(Khan et al., 2002; Ruyssers et al., 2009; Motomuraet al., 2009; Du et al., 2011).

A resposta imune relatada na RCU induzida por DSS em camundongos BALB/c tem muitas
semelhancas com DIl humana, particularmente RCU (Jurjus et al., 2004; Yang et al., 2017), umavez
gue os pacientes com RCU mostram uma estimulagdo significativade IL-5 e IL-13, que pode ter um
papel nessa doenca (Fuss et al., 2004; Fuss & Strober, 2008). Outros estudos identificaram que uma
subpopulacéo de células T natura killer (NKT) na lamina prépria do célon de pacientes com RCU é
aprincipal fonte de IL-13 e que esta subpopulacéo de células NKT tem um efeito citotdxico sobre a
HT-29 (linhagem celular epitelial), sugerindo um papel importante dessas células na lesdo do cdlon
desses pacientes (Fuss et al., 2004; Fuss & Strober, 2008). Ainda nesse sentido, a neutralizagcéo do
receptor de I1L-13, IL-13Ra2, amenizou a inflamagdo do cdlon causada pela ingestdo de DSS em
camundongos BALB/C (Karmele et al., 2019). Por outro lado, IL-13 proveniente de células Th-2 ou
ILC2 estimula a expansao de células caliciformes e células epiteliais induzindo assim areparacéo do
epitélio intestinal durante infecgdes helminticas (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 doenca de Chron exibem um processo inflamatério mediado
principalmente pela resposta imune ThL/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 doenca que est4 associada a niveis aumentados de citocinas Th-2 e Treg e a uma
diminuicdo da resposta Th-1(Duan et al., 2012). Portanto, os mecanismos modulatérios induzidos
pelainfeccdo por helmintos na RCU induzida por DSS ou TNBS s&o provavel mente diferentes.

O intenso processo inflamatorio observado no célon de camundongos expostos ao DSS foi
associado com niveis aumentados da producdo de TNF-a, IL-13 e IL-17 por culturas de células
isoladas do MLN e estimuladas por Con-A. Estes dados confirmam gue o tratamento com DSS em
camundongos BALB/c fémeas resulta em uma resposta imunol ogica mista de perfil Th/Th2/Th17.
A estimulagdo 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 a. (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 niveis aumentados de citocinas Th-2.

A producéo de citocinas e€/ou quimiocinas induzidas pelo tratamento com DSS tem sido
associada ainfiltracéo celular no célon (Cancado et al., 2011; Whelan et al., 2012; Yang et al., 2017).
De fato, nossos dados revelaram intensa infiltracéo celular no célon de animais tratados com DSS e
significativo aumento das atividades enzimaticas de EPO e MPO em homogenei zados teciduais, que
indiretamente se relacionam com ainfiltracdo/ativacdo de eosindfilos e neutrofilos, respectivamente.
A presenca de grande nimero de granul6citos no cdlon de camundongos BALB/c expostos ao DSS
também foi confirmada por analise histopatol 6gica.

Em contraste com o intenso processo inflamatdrio detectado no cdlon de camundongos
expostos ao DSS, camundongos infectados com S. venezuelensis apresentaram aumento de citocinas
do tipo 2 e regulatdria no sobrenadante de culturas de células do MLN estimuladas com Con-A, que
resultaram em baixainflamacdo do cdlon apds 12 dias de infeccdo. A inducdo de umarespostado tipo
2 transitoria no intestino de animais infectados com nematddeos, especialmente na por¢éo ocupada
pelos vermes, tem sido muito bem relatada naliteratura[revisadapor Anthony et al., 2007], incluindo
dados sobre camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados por S. venezuelensis (Negréo-Corréaet al.,
2006). A infeccdo pelo nematddeo concomitante a exposicdo a0 DSS resultou em uma redugdo
significativa de IFN-y, TNF-a, e IL-17 no sobrenadante de culturas de MLN estimuladas por ConA
em comparagd com o nivel de citocinas obtido a partir de camundongos expostos ao DSS ndo
infectados. Além disso, camundongos infectados e expostos ao DSS apresentaram aumento da
producdo 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 a., 2018), € possivel que o efeito modul ador dainfeccao
agudapor S. venezuelensis na RCU induzida por DSS possa estar associado a estimulacdo da producéo
de IL-10 e ao consequente balanco de citocinas pré-inflamatorias versus regul atérias detectadas em
camundongos infectados e tratados com DSS. Nesse sentido, Wilson e colaboradores (2011)
revelaram que o blogqueio da atividade da IL-10 em camundongos infectados com S, mansoni e
tratados com praziquantel, apresentaram aumento da resposta Thl, Th2, Thl7, 1gG1l, 1gG2b e IgE
especificos, e eosindfilos circulantes levando aumaredugdo significativada carga parasitéria durante
areinfeccdo. Além disso, camundongos BALB/c geneticamente deficientes para IL-10 e infectados
com citomegalovirus mostraram intensa infiltracdo de neutrofilos no cérebro e patologia severa
(Mutnal et al., 2010).

Estudos prévios também indicaram que o efeito protetor de infecgdes cronicas por helmintos

ou tratamento com antigenos derivados de helmintos na severidade da RCU induzida por DSS foi
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acompanhada por uma diminuicdo da estimulagdo de citocinas pro-inflamatérias, especialmente
Th1/Th-17, e uma producéo aumentada de citocinas T-reg (Cangado et al., 2011; Yang et al., 2014;
Coronado et al., 2017). No presente estudo, nds demonstramos que infeccdo por S. venezuelensis
mesmo sendo aguda foi capaz de aumentar a producéo de IL-10, que por suavez, pode participar na
modulagéo da RCU induzida por DSS.

A modulacdo de citocinas pré-inflamatorias em camundongos infectados com S. venezuelensis
expostos ao DSS pode explicar a menor infiltracdo de granulécitos no tecido do célon, menor
concentracdo de CCL11, uma quimiocina envolvida no recrutamento de eosindfilos (Kitaura et d.,
1996; Deruaz et al., 2008) e atividades reduzidas de M PO e EPO nos homogenatos de célon. Também
foi detectada reducdo significativa nas atividades de EPO e/ou MPO no célon de camundongos
C57BL/6 ou BALB/c expostos ao DSS e inoculados com antigenos de A. caninum (Ruyssers et al.,
2009), A. ceylanicum (Cangado 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 associagéo positiva entre ainfiltragdo de eosindfilos e neutrofilos e
agravidade da RCU em pacientes com DIl humana ou em camundongos tratados com DSS. Pacientes
com RCU apresentaram alta atividade da EPO no fluido de perfusdo colorretal (Carlson et al., 1999)
e um elevado nimero de eosinéfilos no sangue periférico (Coppi et al., 2007). No modelo murino, a
ingestdo de DSS em camundongos com deficiéncia de eotaxina resultou em menor infiltracdo de
eosinofilos no colon e uma RCU mais branda em comparacdo com camundongos do tipo selvagem
(Forbes et al., 2004). A importancia dos eosinéfilos na RCU induzida por DSS foi confirmada em
camundongos AdblGATA, um modelo de camundongo com maturacdo comprometida de
eosinofilicos, que também desenvolveu RCU mais leve (Vieira et al., 2009). Semelhante a atividade
da EPO, ainfiltracdo de neutrdfilos e a atividade de MPO também sdo marcadores da gravidade da
doenca na DIl humana e na inducéo da RCU pelaingestdo de DSS (Alex et al., 2009; Hansberry et
al., 2017).

7.2 Necessidade da infeccdo ativa por S. venezuelensis para modulacdo da

retocolite aguda induzida por DSS

Apos confirmar a possibilidade da infecgdo ativa por S venezuelensis modular a RCU

experimental induzida por DSS em camundongos, nosso interesse foi verificar se infecgdes prévias
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baratory mancpulation. and the frpe of trewae reponse it ndooes

i

Cnidrat 1T LR} 7340

reabp this pamdie o Lnergsiing sobject 10 rudy the modigaiory sfar
promoted by belmindy infecions |n the evoludomof oentive oolidds in
an murcs madal.

Dur dam shows that 5 veremreimss aoss indecion mosdulaiss 5%,
induced uleerative solitis in mefee. The linteal Inprovements fousd (o
&S ot Feeriod eito weng weonguniod by o dgnifam radaion
of mlon inflammation and stimubton of moosa repair mechambms,

2, Maresisl ool methods
0 Mize

Specific patbopen-free G311 8w 9 wedhsold female BALE© mice
were provided by the Animal Fadiey of the Binlogical Sciences lstiase
ol the Unlveesidade Fadeeul ca Mins Coeals [UFRC, Brill. Dueg cha
experimentnl procedure, animads veere boweed in ventbed roche ol the
Antmal Facliny far Halminth [nfectad Animals of fhe Parsstmiogy
Depunrneng (UFMG, Brazil), fad with lobigoory e (Fresence,
Paulircs, 5P Dmeall, mdd provided with Bp waber od Sk
iwperimencal procedares weed @ this sork meoeived prior approval
fronw ghe Rical animal edves cammimes (TP - UPMIG proceeal numbes
12953011 ).

22 Eronginids vevenelod eieiee

We umed the nemamds & veremw s, originalby sl aied from wdld
Ao megicls [49] that hed been malnmined 1o lbormory coedi-
tlome by orial passige [n Visse i, £ smemeknds infoctive Aliform
Iene L3 were obeained from vemmioilice. cukmres of infecred-mx
feces and bofated wsing o Bosrmann apparers described by Megrio
Cornds & Al |45 The récovesed laresd wers 0lgeeed, washed several
dmes in phosphate-braffersd saline (P05 - 137 il Nalh 227 my KL
Ol FH2804, and 043 M MaSSIp04-7H20), and coimaed. Each
enoies wis ssheamrsmely inceufatad (s hie sbhdssing megan with
2003l of PIYS comtainig 700 infective Tarvee fevpenmeninl doy el

23 Indusgon of Lot e sxprimenind design

Experimencal colmis seas inticad by oml Ingedon of DES sobwion
(D65, 35=45k0, TABConadmry, Sweden) s descibed by Cobper
et ol 1500 Boefy, D55 was added oo @iered fap water ag o on-
cenfmcion of 4% and offered ™ the mice od Mvmm for sven oon
secar ve days, STk ar experimental day 5. Presh S5 salamon wes
prepansd amd repisoed dily,

For the expeniments, BALBSc mice were rand omly divided toia four
groups [nleed (1) and ron-dnleted (2) cooimal groggs, which see
cwrred anly tap wainr, mod mfscied (3 and noo- mfected (8) DEE- bonbed
groups, which receved 2 4% 055 agoevus solution as the only soame of
Bigaid from day 5 oo 12of the experlmenml peocedure (Fig 11 Andmals
ware wwghed dadly and sxamiced with mgards i clinical appmimeas,
feca conmsience, amd rectal biseding. At dass 9 and 12, fveseven
anlesals from ceach experlmengel grup wee aneesthedzed with in
traperioneal [4.p.) injecion of ketamines/sy larine [M5mg Dopalen. iy
(S Indusda & Comercio Lida, Peagdll and 16 mg Kensol g (la
Bonmicriom Konig EA., Argesfinajl, snd cuttanized by oecvical dis-
Iocwion. Meseniend lym ph modes (MLN] were collected uoder stenie
cimdlons and the cdls odlivesed i wime for cymokine production
rraEaant. The sesall s e of ench iafec ] mikes wai allected
for evalpmion, The colon was carsfully separaisd. measured, and
fongirpdinally opened o observe possible miceeseopic leslons (51,.52],
Thie demsl hall of the calon [perdon thar & oedy sffecied by DEE-
greammem (255 wa kepe a1 — 21T for mesursment of cymokines:
and enzymatie savies lessinophll peroxidace and midoperoxdase
Frea adlliional miee from sach goap wond sserherisagd and ou-
ghmdeed af the end of the experimeninl procedure fdoy 121 mml their
colons isnlased amd prooessed for histopathologiml analvas.
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Fig 1. Sdeoaic foproibetbo of the cape it nta] porcsl s, Astmisks o b
5, wmerEdenil g wee chepnnEnigy mifes] wiek e senonsds (2
Ll /rmess) and recebvl only tap mater danog the sspecimanial precedurs,
wherens the & venesrknss + DG5S gmop wes infecied with te sme parsie
I ki and | IBe i (4% L% m waler offeoad of Ebam) b
Talapn (frtan 5 he LI dpgl. TAS grompoeeoeival osly 4% 055 adotion Fam 5k
12 i af thi scperimesial procaden, Coelrsd = usisisciad fenimol animilbe;
Lrupplndes  wmesmdemb = ploted (P LS levee/sene]  ankoale;
B = pinfeied  [ESdmmeed (4% D95 in waim) o mkmp %
venerackonl + D88 = isfecied (700 LI larvee mouses) esd DSS-preswed |55
[455 in mpreri mide. S% sndnmls fom md CEperinemn] greip wWerr o
thanegiod ar 9 and 1 2oays of sipa men] ocsdine.

2.4 Fongrleids wiemionds hurden

& venesuclemss Infecton burden was evaluoied os described dse
whimi |45 55]. Hriefly, adult weoems wem roeoiisd from the wpper halld
nf the s=all nwestine afer 4 h of tnculbaoon i POS bufer o0 37°C and
counted under stereg minscope. The feces collected from each in
forsed mnkmal wem wolghal and hamogeniad i 5§ ml of PES mo-
mintng 10% formoln, Twe mmples of te fimal wlutten (100l
sempde] were examined under ight mborogcapy and dhe total mimber af
[ArRE|G aggE COTTCed sl eupREa] as tuesbor of e feces

25 Dinced reckadion of D5 5-mdeead’ cofitic

Mice fram all experimencel groups were mondiorad baed on general
wmppearance (pilcerectien and lthnogyl, weight ke, fecal coocistencos,
andl pactal hlmeding. The invensity of sach clindcal parameter was praded
o ereate a elindcal score for the colitls ranging fram O 1o 14, o de-
scmibed by Toplor wi ol [56], Brisfly, pothology was scoeed as: ()
weght ks - no change = 0, bElow 5% = 1, berween b amd 109 = 2,
benveen 11 amnd 20 = 3, abowe 2086 = 4 [b) feces - normal = 0,
ey oF semifemed = 2 fquid and stcky = 4 (¢ blood - o
bload = 1L visdle Blood norecum = 1, sisdble Bosd on fur = 2 amd
(U] geneal oppearance « nommal = O, ploeecdon = 1, lethargy wwd
plliaraston = 2 modonless e dekly =4

Merropeies were performed o davs @ and 12 of the experimencal
procedure. The eotire hestine of exth mouse wis temoved and the
ool Wik maeusil Witk 4 milinarc psie. Aflar Bessuserenr tha
rolon was: ongitodially open and the mocmeoopic lexioes in the mu-
Cokn Reoed] o 0o 11 askd on flan & al. 51 che présancos af
edimu, enfnnic ulterations and hemoretage, G edine sdhadors
wiwe graded o soore from O ommal) o 3 (Gevese],

26, HEmpaofogle meolianon of DES- indyced ool
For kasmiogioal evalwtion of mion mAammanon, 5.om cegmens

from dsml colon were bress®aidy emoved fom each animal @fes
eathomesin (day 12k The spments were longibadmnlly open, corefully

T4

Lrmkias 111 NS PR

webed with cold FES o remove food esidees, ramsferred o 2 fllier
poper ard Axed with 1% peaformaldehyde solution in PES. A e
mirames |oter, the apenad sagrenes of the mlon were ralled oorer sk,
which were ket o Asatve soluzion owemighs and embedded In par-
aftn. Fivepmn peafen schoms of colan feen mch mmos wers then
stained with herato ylin:sosin (HEh aocomding o ssandard technigoes,
nnd de clssoe bdlareanchom was anpfvzed

To sstzmate Hhw intensity of rflemmatory eacion induced by DSS.
treament, images were capouned witha 40x chjexiveata =10 ocolar
magnification with & digkal camem (OP12; Ohympus] and analyeed
with kmage Pro-pho 4,0 ynfiseare, More thos 15 micosocpic holds of
e colom were randomiy sdecied fiv each animal [oee 3 every fve
isnekee felds) and Byve anfnak were cxacsinel per meamsenr Eack
I ook endlod and thie degme of lofl rearion wis graded by reo
binded inwesdgaiors. Thwe ollowing criterfa were wsed in the miou
scople seoaimg degree of nilammna ey [ofilraies bo the lamioa peopria
(0=5% podnes], disnmoon of bomal oyp oshisagune (-3 mlnm)
pressrce of oy absceses (0=1 sl and thickenieg of the bowvel
wind {3 poleas) The cumulative seove munged fom a mindnwm of 3 oo
a mandmaen af 30 [53],

Gohlei cell diferenagon and mooe podetion wee evabsaied
throagh images of colon serdmes of mice from the different experi
mi=Enl FRIUPS marod with Dortadie Acid-Sehiff (PAS) [57 1 Tha e
centoge of mucus sained o per Seld wie calostaeed: using Imaged
saffwmre (Vemion 1.44) (58} oed 15-30 F2ages wem smammed per

groug.
.7 Cytwme prodnorioe o celbdor wrffiranen @ dhe colen

Cytokime produciion was mesaured v cokure sopemaionts fom
MLN and = small inrestire and colon bomogenaces of mice from the
different experimensed groups. To obmin the ool suspension, RENs
wore pasmed through o Tl-pm cellulor meve, the ervihecyioem were
lyeed, ardd the mmenkant cell smpension way wached and déuted ma
concencration of 1% 107 cells ol in APMI comglete medium [RPMD
1640 [Sgma, 56 Louis MO, USA] congaining 104 fekal callf serum
{Tultilnh, Campinas, SF, Bazd), 19mM of HEFES (R2-hadro.
syetnlpdperacke . 2o slionde scld GIBCO™, Galthenharg
ML USAN 100U 'ml pemiclEs and strepiumics I;GIIEI:IT“L e
oipzaml peniaming [Chemiter, %30 Paulo, 39, Bozxib) A meal of
1004 of cell suspersion wes added 10 Hoawell desue coliae plaes
(Costar, Crening, MY, USA) concalsdng Comeanen nlin-A (Con-Aj (5 gma)
at 2 frol concentration of 1pg/ml, Wells: posiving only odiure
medium were sed & conmols MLN el plared as deaibed sbove
wipire malncslmed for 48 b imoa humidted coll incubsatoe in b pecenc
nf mr contaiming W OO After this pesipll oell sppernamnis were
colleed and kepr ar B3 °C antd the cyokhe quast Seation assevs.

T oiHaln desue bommogeralod, 100 mg R Aampes pollec ied from
the diatal portion of the milon and from smal] iniesiine were homo
genized in Lml of P25 conmining protesse imhibdbors (1 mM phe
nylmechykadfony]l Suwrde, 001 mbd bereeihontum chboride, 10 sl
eihylme dimmine triro acetaie, 20 Klaproginn & and 0054 Tween 200
and cencifoged for Tlmin oo 3000y TEe Aipemamnt wos kops fer
vicling quielSession ool the pelic was furher processed for T
matoa of the eeymate setvity chemacerdstc of eodmophil or. meu
woghll inflcradion Eedncghil sceumulsrinn o aeovallon @ the
hoet riese e indirecthr evohaed by the acciviny of essinophil pes-
oxidose (EFO) in the colon bomogenate, asdetaded n Brad et al. [59].
Similarly, ciasue osurrophilla was estnamod by meapieg, mipdapans-
ickae (MPC paxtvity in che same i2aue homogenme, m previcasly de
scenbred |80 Protocols were adaped o oor experimencal condiions os
I Farmuensdes of 4l jk1] and Schdlme or al. [=3].

Concergrations of intedeukin (1L, L5 IL-10, B-135 IL-17, -1,
gmem inerfern (IFM 4], mansfoming prowth factor besa (TG
e necrass fcla alphs {TNF) and che chemaking 0011 feoemin-
1. €XOL-1/EC oesd CXOL-ZMIP-2 wer mensored by ensyme-linked
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W.F. Radriges o el

imerEnsrbent ey (ELESAD using coemenerc ally available kize (RED
Syatema, Mimneapolin, BN, USA) fdiowing the manufacturer’s fm-
struenions. Enows concenrations of reonmbines cymkine were used m
eererme sandand curves to comven opgical densicy (G0 readings o
parml Sensidviny was 15-30pgiml according oo doe. Informatan
supplived by the menbchurer (BED Siatemmal,

24, Sinnistor! anolyes

Momn distrioubon of dotn wes verified veng the Shagaro- Wilk veas,
Mon-parametric et wis logmesiomed o nomnallee dsoribold.
Formally distrihoted daby were remrded m the mmn 2 standard s
of the meon [SERTL Al analyses were cavled out wsing Prism 7.0
[Crropipadl For mukiple mmparison datn were ambyzed eing Ewo-
winy analysis of variance [ANDA) fnllovwdng by Boaferonn poat-rest o
evabuate the cffect of hefminth mfecton and D85 tnatmeni in different
dmepodnts. Peasite burdsn (oamber of woms ad e from
Strospvipider-infected and BSS-treated phus nfected proups were oon-
pared using webn Student™s ¢ pest 1 sach e poinl. Pamlues < 005
wene mnsdered Exmfomnt

3 Resultz
T4 DSttt R ot gfect S Veresunlove miecine

InitinBy we evalusicd the effect of IR - fremiment on & wescsucleana
tierden during the empertmenal procadurs. 5 agmeemen with previous
reparta | 4,451, we observed o lange number of parmste gz dims-
nated in the feces of infected mice ot seven doys post-infection |7 dpil.
e a aignificant refocion in the eliminabon of mmete epe ot 9 dpi;
ond finalky, the dsappearance of egzs after 12 dpl DES rearment did
noskt after gy elimination [Fg, 244 Moreower, the member of parnsike
warns recovercd from the smol infestine ar 9 dpi was aotisically s
milar between the proups and. by dow 12, both proops Fod eliminaied
the infecton 11t 2B Ac the 2me of worm slimimaton (12 dpil. &
veme seedemae rnfected hed sizmificantly hagheer concenteation of B4 in
small incestine homogenace omparing o mnirol and DES-meated o
imale (Fg, 2010 The EMO petivity was sepmibmandy higher in ol in-
testine of infeced mond DEE weated and infected geoup compomng tm
oy DS -trented mnimaby (Fig, 200 The oonoentration of [FN-y i smafl
imiesmme homogenare was low and only the infesed group chowed
significanty iocrenw of this cvickne compaang b enneml animals
[Fig. ZE); however, D55 treated mice showed sigrefieant reducoon of
lecal [L-10 concergrstion {Tqg. 2F),

colme momice

Infermien with S veneswedorsic did nec signifeanity aliter the colon
appesrmne: ied, conssuerely, did not change the anima dinlcal $aus
[Fig. 3L In contrest, LSS ingestion induced sipnificant weighr Joss in
borh Edficted and non-lnfeesd avperimenml groups [Flg 24), Only
D5S- el mice prencid inonss Earhen and reecal Bleading, -
sultlng by g modisn elinkeal sccee of 7.5 ar day 12 of cho aparknsaal
procaduse. This scom wes dgnifmngy highes fan the medan of
chinizal zcore repomed for P45 remed mice that were infemed with &
vemsmmelinds (Fly. 8] Somoning oF e mion Tageh ndueed by D65
treatment was revemed in smples of mice infected with 5 oo
[Flg. 30 med 0. Marsouver, macrcesophs she of colmice uleerison,
hemarrhage, and ioestine adbecions ndeced by the D&% trement
weme mEdmizal by do emaoale nferion [Fig ZH),

30 S veremeki R aciue Dyfeemon ralaces DFS-Fale el colng
mfmemnnen omd preserves moce: b on irresne

Hispologic ] analysls of colon sections fom o mice (Fig 447

Cyaclitae 111 ANy F2-HT

reveabed muecma of normal appearance, with well presered mypes, and
o evidemi cellular tnfilracion. infecton wich & vescmcleess, which
Ives [n the small Intesine, Bd me stnificandy alter the wlon ap-
pearance [z, 458, In comvirms, ES-sremiment indoced ineense ceBular
Indfiloratbony, eplthelial roosion, and hickesdsg of the howel wall im the
dizi ol powtion of the colon, The mitenee inflimerobcey regume bed o
e of dismiption of crppr archieeioe and alscesies (Flg. 400, Mee
brested with DSS during 5 veresucloar infedion slao showed ceBular
Insfllraon @ the laming propela of te disml eolon md dickening of
the Bowe] wall, bat the intensty of the response wos much bewer oo
the orypr ardhiEcmiee wis preserved e moat of che mscoss (Flg. 201
The tizsoe inflamrmation of esch anenal war Bindly proded and the
seope of noesinfesoed DES-cremed mioe was significandy higher than
imferted DES-eated or only infected and uminfected congml mce
[Fijg- #il.

Tee cellulor infAliroion cwereed in colon of [S-irmied ooce
shovm lsense eosinophil revmlmment (P 8E) chit wins tedoced by 5
veresuelrar mifecBom {Fig 4P The reductcon of eosnophil snd new-
trophll Enfilleracion ba colon of DSSreated md Inlacoed mice wis oo
firmed by sewmabic octivity, Colom bomopenmiee fross DES-treaies]
mice showed siznificens Ineresse ln EPD (Fig AH] and MPO activioy
[[Fg 4%}, indicating the recruitmest of eosimophils and neutrophel o
dee inflomesaton sl However, 5 von csticiessds Infectiun resdved ins
significantdy Jower EPO and MPO petivity in Hee colon of mice mb-
mired o PSS reatmenL

PAS-stawang of colon sectaoe showed a lrge comber of mocs-
producing cells and moas deposrtion on the epithelial layer of contmd
il & wemrd e infected mice (e O ood B, DEStreatment de-
pleted the nomber of muous-prodecing cells and reduced mucns pro
ducton im many areme of the divnl colon (g 5C1 However, this
guseome was ot found in 0S5 rested mece mfected with the remoiode
[Fg 500, The porcentage of muos arem in esch mecroscopy feld of
dizal colon secmons was calcalmed for mach experzental group. The
mradyems confrmed a dgnifon reduction of nmous produdion m DES-
reated mice and moms stmulaton m nemecode infoxed DEE - oeamed
mice [Ty 5B,

T4, § vevmoalemn aonts igfrcgon ebicmn optekine prodection followtne
DS mariment

To further undemzand the. champges ncouming opoo LGS mdsced
rolon inflamembon with concomgant infectian with & vemeeliensi,
we guantified the conoenmabons of cyiokones in olon homogenates
[Fg 5 acd MM mopemabnks (g Tl Collon bomogenates of £ -
nensmes tnfected mice ot % dpi showed 2 sgrificant decmese o the
lerval of I7Pe ¢ mnd incrosas in the kvl of IL-4 and L-13 compresd with
control mice, bn contrast nooeiefected DSE-mreated mice shomeed a
slgnifisant increse in d levels of [FN-y (Fio &A] and IL-§ (Fy 600
compared wikh all the other experimental groups . The concenrazion of
By (Fig. 6l and IL-4 (Flg &I & ook b ogesane of LSS cresied
mice were sgnificantly reduced wihen creared anmals were infecied
with £, wieaadic. Mamovor, [ere Wis an Ineeised sontonrmen of
EL-13 i tha codnn of DES-creatad and mematade infeeted mioe o ocom-
parkon with eostrol mice. Mo sfgnlfl casg AfTman o wore chserved in
O conceniralions of B-5, TOF-f and TNE-x in che eolon of mico froo
al| expermental groupes (data oo shownl At day 12 of e experimenaal
procodum, e eoarentmbions o oyioking eedoced (o tha cokn
homogenates of all the experimental groups (M 8, T beiter anider-
stand tho celular inflirarlon cheerved bn colon of DES-created mice wa
a0 meayure Jocal comcemnRtion of chemolines asmciaied to eosino
phEl fCEL11) el reumrophil (CXCL1 and (RCLZ) reendiorent. The
roncetration of CCLIN (FVig. fd=) and CXCLL (Mg, 6] in oolon
hisrgenace froem SrengylnkdesSnfaced mice wes b and similar m (he
control greap. In comee, D8Sreament resulved in significant in
cfedsn of DELLL and CXCL] concemration and (he enseosninng ne-
matcde fnfedion dgnificantly rdoced the oolon concentmtion of
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LY bor mof CXCLL. The colon concentrabon of CXULE (g bl was
ilgnificangly highes i nimansds Mfacted, N5-cresied md n NS5
treated and infected mice comparisg o the mocrol

CHa T i Anne Bolon s Gamage nbesrsad in I8 rrosced mieo al
day 12, cytokine production was also messursd in the supematant of
Con-A soimmlated MM cell culmres obaled fron mice of 8B experl-
mencal groaps (s, 7L b0 S veeemeleegs infecied mice. GooeA simu
lmicn slgnificntly increased the prodocdon of L4 m day @ aad so
prodoctm of [NFa we detecied at day 12 MM celle from non-in
fected Dt treated mace showed significantly hagher prodecton of IFK
v and W17 [ mesedis 1o Cie-A gimulssnn im seliion oo & ths o
experimencal grompe (Fig. 74 and C) Intepectinghe, the supamarang of
- sl ed PLR coll cnliunes obimined from Dnfectod IES- s fad
mice showed dynificangly Tmwer level of T00F-m (P YR and BT
[P TC0, mdl higher bevels of IL<13 (Fig. 7Epand 0140 [Fg TF I
compansonwith nninfecied P42 reaved mice, The concentm o of 1L
14 L5, mnd TGRS |n the supernammad of Coned simslaied MLN cels
were mmilar in all expenmental groops,

4, Discuszicm

Althongh Felminih thempy hosy been imeestapates] 22 8 ool el
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Fig. L & vessuciont loval and bioiead
i erponse N DES-reEaEd and ue
rresed] BALELY mice [A) Hurnbsr of pra
e bige ehvmiled mogsse e, (B
- Mumbsx of adul wannes reovesred from

| el e, (O Coneanradon of 1.
[0} Eoslstioaphil Peresidise [EFD) mtivily;
CE] tonce nomaken of BNE-y, and 7y 1110 n
smell iew pe nrepeeaic froe e aoe ol e
diffoel cipetmanal goigd unifetal
cmopl, & snesdeac.infecnsd (T (3
I va’ oo |, eninfociol DES-trcolal {45%
D85 e watarl el & reicuclsats- nfodel
0 13 Lerwan e b [E e aled (477 DS
En weie] s Io £ sanctudends ofedial
s, kos - wore cilledad dnd the poi b
epip coamimlal ¥, Sand 13 dpl S nfatnl
dnk s Insin eadh Siparuncintsl golip Woe
sutlenpod 38 Ouel 12 die, anzl mvieriar il
ol Ay nd] Bates e woin, el T ieoever
divd ool udelt wierss wiile B ke
et s homsgeroind wead B sesame fp-
bl and B0 metivih. The sliies mnr re-
prmoed ai the isean = BB of s nmie
ot greap. L ind 6 deka waere nsdyoed by
Suadenis o tosdt midh e sigrificaed & fres
Boterim e mpoismisl gospa e L0
dais were malypacd Iy Gaoasiy ANCPEA,
Fullaree by By Bonferrund puosi-lesd, W = Pl
Ol ' P M, md s 0E R
cumpurten wilk lhe usisfcted fusioe el
mnrol  pamp, T OF< b,
P o= 0, el o s BIHT ol o] W
uibrr experaneiel gnogs dernond sded o
the fgwe The dob o represecegive of
Fumalher ecporimmis with umilae noaslia,

MO MO
2

y #
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Days of Expenmental Frocedurs

naruryl sy of inkdbitng muin flammirm o disesses (61, the evidence
aceumrsiabnind s fa 19 OeurTcient o disiem Ene G5 safecy and effeacy for
1Bk [#3], Cimical sindes hawe shown thar mgestion of 7, s egps e
fduced signals of secene [ED in o group of padans [40.42], bur the
heiminth remment tndwced sile sfecs and the chnlclb mprovement
was it dbserved b nll the cases [42]. Mopeover, experiseren modeds
supzes thot the modulaiony effect of kelminth imfecdon on 18 varies
depending on the belminch species, chronbeiey of the disense, and ha
bitat oF the helmingh 193,04, thas justifeing the meed for farher sty
dies Herein we dnvestgared the pultve robe of 5. venemelensts duo
dinsil Ifioction on th sivertty of DES-Indhiced molits in mbes, Cf dats
demoremmnes thar amube and soncomian X weneEngimsy imfection
mcslilines the sevariny of DSS- induced colkl [ mice, b fhe reaimaant
did mae alter the parasite banden and the worms ekmination
DaSrsaed aodd Enfecred mibce fiomie] o simibar masnhen of neesined
worms and eggy reouversld from feoes comparsd with ooly infecied
enntrol mkce. Bach nemamde Infeored g, the onfy bfecied and the
infected DEFtreaied, showed predominant bpe2 immune regponze in
small Eresmine, tndicaning that the DSE trearment did not madfy the
lenl Serogyinida-inthecmd immune regpomos, al et in ik oarreni
expenmental conditions. The effect of S5 mearzent o belmmnch in
fecrawy bis ool bion evsuated o masr of the prey oo eeporimental
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Dave of Exparmental Procadure
I mum the

Fep: AL Bfect of K ronensbrad sculs mbcfoe e chetical diges of D55 -snckicud el ol (A) Wisghe vanatons i

o, (B Uil sooe of ublivoberee] o ils H’tmllq::mmﬂp.lqn [C ) she lengih i cachexjrisscsial o, (0} Beprosieie I:rugnl.nfl'Jl:
cobiwe alaw wnd appesrmnce s mck pewreal goop, (K Msorscopic sore of al m ihe celen of mece frm diffeest ssperdosoil greup
Copiral = uenircied sondd ool 5 emaielisns = wiatel (700 13 bress'mou sl amicl acimale D85 = wrpiecid RS- tomaind (4% 5% th wa brp mies; 5.
reneenehanstr + IS5 = fnfected GO0 L3 larwave meose) and 85 snevied (8% 55 sy mice, Weight wase v ke da by during the D85 treatment. Sx animals
frreim ks o aqier ul proup Fewsiid b dapn ond 12 oF the s | provtadurn and wal el i Tevmd tve geeeral appemcanca

mright koas, dharchea, and rectal Weanling, cukm h'r@.h. mnl marrseop poene [l on s geals of relanic ulboerwiiois sl berertbaog asd infevio: alle sl In

Tsr-al

W and B specific rpmbok seren ibe soom of ssch inde ko moose el che b e
nrprumnind mommn = Illlul'lrl.rln::l:l:rlnp-
e asshpes] by tevo-miy BEOVA.

repraunnd the medon valus for the acparineeed goup. n & esd © the vehees ams
511:1.‘:' daia i i nnd P wers legemasfocreed o sormalian the dsribiion fee o nabyen Dl
"B os tubid med TP = 0001 de ocom parison with ibe wenfoctal funtrated mice control growes, TP < G061, TTF 0 fudi,

and ¥ o= 0K ceeparing the dals fom BALKE & shesocdenar & 065 greup with the mihar periminil] groops. The dafs am epresoraser of beo atbher

expprrinenis wiik drelar suka

works (1923, 05) . Recendly, Vegas sanchez el | 48] nepacted thot RS
plrplimshon coaacurmanly with T mard Infaion Bucnsd (he pae-
manmre of wormss: in the ingestine, It &5 impomant co menton that,
unbke 8 vereasdemis thar Infects the bog doodesean, T2 muns para-
sitizes the large imbestine of mice, which is also the fzue most affecioed
by DES teniment Moreover, @n L omTent work the DSS mentmens
smamad ar Sdsys e & vreneleni ifectos, when parssiis worms
had already marured in the bost small intestine. Therefore, it s poczible
thnt the effect of D85 e cment om the nemamde infecd o coemme will

depend on the inezsimal niche and the e of esocetom

Our dara abed dhoded thit 5, WA el coneomllnn |nlaian
prevented colon shortening and redunsd ineessinal and recial Beeding
and ciarrhea enused by D65 creatmend In miee. The protective effen of
& vencsueris miection on the evlugon of uleemtive olits war oln

cheerred micrcscopionliy. Histopatzological amabysis of the colon from
tnleciod D65 mefnd mics Whowid milder Infammancey cill mflomes

and tssue kesion compared wigh uninfected D85 reated ammak. & 1
impoinmt fo menton the the modubioery effed of 5wl oo
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Fig. 4. Mowcepic sppeurame of Be dutad colos, pixoaupic aSannutius soes, and odsstive of soinupld peruddae (EM0) aad sydopausidase {490}
Hetiviy i ool onBetrogerete of S venesuclenms-a focted el /oo DESarested mice and thair ceatrols. Photomsi cragrapls of hitolegical sections $ore the cobenic distal
rrgpon of BALEc néce staiteed with Benstondiccosn () st dey 12 of G cperimemial rocelue, evidesciny cell iafillzation (smie), doatrustion of thoue
urchiectoee (doable serow), snd tachenks g of the mocda loyer (ssterish). The sokd arrow bead & (E, F) poisied cossophils, (A) Urdtfocted costeol asisab, (B} 5
veneuekvss. ifacied (700 L3 larvae/ mowse) contiol animeds, (G Uninfeoed DSS-treated (4% 055 b water) imice, (1) S wexemeloni-infecied (700 13 Javoe)
mouse) LSS traated (4% D58 i water) mdee. Scale bans on phateamrogrupls A B, C, 0, E and F = 30gm. (E) Cellider inERraton {(lagher magnifization) i cokon of
uninfecied 0SS reied mice, (F) CeBular il tion (igher maguficathen) in cofon of §. renenudenidsd niscted wod LSS-treqged mice, {67 N copie score of colon
nlssssivs b oxh opoimatsl o, Daw are wpooted © mcdiss with stegatile mmge ol logtasdfioned W wondize tbe ESuiluitios foe the
wred i The conoanmmtion of EPO 00 and VPO (1) wes estisnatad by colriset o tes in oolon bamegesete saonples s days § and 12 mnd shovn te mean & SEM of
W milce per group and arkped by (Wo.nGy ANOVA. TR < 00001, T F < 001, a0d © < 0.08 in comparison with the usinfictad, smrsited cootrel groep. *7 7
P <000 ""F < 006 nd TP < 005 comparing foe dita fre DALB ¢ S wesssofenns + DES group with the othe experistantul g ougs.

infeaton on SS-induced cokits desectad 0 the oarene work was ob- with DSS during the aowe phase of the M. podygris infection [0,
served durlag (e active acuie Infection; therefore, endownda from in. Trecement with exvresed/screted ES antigens derved from A
fective larvae and/or fran intestion] micobioea that oo be recognized  coylombam {261, 15 from T, pirads [69], or recombinant cyssatm pro-
by the bost due to the ntestioe ledon would conerbute to the respome.  teln froos Srgio mualarl 70) and A kmbricobds [16) also ancdiaote
A moddatory effect of DSS-indweced colitis was sl rvpocted m mice 0SS induced mlitin wvesty in mioe, but the effect depent on preasite
chromicnlly tnfeerad with S mansor (2257), ond Trcknella sprels spacies or stage of derelopmene [26.67), Heiminth imfection or antigen
(557, In hese helmizeh infections the host bas been previodsly infocted  mroamee weo modulae the severity of DNVBS TNES- indaod eolitls
fur 4 10 8 weeks before starting the DSS tremment. Mowever, cur data 2021 24900

indicate that the modwatory effect of hdmpth infection an DS8Sn- The interse inflammntoey peoosss whserved in the colon of ISS-
duced colite did nut always depend on chranic infection, snce 8 vee treaied mice wos meoonted with mcresed levels of 1IRN-y, 117, and
masadvrvsis peimary acute lodoct ing ol sl oo tes e morbidiny cansed L4 [n colon homogenaios, and Incressed prodaction o IL-15 und 1117
by DSS rreatment. Similar resulty wers dso observed in mice trewed by MEN o] cultores stimalsied by Con-A, The high concentraion of

Fig. 5. Mucs production i the colon of 5. vene.
sadout-idetal  mdir OSuouied mice
Frommicropraphs of hsuloged sction o the
Al esdon of mice Fom the diffecent expetmenca
sodups o day 12 stained with Schifls Paiodic Add
(PAS), showing the prodection of muce (purpée
seguta dotsd. (A) Uninfected contred wtinuls (8]
8 vevsuckewiendottad [0 13 lervie/mouse)
centml animals (C) Undfectad OSS-treated (4%
DSS in wier) mice, (D) 5. venssuckoss- afeciad
(700 L3 larcsermsase) DSStrated (4% 0SS In
i) mice Scale bies cu pitanicograpts A, B,
Coand D= 30pm (E) Prsence of mucus in the
wolon e Gpessed a8 poacertige of meomn o the
1otn) Basue swen of oach photosicsegreph sod e
peesereed In E 35 ween vidue fo1 sach expenmencal
mn’_‘hmnﬂnﬂnmhm
ANOVA, B < 0,001, TP < 001 and, “< 006
I comparisen witk the uninfocred mitrcotsd con-
ol goep. " P < 000y, TP <001, and 7
P < 005, semporniag the data e BALDA S
wenesckonds 4 D65 group with the aher exped-
mentd grups.

Day 12 of Experimental Procedure

™
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FIg. % Effen & acee 5 wenezpbass g apd ireament with 055 0 oyokines @y chepalines csormemibon o lage iFiegine ol bm ogenpte,
Crmwrii otk of INFoy (KL [L-1-0 (8, IL-8T 4, 19 {0) 1623 JEL 1860 (1%, CCRAL (07 CXCLS () end X022 (T woere wadinubil g ELEN b sinplis of
bt gt uf Kl Lirge bt e (10 g o thenee) e mifocded ool & venesieleash-inkecial (760 13 arwor messes | ebn fecied B8S Srosiol {59 198 n ein |,
onal 5. vrtmunierialy- bfectod (7000 L3 Lacuo ot | D6 S-Ereaind {89 05K (o waber| mics. The vl am npreeeied o the memn £ SEMGF dx mics per grngs. Tha

taia wiru e hrsierd by Ewe-my ANV

R s 0o, " P 0, snd P 2 008 bnoomepa mn wich e reicicbed usmssd conkml groop

Rl R T ML

ol 000, and © P o DS somymnng the dais bom BALR - X wmesuekersis -+ D65 group wilk (e sther scperimsimtal yooops. The dats s i cessighng of Ewn

orther exparimerns wich sim far suks

provinfammatory cyinkine in oodon homogenae cherval at day 9 of
thi exparimenml peocadun (or 4 dme af DSS-mearmen) would G-
termine the gradul infltraticn and awctivatan of milammatory cediy im
cian sl ey 1o tksue lesion, weighe T and redocion of colom
lengit thar peogressivelr opgrovaced the cEnical smre of the colibs.
Inierestmgly, ot the peak of IS5 imlced colon infinmmation the level
of proe inflammarory cyiokine messured in the dssse homogenme re
dusced, prohably dioe o cyinkme segquestm ton by the large romber of
neelvared ceflls and invense tbwue dmayge derected an this time, These
dain mafirm that DES cresement rernlis in o3 mixed Th1 ThlThir
ererminge responae; Mlxed respinee oo Simularn of oype-2 meeane
responee (m (155 induced edllitk have heen reported previcusly [71,72]
ia #c ol [73] eesendly ahieead thi 133 resEment nggravaees DES-
imduced nome caolitis in mice folloswed by tnemased bevels of The2 oy

wdne, twe canfitming the fol of Bpe-2 IMAENE FEponGE o8 th
Dk induced pathology. Lom prodecson of oroldnes andor chemao

kmea imduced by D85 treatment baa been associnbed with ceBulee in-
Bhmrion (o che ool (06064, 720 Our doce reveoksd nsense colbdln
imbltratiom in the mlon of animaly trested with PSS ond o spahcam

finorease of EPD) s MPOD enpymatic acitdties o tioue homogenases,
siiich ndirecty mlam o infiloston of ssimophik md nenmophts,
respeciively. The pressnce of largs nummber of granulncytes in oolkon of
55 -rraanal Enlee s abo confinmed by hlsoogarbolog eal analyals
The immuee regponse reported in D55-indneed calins in ooice has
raeny simifarities with human 180, pariscularks Ulcerative Colrba (UG
[72,74]. UC pathens shine spnifimm simdation of IL-6 aod 1113,
which may hmve a role in the pattwdogy [75,760], Moremer, other sta-
dies [denaified e 8 oapeal kifer T (NET) cel subpapalation In the
lamina propria of the oolon from UC patientsix the mam sowre of B-13
and thag this NET cellsibpopila fod s o cyrniosic effect on the HT-29
epithelial cell-line; migpesting #n mportant role for these cells in the
colom lesbon of Theso parlanzs [75, 761, In confragl, xpatmental colits
anduced by measment with DRNEETHES aod panends with Chrom's dis
case oubihin e infhNeTELOrY [Fosms madkrad malaly by Th Th7
tmmuine response | 20064070 ), Maoneover, in THES induced colids, B33
phrve 2 protective mile m the sverity of the damse that & s=cpjed
wwich incveased levels of The2 amd Teeg eyroliees and a decrensed Thel
reapanse [77 ) Therefore, the modabtors mechanisms indured by
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Fig: 7. Bl of moule 5. menezucleash nifis: o sl preatmes miih 55 en ook commmikn m ol oftes siponatast ol Geeseseelre: (joph oede (k).
Probacimin of TNP-y (A0, TAIP<a [0, -0 (0 DL (), D03 0B, msd 1L-10 (F) s re ot iisied by FLEA inosieple off ool culbier woporssiani [1 01 " Bl
col b maliue] of e MLH in i nfmdtalS mimaiel ombel, 5 eeorcurimds-bbfeciod {0 12 e Aons), winlecind 585 bosied (8% [28 mowater j, ol 5
resussnimnos- srfcted {700 L2 byrvas S DSS-eeaied [ 9% U955 in s mioe, o A& s 0 e vl woers ng-frsceorsed sngd eoprro s 8 mien 505 and
i CF valws wete roprmeon ied sesree = KM ofsie mice per grstq. The dats were anabyasd by twe-way ARVA ™' 2 = L00L, " B < 0L, 2od U P £ (0B
wamnpuisn with the wsinfrct ol untresinl ook gnop FERp o 0, TTF i, and TP 008, eorpating the dab e BALRL: & woouslead + D83
greap wiih the other experimeninl groope, The daia are epresesmbive of two other oopemmenss s s lar reslis

helminth infection mn D65 or THES-induced colits me proboble dif
ferens.

In contensl with the intense inflommplory process detacted = the
eodon of DES ueaped mice, S venesuelesds infecred mice presesined
transient ircrenmed kevels of pe-2 cyiolines noonlon bemogenate mad
In the supsman of Con-d stlorelmed MLE o=l calpsss thar resulied
m low molon inflammation after 12 doys of imedion. The mdoction of
nnslen yped mune respoeoe i fncesing of peode Infecied
amnmals has been very well epoded in litersture [reviewed by 631
Including duin on 5. veremelmas: i nfroed milee [45]. Neverbess, i
comeant rematode fechom and D85 breatmesd resulied in oaomg-
nlfcmt reduion of By, TF-q, IL-4 and [1-17 In dee eolon amd Soc
in the sopematant of Greidestirroinied MLN coliures o compareon
with the cymbine level obinmed fom unfeferted DESmemad mice In
addibum, infecied DS5trmted mice showed appmented IL-10 produc-
tlcan In MAN enlrured edlls. In dee cument woek, we did noe ldemify the
possihle smirce of B-10 or i role m the modaniory process ool theae
studis are imder Invesigation in cur labumory. Based oo Semmre, ir
ix porsihle that the modwimory effec) of §. wessclomiz aouie mmfection
an DES-nduced collzls may be asociared with the silmslmion of B-10
proctuction andd the oonssquent Falanee of pro-inflammatory versus
regularoay cyekines derertal in infecoed DES- rreared mice, Wilson nead
colleapses [75] revealsd tha blaockage of 10210 adiviiy in % oo
Infexted mice reredving pradiguad creamment enbanced T, ThE, ad
Th17 resporzes, worm-specific ki, igth, and &E, and circsating
eoinoplils, chis leading o 8 sigadfeant redeedm of womm burden
sluring the re-infexion. Moreover, mice gensically defickent for BL-10
i feferied sith eyomeegs lovines showed ineense infllcragon of pes-
maphils in the benls and svere pathodogy (72 Peevioes sudies albso
Indicared ghuir the profeschve eMect of chionle helmkkah nlechans or
weatmere with belminth-derived andgens on the severity of NEs-

indhaced coliba im mice were scoompanied by o decressed stmulnbon of
pro-inflammatary eytofnes, espedally Thl/Th-17, and an mcreased
prihoction of Treg oyickmes [26465.06], [n the comres shady, we de-
monsmated that even an scute Enfection by & vereszelnsts wee able to
inerems prodacton of I8, whch m furme moy pecticipate in the
modulndon of D85 duced wollis.

The: modulation of pro-mflommotosy cybokines in S -Ereated el
5 ezl epbeinfeeosd mbor could explain the lower gronulocye ims
fEmtwon m cobon fxeue, ower concentmton of CCLLL. a chemokine
lnwnbead i ensinopid recndmeent (79800, Al redoeal srivides of
MF aod B/ i the colon homopgenser. Significant reduction in colon
mervites of EPCE and Aor BP0 in DES-mearsd mice was also derecrad [n
mice inroabited with anhizens frem A aresom |24 A codomcees
[26], T sralls [69], and recoenbinane cpscatin from A mbrvolde
[16]. Pomitive ssocation between the tnfikration of eosimophil e
neaneaphils and the severing of cobits in human IAD potents o s 0SS
treated mice hms been demonsoored. UG patdesiy show figh EPG oac-
ey b the coloreral perfusing fluid [81] and s diemeed number of
mosimophils in tdhe peripheml bloed 5270 In s murse model. 55
mpearmen in eotaain-defident mice resuked I lower eosirophld in-
¥ mton in the colomand a milder mlids oompared with wild type mice
[RA]. The lmpormance of eodnnphils in DS imdoced mlkis wos mn-
fammed in AGGATA mice, a moose model with compromaeed soadnoe
phill maturaton that nko desefops mlder colibs (58], Moo, the
inury cimed by ensinoplsls in & indured olits was associated with
the eyveotoade actheloy of EPO (50, Simdlar oo BPO acivity, Infllmation
of neutrophils and MPO acbvity are alm mackens of dsese severity tn
fumim ERD ared In DESInduesd 155 26

In nddicion o te msdunlation of enlon Bdlammaton sesponss, our
datn shiwed thit & veemebmsk aoure bdferion preersed most of the
cedon eplichellum layer and abolkbed the depleton of gebler celbs need
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mucus prmductinn caused by DSES-trentmest, indicating that the o=
Mmuns Feiperes Indared by 5 wencmile gt might have & boneficial role
i maintainimg the ntegrty of the inestinal mocsl barter during
Dif-lmbared Infury. In agreement wich mo daa Souflll & ol [29]
shoveed that inooulation of crude exiract of hydapd lamdnaisd bover
fircn. Bl nex oecres gread nans daring DS S remms e in mice o ko regones
gohlet cell diFferentinton and morne pmdadion. Previos sodiee e
wenked diar Eiferent lotesdeal helminth bdecion Bduce repad eacwal
of the hoet mbesticnl epithelium, gobdei cell diferent afon, o e
creased moess prodocton, all of whoeh may be tmeolved &n worm ex
pusion [E7 ERj. The eeinal mucus hasior may hice o profestid
role ngenst acher imemieal pathogens snee epheiinl antevierahinl
peptidas necmulam (m s Saescinal e barther asd pravent Lo
tesiinal inflimmaton cused by pathogens [F=] Similarly, an intact
mucis hnmier B esenclil Sof the expression and Frhon ol the an:
microbial pepiides cathelicdine in regeores o Eniormoebe Wandrior and
i DE5-induced colbls [9],

Alkhvugh the medhanisms responwble for the ioiestimol infegnby
wisie Bl evaloared in the oeeent sudy, we chserved a sinifioss e
crmar in [L-1 comenration in the oolom homopenates oead in MILN ol
supemarant of inferted DES meated mice, mdicaring a svnergic effecrof
Infocrion and DSS-rreaiment tn IL-13 indooion. Reoenr evidance sug-
et tha befminth mfecoon smeubates the production of imnace crip:
kins, @ach ai B-25, IL-22 and TSLP [S62001], by leesxinl spetha.
e el suhtypes, which, in wm, induces 1C2 increase and 1013
producton dan bas been assaclaied wish worm expubion and goble
ol hypesplasn [0 971 Moreower, the imate fmomane respones indoced
by mrssring memmnnd e are alse eacined swidh cremsed predoccion of
antmmcrohial peptides, enhmowement of epichelial repeneation, ond the
regulation of wound repair (93], Finslly, the type-2 tmamune response:
mduced by helmints infection have been shown o alter the compoea.
onn of the mooesll miccobiom and oo bave a oociad Tole in 18D e
sponsd 047 Tho mresting repalr mechaslsm Induosd Ty o3 vesene.
ievair infection and &x role in modulanon of D5%-indoced enlive shiald
‘bar Sarther avaluated b fariee scodies.
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