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RESUMO

A ascaridiose humana é a doenca tropical negligenciada mais prevalente do mundo afetando cerca de
800 milhdes de pessoas. Em areas endémicas, a reinfecgdo é recorrente devido as precarias condicdes
de saneamento basico e, sobretudo, a simplicidade do ciclo de vida do parasito. Apés a ingestédo de
ovos infectantes, larvas de terceiro estadio (L3) eclodem e penetram no intestino grosso, ganham a
circulacdo sanguinea, chegando ao figado e posteriormente aos pulmdes do hospedeiro,
caracterizando a ascaridiose larval. Nesses 6rgédos, as L3 migram gerando lesfes tanto mecéanicas
guanto provenientes da intensa resposta inflamatoria, que é caracterizada principalmente pela intensa
infiltracdo de neutrofilos e eosindfilos. O presente trabalho visou descrever e caracterizar os efeitos
fisiopatolégicos da migragdo das larvas de Ascaris suum nos pulmdes de camundongos infectados,
bem como avaliar o papel dos eosindfilos e da regulacédo das respostas Thl, Th2 e Th17 na patogénese
da ascaridiose larval apds primoinfeccédo e reinfec¢éo. Para tal, inicialmente, foi realizada a avaliagao
parasitolégica e imunopatolégica em camundongos BALB/c primoinfectados e reinfectados durante o
pico de migracao larval pelo figado, pulmé&o e intestino. Posteriormente, camundongos geneticamente
deficientes em GATAL, IFN-y, IL-17RA, ST2, IL-4 e o0s respectivos selvagens foram infectados e
reinfectados e, apds oito dias de infeccdo, foram submetidos & avaliagcdo imunoparasitologica e
fisiopatolégicas. Os resultados mais importantes deste trabalho demonstraram que camundongos
reinfectados apresentaram uma relevante reducdo da carga parasitdria no pulmdo e aumento da
celularidade no lavado broncoalveolar associado a intensa inflamacdo pulmonar granulocitica, que
levaram ao comprometimento da funcgéo respiratoria. Foi evidenciado que a inflamacgé&o pulmonar mista
contribui para o controle da migracao larval, contudo, no que se refere as respostas Th2/Th17, foram
associadas ao maior comprometimento da funcdo pulmonar. Além disso, este trabalho trouxe
evidéncias contundentes da contribui¢cdo dos eosindéfilos no controle da carga parasitaria na ascaridiose
em modelo de simples e multiplas exposi¢cdes. Foi evidenciado também que os eosindfilos sdo
indispenséveis para a producdo de SIgA e, que essas células dependem da sinalizagdo mediada pela
a ativacdo de TLR2 e TLR4 para induzir a producdo de SIgA na mucosa e, como consequéncia,
controlar a carga parasitaria. Por outro lado, foi comprovado que os eosindfilos contribuem para a
fibrose do parénquima pulmonar em resposta as les6es teciduais, contudo, a maior perda fisiol6gica da
funcdo pulmonar foi associada as lesGes agudas provocadas pela migracao larval pelo parénquima

pulmonar.

Palavras Chave: Ascaris suum, eosindfilos, reinfeccao, resposta imune.



ABSTRACT

Human ascariasis is the most prevalent neglected tropical disease in the world affecting about 800
million people. In endemic areas, reinfection is recurrent due to poor basic sanitation conditions and,
above all, the readiness of the parasite life cycle. After ingestion of infective eggs, third stage larvae (Ls)
hatches and penetrates the large intestine, gaining blood circulation and reaching the liver and later the
host lungs, characterizing larval ascariasis. In these organs, L3 migrates generating both mechanical
lesions and intense inflammatory response, which is characterized mainly by intense neutrophil and
eosinophil infiltration. The present work aimed to describe and characterize the pathophysiological
effects of the Ascaris suum larvae migration on the lungs of infected mice, as well as to evaluate the
role of eosinophils and regulation of the Thl, Th2 and Th17 responses in the pathogenesis of larval
ascariasis after single- and re-infection. For this, parasitological and immunopathological evaluation was
initially performed in BALB / ¢ mice single- and re-infected during the peak of larval migration within the
liver, lung and intestine. Afterwards, mice genetically deficient in GATAL, IFN-y, IL-17RA, ST2, IL-4 and
the respective wild-type were infected and re-infected and, after eight days of infection, underwent
immunoparasitological and pathophysiological evaluation. The most important results of this work
demonstrated that re-infected mice presented a significant reduction of the parasitic load in the lung and
increased cellularity in the bronchoalveolar lavage (BAL) associated to an intense granulocytic
pulmonary inflammation, which led to a compromised respiratory function. It was evidenced that mixed
pulmonary inflammation is of extreme importance for the control of larval migration. However, regarding
Th2 / Th17 responses, they are associated with a greater impairment of pulmonary function, especially
Th2. In addition, this work has brought strong evidence of the contribution of eosinophils in a ascariasis
multiple exposition model. It was evidenced that eosinophils are indispensable for the production of SIgA
in the pulmonary mucosa and that these cells depend on the signaling by TLR2 and TLR4 activation to
induce SIgA production in the mucosa and to control the parasitic load. It has been demonstrated that
eosinophils contribute to pulmonary parenchymal fibrosis in response to A. suum tissue damage.
Extrapolating to the current scenario of human ascariasis, the data of this work could also explain the
epidemiological distribution of Ascaris sp. since most of the infected individuals in high endemicity areas,

where they are exposed multiple times to the parasite, present low parasitic load.

Keywords: Ascaris suum, eosinophils, immune response, reinfection.
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1 INTRODUGCAO GERAL

1.1 CONTEXTUALIZAGAO E EPIDEMIOLOGIA

Helmintoses sao infeccdes parasitarias causadas por vermes pertencentes aos Filos Nematoda
e Platelminthes. No Filo Nematoda encontram-se o0s geo-helmintos, que sao parasitos que
desenvolvem parte do seu ciclo bioldgico no solo e, sdo agentes etioldgicos das doencas parasitarias
intestinais mais comuns nos paises em desenvolvimento, como a ancilostomose, a tricuriose a
ascaridiose (LUSTIGMAN et al., 2012).

A ascaridiose humana representa um problema de salde publica e possui grande impacto
socioecondmico. Em 2010, as infeccBes por geo-helmintos causaram para a populacdo humana, a
perda de cerca de cinco milhdes de anos devido a incapacidade (DALYSs), o qual leva em consideragéo
a soma dos anos de vida perdidos por morte prematura e o nimero de anos vividos com alguma
incapacidade devido & morbidade causada pela doenca (WHO, 2013). Somente a ascaridiose
contribuiu para 1,32 milhdes de anos perdidos por incapacidade (PULLAN et al., 2014).

A ascaridiose é considerada uma das mais prevalentes doencas tropicais negligenciadas,
afetando mais de 800 milhdes de pessoas no mundo, sendo que destas, 59 milhBes apresentam
elevado risco de desenvolverem alguma morbidade, com 10 a 60 mil 6bitos anualmente, devido a forma
grave da doenca (SILVA et al., 2003; HOTEZ et al., 2008; HOTEZ, 2010). E apesar das infec¢des por
Ascaris sp. serem mundialmente disseminadas e da existéncia de registros de ascaridiose em regides
economicamente desenvolvidas (WHO, 1987; SILVA et al., 1997a; BRENDALL et al., 2011; UMETSU
et al., 2014; MILLER et al., 2015), as altas taxas de prevaléncias e intensidades de infeccdo se
associam a pobreza aguda e a precérias condi¢des sanitarias em paises em desenvolvimento nas
regides tropicais tais como: Africa, Asia e Américas Latina (WHO 1987; SILVA et al., 1997a; CAMPOS
et al., 2002; FORTES et al., 2004; SHAPIRO et al., 2005; BROOKER et al., 2006; ELLIS et al., 2007,
WALKER et al., 2011; LUSTIGMAN et al., 2012; CHAMMARTIN et al., 2014). Entre outros fatores
associados a transmissao, destacam-se a idade do hospedeiro e as condi¢cdes do ambiente. Em relagao
a idade do hospedeiro, a infeccao pode ocorrer em todas as faixas etérias. Contudo, as criancas sédo
as mais susceptiveis ja que o pico de prevaléncia e de intensidade da doenca ocorre entre seis a dez
anos de idade (MARTIN et al., 1983).

Em relacdo aos fatores ambientais, o risco de transmissdo de Ascaris spp. se relaciona
positivamente com a precipitacdo anual (alta umidade acelera o desenvolvimento dos ovos), assim
como com as caracteristicas do solo, tais como: aridez, acidez (pH: 5,35 - 5,65) e temperatura (25 -
30°C) (BROOKER et al., 2004; PULLAN; BROOKER, 2012; CHAMMARTIN et al., 2013; CHAMMARTIN
et al.,, 2014). Ja as a¢BGes de saneamento se associam com um risco reduzido de transmissédo de
helmintoses em geral (ZIEGELBAUER et al., 2012), como foi demonstrado por Barreto e colaboradores
(2010), em Salvador (BA, Brasil), onde a execucéo de um programa de sanitizacéo reduziu em 42% a

prevaléncia de A. lumbricoides em criancas em idade escolar.
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Em relacdo a distribuicdo da doenca na América Latina e Caribe, estima-se em 86 milhdes o
namero de pessoas infectadas (PULLAN et al., 2014) sendo que, aproximadamente, 50% da
prevaléncia desta doenca ocorre no Brasil (HOTEZ et al., 2008). De acordo com um estudo de revisdo
da Organizagdo Pan-Americana de Saude — OPAS/PAHO (CHAMMARTIN et al., 2014), entre 1995 a
2009 foram reportadas taxas de prevaléncia para A. lumbricoides acima de 50% em varios municipios
do Brasil localizados nos estados de Alagoas (57,0%), Amazonas (51,2 %), Maranhéo (61,5 a 64,7%),
Minas Gerais (57,8 a 65,5%), Parana (73,0 a 88,0%), Pernambuco (79,3 a 80,3%) e Rio Grande do Sul
(51,0%).

1.2 TAXONOMIA

Os agentes etiologicos da ascaridiose humana e suina sdo parasitos pertencentes ao filo
Nematoda, classe Chromadorea, ordem Rhabditida, familia Ascarididae e género Ascaris. Com relacéo
as espécies, A. lumbricoides (Linnaeus, 1758) foi associada a infec¢gdo em humanos, e A. suum (Goeze,
1782) ainfec¢Bes em suinos. A associacao entre a espécie e 0 hospedeiro vem de estudos de infecgdes
experimentais (TAKATA, 1951; GALVIN, 1968) e de observacdes epidemiologicas (ANDERSON et al.,
1993; ANDERSON; JAENIKE, 1997). Entretanto, ndo existe consenso na literatura e, alguns autores
questionam a existéncia de duas espécies distintas, pois, todos os estagios de desenvolvimento destes
parasitos sdo morfologicamente e biologicamente indistinguiveis (ANDERSON, 2001; LELES et al.,
2012; LIU et al., 2012), exceto por uma pequena diferenca no formato dos denticulos dos vermes
adultos (SPRENT, 1952; BARBOSA, 2015). Outros autores defendem a existéncia de uma Unica
espécie com base em estudos moleculares, paleoparasitol6gicos, na histéria de contato préximo entre
humanos e porcos selvagens (iniciado héa aproximadamente dez mil anos), e em andlise comparativa
do genoma mitocondrial (LELES et al., 2012; LIU et al., 2012).

Deste modo, os autores sugerem que os termos A. lumbricoides e A. suum sejam considerados
sinbnimos, com o primeiro tendo prioridade taxon6mica em rela¢éo ao segundo. Esta controvérsia tem
importancia ndo apenas taxonémica, mas implicacdes diretas nas ag¢8es profilaticas e de vigilancia
epidemiolégica da ascaridiose. Dados da literatura demonstram que ambas as espécies podem ser
patogénicas tanto para humanos quanto para suinos, ja que a transmissao cruzada experimental entre
humanos e suinos ja foi demonstrada (TAKATA, 1951; BARBOSA, 2015) e recentes estudos
epidemiolégicos tém sugerido a ocorréncia de transmissdo cruzada natural (NEJSUM et al., 2012;
BETSON et al., 2014; MILLER et al., 2015; BARBOSA, 2015).
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1.3 BIOLOGIA

Os representantes do género Ascaris apresentam ciclo de vida monoxénico, séo vermes longos
e cilindricos, de coloragdo branca, diodicos, cujas formas adultas habitam o intestino delgado
principalmente jejuno e ileo, causando a ascaridiose cronica (DOLD; HOLLAND, 2011a).

O ciclo biolégico desse parasito envolve trés importantes estagios bioldgicos: vermes adultos,
ovos e larvas. Vermes adultos (macho e fémea) possuem uma camada exterior quitinosa consistindo
de cuticula anucleada secretada pelo epitélio adjacente. A boca abre-se na extremidade anterior e
possui trés labios. Machos e fémeas se desenvolvem no intestino delgado do hospedeiro e atingem em
média de 20-30 cm e 30-40 cm de comprimento, respectivamente, e de 3 a 6 mm de diametro. Essas
proporgdes podem variar em decorréncia do estado nutricional do hospedeiro e da carga parasitaria
devido & competi¢do intraespecifica por nutrientes (WALKER et al., 2010). Ao atingir a maturidade
sexual, machos e fémeas realizam a reproducdo sexuada e estas passam a liberar ovos, em média
200.000 por dia, que chegam ao meio ambiente através das fezes do hospedeiro. Na auséncia de
machos, as fémeas liberam ovos inférteis (KENNEDY, 1998; HOLLAND; BEHNKE; DOLD, 2013). O
periodo pré-patente da infec¢@o por Ascaris spp. € de aproximadamente 60 dias, os ovos férteis séo
liberados juntos com as fezes e permanecem viaveis do solo por longo periodo (KENNEDY, 1998;
DOLD; HOLLAND, 2011b) (Figura 1).

AEstégio infectante
A\ Estagio de diagnéstico

Ovo fértil Ovo Infértil A

Figura 1: Representagdo esquematica do ciclo biolégico e formas evolutivas do Ascaris spp.
Fonte: Centro de Prevencéo e Controle de Doencas (CDC)
http://www.cdc.gov/parasites/ascariasis/biology.html
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Os ovos apresentam forma oval com 45 a 75 um de diametro, de coloracdo castanha devido
aos pigmentos biliares contidos nas fezes e capsula espessa composta por trés membranas, sendo a
externa mamilonada formada por mucopolissacarideos, a média formada por quitina e a interna
formada predominantemente por lipidios, garantindo aos ovos a capacidade de resistir as condi¢des
adversas do meio ambiente. Em algumas situa¢des a membrana mamilonada pode ser perdida, sendo
0os ovos denominados, entdo, decorticados. Nas fezes podem ser encontrados ovos férteis
embrionados medindo cerca de 30 a 40 um de largura por 50 a 60 um de comprimento e ovos inférteis,
que sdo maiores e apresentam camada mamilonada menos espessa e com material interno
desorganizado (KHUROO, 1996). Apds serem liberados, com cerca de duas a trés semanas no solo
em condi¢cdes adequadas de temperatura (25 - 30°C), umidade (70 %) e na presenca de oxigénio, 0s
ovos ja apresentam a larva infectante de terceiro estadio (Lz) em seu interior (DOLD; HOLLAND, 2011b;
HOLLAND, BEHNKE; DOLD, 2013).

Por meio de infec¢do experimental murina, a qual mimetiza a infec¢éo inicial nos hospedeiros
naturais, denominada de ascaridiose larval, verificou-se que apés a ingestédo de ovos infectantes pelo
hospedeiro suscetivel, a partir de alimentos ou agua contaminados, larvas Ls eclodem no lumen do
intestino delgado e penetram na mucosa intestinal na altura do ceco, ganham a circulagdo sanguinea
e sdo carreadas ao figado a partir do sistema vascular portal. A migracéo pelo figado atinge o pico do
terceiro ao quinto dia apos a infeccdo. Posteriormente, as larvas chegam a circulagdo novamente e séo
passivamente carreadas aos pulmdes, onde podem ser encontradas a partir do quinto dia de infecgéo,
atingindo o pico no oitavo dia (MASSARA; COSTA; CARVALHO, 1990; GAZZINELLI-GUIMARAES et
al.,, 2013). As larvas migram pelo parénquima pulmonar (Ciclo de Looss), rompem as paredes dos
alvéolos, sofrem muda de Ls & Ls devido & alta concentracéo de oxigénio e ascendem a &rvore
brénquica chegando a faringe, onde podem ser expectoradas ou deglutidas, nesse caso retornando ao
trato gastrointestinal. Ao atingir o lumen do intestino delgado as larvas Ls tornam-se adultos jovens e,
atingem a maturidade sexual tornando-se vermes adultos machos e fémeas. As fémeas comegcam a
liberar ovos nas fezes do hospedeiro por volta do 60° dia pés-infec¢cdo (DOLD; HOLLAND, 2011a;
HOLLAND; BEHNKE; DOLD, 2013; BAILEY; WARNER, 2010).

1.4 FISIOPATOLOGIA E SINTOMATOLOGIA

A maioria das pessoas infectadas com cargas leves a moderadas n&o desenvolve
sintomatologia ou esta, quando presente, é inespecifica e com sintomas leves tais como: dor ou
desconforto abdominal, nausea, anorexia e diarreia (SILVA et al., 1997a). Contudo, infec¢des intensas
séo associadas a complicacdes graves, pois, a morbidade e a mortalidade aumentam em funcéo da
intensidade da doenca. Segundo Brooker e colaboradores (2000), outro fator que impacta a morbidade
€ o poliparasitismo comum nas regides endémicas.

A fase aguda da doenca ocorre durante a fase de migracdo hepatopulmonar ou ascaridiose

larval. ComplicagBes agudas séo raras e, geralmente, associadas a infeccbes com alta carga



) 17
INTRODUGAO

parasitaria. Nesses casos, a literatura médica descreve casos de hematémese (AHMED et al., 2015),
pneumonite eosinofilica (HERRERA; MENESES, 2005), obstrucdo intestinal aguda ou subaguda
(LOUW, 1966; SILVA et al., 1997b; MWENDA, ILKUL, 2013), apendicite (LOUW, 1966), abscesso
hepético (CHAUHAN et al., 2015), ascaridiose pancreatica (LOUW, 1966; GALZERANO et al., 2010;
AZHAR et al., 2015) e biliar (LOUW, 1966; MORANO; MORANO, 1988; SANJEEV; LUM, 2012; WANG
etal., 2013; ASIF et al., 2014; UMETSU et al., 2014; AZHAR et al., 2015; KHUROO et al., 2015). Além
disso, migragéo larval “atipica” pode causar raras e graves complicagdes em 6rgaos nao relacionados
ao padrdo migratério, como a ascaridiose escrotal (DEY et al., 2012).

Ja a fase crbnica ocorre apés estabelecimento dos parasitos no intestino e, as complicaces
cronicas desta fase se relacionam principalmente com anemia e desnutricdo. Ahmed e colaboradores
(2011) realizaram um estudo longitudinal avaliando os impactos da infeccdo por geo-helmintos e
identificaram a presenca de carga moderada a alta de Ascaris como um dos principais aspectos
preditores de raquitismo na populacdo estudada (AHMED et al., 2011).

Com relacdo a desnutri¢céo, evidéncias epidemioldgicas demonstram que infec¢des cronicas,
ou com intenso parasitismo podem contribuir para a desnutricdo do hospedeiro devido ao bloqueio da
absorcdo de nutrientes no intestino delgado, pela a¢do de inibidores de enzimas pancreaticas
secretadas por Ascaris sp. (GREEN, 1957) e, como consequéncia gerar deficiéncias no
desenvolvimento fisico e cognitivo (SILVA et al., 1997a; JARDIM-BOTELHO et al., 2008).

Em termos de diagnéstico, a ascaridiose s é comprovada pela presenca de ovos nas fezes do
hospedeiro (GALVIN, 1968). Desse modo, 0 método mais utilizado na rotina dos servigos de saude,
para a identificagdo de ovos nas fezes de geo-helmintos é o de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) (1934),
gue consiste na técnica de sedimentacdo das fezes e posterior contagem dos ovos no sedimento
utilizando microscopia de luz. Ja para pesquisa cientifica, a OMS/WHO recomenda o método de Kato-
Katz (KATZ et al., 1972), que permite a quantificacdo de ovos por grama de fezes (opg), desse modo,
a determinacgédo da intensidade da infeccao em baixa, moderada e alta (Tabela 1) (WHO, 2002a; WHO,
2002b).

Tabela 1: Classificagdo da intensidade da infec¢do por geo-helmintos por meio da quantificacdo do
numero de ovos por grama de fezes utilizando o método de Kato-Katz (KATZ et al, 1972).

Parasito Infeccéo de intensidade Infeccdo de intensidade Infecgdo de intensidade
baixa moderada alta
Ascaris 1-4.999 opg 5.000 - 49.999 opg 50.000 opg
lumbricoides
Trichuris trichiura 1-999 opg 1.000 - 9.999 opg 10.000 opg
Ancilostomideos 1-1.999 opg 2.000 - 3.999 opg 4.000 opg

Fonte: Organizagdo Mundial de Saude OMS/WHO (2002b).

Métodos de demonstracao de ovos nas fezes apresentam simplicidade e baixo custo (CHAVES
etal., 1979), contudo, a eficacia destes é comprometida em infec¢des de baixa intensidade (KNOPP et

al., 2008), pela presenca de infec¢gBes nas quais o0s parasitos ndo alcan¢gam maturidade sexual ou séo
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todos do mesmo sexo. Neste sentido, e considerando que programas de controle das helmintoses tém
reduzido a intensidade de infec¢éo nas areas endémicas (CHAMMARTIN et al., 2014), estas limitacdes
devem ser consideradas nos estudos e agdes de vigilancia epidemioldgica.

Assim, visto a importancia da morbidade causada pela migracdo das larvas no periodo pré-
patente, torna-se clara a necessidade de desenvolvimento de métodos diagndsticos mais sensiveis e
que sejam capazes de detectar a infeccao ainda na fase inicial. Estudos sorolégicos e moleculares tém
sido realizados e podem resultar em uma alternativa de diagnéstico mais sensivel, especifico e eficaz
para detectar a fase inicial da infeccéo.

Antigenos de extratos brutos e secretados/excretados ou proteinas purificadas de larvas e
vermes adultos tém sido estudados para desenvolvimento de ensaios soroldgicos (KENNED et al.,
1987; LIND et al., 1993; CABRERA-BARROSO et al., 2014; GALVEZ et al., 2014; GONZALEZ-MIGUEL
et al., 2014). A homologia comprovada entre 0s antigenos secretados por estagios larvais de A. suum
e A. lumbricoides (KENNED et al., 1987) ressalta o potencial de aplicacdo de testes sorol6gicos em

diagndstico suino e humano.

1.5 RESPOSTA IMUNOLOGICA

Ao entrar em contato com antigenos derivados de patégenos, linfécitos T CD4* ndo primados
podem se diferenciar em subpopulacées de linfécitos T auxiliares (Th), sendo que os mais conhecidos
sdo os do tipo Th1, Th2 e Th17 (O’'SHEA et al., 2010). No processo de diferenciagéo celular, linfécitos
estimulados pelas citocinas interleucina (IL)-12 e interferon-gama (IFN-y) produzidas principalmente
por células dendriticas, diferenciam-se em Thl e produzem IFN-y, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), IL-2 e IL-12, e expressam o fator de transcricdo T-bet (SAKAGUCHI et al., 2008).

Por outro lado, quando estimuladas pela citocina IL-4, linfécitos T CD4* ndo primados
diferenciam-se em Th2 e, passam a produzir IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, expressando o fator de transcri¢cao
GATA-3 (SAKAGUCHI et al., 2008). Uma importante citocina que participa do processo de
diferenciagédo de linfdcitos em Th2 é a IL-33. Essa citocina, considerada uma alarmina, é produzida por
diversos tipos celulares, como células endoteliais, macrofagos, células dendriticas e fibroblastos
(MULLER et al., 2005; LIEW et al., 2010) e, € liberada no espaco extracelular mediante dano celular e
tecidual, e estimula outras células adjacentes a produzir citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (LIEW et al., 2010),
sendo desse modo, considerada importante para o direcionamento da resposta imune para o tipo Th2.

J& a presenca de fator de transformacéo do crescimento-beta (TGF-B) e de IL-6 promove a
diferenciacéo de células T CD4* ndo primadas em Th17, produtoras de IL-17, e que expressam o fator
de transcricdo ROR-yT (DONG, 2008; KAUFMANN; KUCHROO, 2009). E interessante ressaltar que
durante a diferenciagéo dos linfcitos Th, a citocina TGF- é também responsavel pela indugéo do fator
de transcricdo Foxp3, responsavel pela diferenciacao de células Treg, contudo, a citocina IL-6, quando
presente, atua na supressdo da inducdo deste fator de transcricdo. Assim, as duas citocinas em
conjunto atuam na diferenciagéo de células Th17 (DONG, 2008; KAUFMANN; KUCHROO, 2009). Além
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disso, outros fatores exibem uma relacao reciproca entre células Treg Foxp3* e células Th17. A citocina
IL-2 e o acido retindico séo fatores de crescimento para Treg, enquanto inibem a diferenciagéo de
células Thl7. A citocina IL-1 também atua na amplificacdo da diferenciacdo de Th1l7, mas ndo é a
principal condutora da diferenciacdo dessas células (KAUFMANN; KUCHROO, 2009; STOCKINGER;
VELDHOEN, 2007) (Figura 2).
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Figura 2: Representacao da diferenciagdo das células T CD4+ ndo primadas nos subtipos Thl, Th2 e
Thil7.
Fonte: STOCKINGER; VELDHOEN, 2007.

1.6 RESPOSTA IMUNE NA ASCARIDIOSE LARVAL

A infeccdo por A. lumbricoides e A. suum pode ser dividida em duas fases distintas no
hospedeiro: a primeira, denominada de infeccdo aguda ou ascaridiose larval, caracterizada pela
migragdo das larvas pelo figado e pulmdes do hospedeiro, onde induzem uma intensa resposta
inflamatéria inata. A segunda fase, caracterizada pela cronicidade da infeccdo devido ao
estabelecimento dos vermes adultos no intestino delgado; no limen intestinal os vermes adultos
sobrevivem por um longo periodo e, sdo capazes de estimular constantemente o sistema imunol6gico
(BRADLEY; JACKSON, 2004).

Estudos recentes da ascaridiose larval em modelo experimental murino, demonstraram que a
migracdo das larvas de A. suum pelos pulmdes induz uma resposta imune inata e adaptativa,
caracterizada pelo aumento da produgéo das citocinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (COOPER et al.,
2000; PINEDA; RAMOS 2012; MAIZELS; HEWITSON; SMITH, 2012; GAZZINELLI-GUIMARAES et al.,
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2013). No pico da migracdo das larvas pelos pulmdes (sétimo ao oitavo dia da infeccdo), a elevada
producéo de IL-6 foi correlacionada com a proeminente infiltragdo de neutrdéfilos. Apés a passagem das
larvas pelo parénquima pulmonar, quando estas comegam a migrar pelas vias aéreas, onde retornardo
para o intestino delgado, o infiltrado neutrofilico é substituido por células mononucleares de origem
mieldide, que coincide com a elevagéo gradual de IL-4 e TNF-a no tecido (GAZZINELLI-GUIMARAES
et al., 2013). No entanto, apesar de detectavel no pulmao durante a migracéo das larvas, o papel das
células da imunidade inata e os seus produtos, permanecem desconhecidos na ascaridiose larval.

Outro tipo celular amplamente relacionado as infec¢des por helmintos sdo os eosindfilos, esses
séo células da imunidade inata que, expressam varios TLR em sua superficie, dentre eles TLR2 e TLR4
(KITA, 2011), que tém a capacidade de se ligar a diferentes antigenos excretados/secretados por
helmintos ou presentes em sua superficie. E um aspecto muito importante das infecges por Ascaris é
a interacdo com as mucosas intestinais e pulmonares, onde ia liga¢do entre os antigenos parasitarios
e receptores induz a liberagdo de uma série de mediadores inflamatdérios que ativam granulécitos e os
levam a produzir mediadores que dirigem a resposta imune para o tipo Th2, que é favoravel a produgéo
de IgA (PERRIGOUE; MARSHALL; ARTIS, 2018; MAGALHAES et al., 2010; WONG; CHEUNG; LAM,
2007). Somado a isso, células da musosa pulmonar expressam constitutivamente TLR4, contribuem
para o aumento da producdo de SIgA, sugerindo a participacéo deste receptor na producdo de SIgA
nesse 6rgdo (SHANG et al., 2008) e na consequente eliminagdo dos parasitos.

Outro aspecto muito importante da interagdo entre o parasito e a mucosa pulmonar, onde
ocorrem a ativacao antigénica e a agdo efetora da resposta imune inata, é a estimulacdo de tecido
linfoide associado ao bronquio (BALT) (WILEY et al, 2009; RANGEL-MORENO, 2011; HWANG et al,
2016). Esse tecido linféide, apesar de inexistente em individuos saudaveis, durante processos
infecciosos pulmonares, é induzido a partir do reconhecimento dos padrées moleculares associados
aos patégenos (PAMPs) por células apresentadoras de antigenos (APC), como células dendriticas
(DC), macrofagos e por células especializadas do epitélio da mucosa. A partir dai as células epiteliais
e células dendriticas foliculares liberam mediadores como a linfopoetina estromal timica (TSLP), TGF-
B, IL-10 e &cido retindico. Estes fatores humorais ativam as células linfoides inatas (ILCs) que, por sua
vez, ativam as células B foliculares, que produzirdo IgA na mucosa. Além disso, IL-33 induz ativagéo
de células Bl e, TGF-B e IL-5 agem sinergetivamente na producdo de IgA (ARTIS; GRENCIS, 2008;
CERUTTI, 2011).

Na fase cronica, a resposta imune contra 0s parasitos gastrointestinais é predominantemente
do tipo Th2, marcada pela producdo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, por uma significativa eosinofilia
periférica e tecidual, acompanhada por elevados niveis séricos de imunoglobulina E (IgE), um conjunto
de mecanismos protetores da mucosa, como a secre¢do de muco e contratilidade do musculo liso
intestinal e, ainda, pela baixa proliferacao linfocitaria e significativa modulagao da atividade de citocinas
tipicas da resposta imune Thl (COOPER et al., 2000; GEIGER et al., 2002; PATERSON et al., 2002;
BRADLEY; JACKSON, 2004; JACKSON et al., 2004; DAWSON et al., 2005; O'SHIRO et al., 2006;
MOLLER et al.,, 2007; DOLD; HOLLAND, 2011a; REINA et al, 2011). Desse modo, Turner e

colaboradores (2003) sugeriram que as citocinas Th2 sdo importantes no controle das alteragbes
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intestinais que tornam o ambiente do limen intestinal desfavoravel para estabelecimento do verme
adulto ao ponto de reduzir o nUmero de vermes para que as consequéncias patolégicas sejam minimas.

Apesar da resposta Th2 polarizada na fase crbénica, Cooper e colaboradores (2004)
demonstraram que nao existem evidéncias de diminuicdo da expressédo de citocinas caracteristicas da
resposta Thl, como o IFN-y, em criangas infectadas provenientes de areas endémicas, sugerindo a
ocorréncia de uma resposta sistémica Th1/Th2 mista. Tal achado é analogo ao observado no inicio de
infeccdes experimentais por Ascaris spp. bem como em infecc8es naturais e experimentais por outros
geo-helmintos (COOPER et al., 2000; COOPER et al., 2004; GEIGER et al., 2007; GEIGER et al., 2011;
GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2013). Além disso, Maizels e Balic (2004) e Jackson e colaboradores
(2004), demonstraram que a resposta do tipo Th2 é crucial na fase aguda da infec¢ao para a eliminagéo
dos estagios larvais do parasito e que a citocina IL-5 tem uma forte correlagdo negativa com a
reinfecgdo por A. lumbricoides em humanos.

Por outro lado, Souza e colaboradores (2004) demonstraram que as citocinas IL-4 e IL-10 s&o
essenciais para a modulagdo da resposta celular tipo Th1 contra antigenos néo relacionados a infeccéao,
sugerindo que a infec¢@o ativa por Ascaris sp. esta associada a uma supressao inespecifica da
resposta imune frente a outros estimulos. Gazzinelli-Guimaraes e colaboradores (2016), demonstraram
que a migragao de larvas de Ascaris sp. nos pulmdes de camundongos concomitantemente infectados
por Vaccinia virus, modula negativamente a resposta imune celular especifica ao virus no tecido
pulmonar, favorecendo a replicagdo viral, 0 que induz um aumento significativo na morbidade e
mortalidade dos animais coinfectados. Contudo, aspectos da resposta imune na fase aguda da infecgéo
experimental por Ascaris sp. restam ainda ser elucidados, sobretudo 0s mecanismos protetores
associados a resposta do hospedeiro frente infeccdes repetidas e os mecanismos envolvidos na

relacdo parasito-hospedeiro.
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2 JUSTIFICATIVA

A ascaridiose é a mais prevalente doenca tropical negligenciada, atingindo mais de 800 milhdes
de pessoas (HOTEZ, 2010), com altas taxas de prevaléncias e intensidades de infec¢cao associadas a
pobreza aguda e a precarias condi¢cbes sanitarias em paises em desenvolvimento (WHO, 1987; SILVA
et al. 1997a; BRENDALL et al. 2011; UMETSU et al. 2014; MILLER et al. 2015). E, apesar de a
ascaridiose ser uma doenca ha muito tempo conhecida, como foi evidenciado pela presenca de Ascaris
sp. em populacées medievais da Republica Checa (BARTOSOVA et al., 2011), do leste asiatico (OH
et al., 2010) e em populagdes pré-Colombianas da América do Sul (LELES et al., 2008), ainda
apresenta grande relevancia epidemiolégica impactando negativamente a salde publica de areas
endémicas.

Por outro lado, apesar da sua importancia epidemiolégica, pouco se conhece da fase inicial da
doencga, tendo em vista a dificuldade de diagndstico inicial no hospedeiro natural. Desse modo, nas
Ultimas décadas, um foco especial foi dado a fase tardia da ascaridiose, com a avaliagdo de aspectos
imunoldgicos em individuos cronicamente infectados provenientes de areas endémicas. Como
consequéncia, o conhecimento sobre a ascaridiose larval é ainda inicial, restando ainda muitas lacunas
no conhecimento dos mecanismos que induzem resisténcia/susceptibilidade a infeccdo. Desse modo,
descrever 0s aspectos imunobioldgicos da ascaridiose larval em uma infec¢éo primaéria e reinfeccéo,
possibilita o entendimento do tipo de resposta imune inicial necesséria para o controle da infec¢éo, bem
como, a caracterizacdo dos mecanismos desenvolvidos pelo parasito para evadir a resposta imune do
hospedeiro e, consequentemente contribui para o conhecimento cientifico basico necessario que
podera ser traduzido no desenvolvimento de estratégias imunoprofilaticas, que visam interromper o
ciclo de transmissdo do parasito, pelo bloqueio da migracdo larval na fase aguda da infecgéo,
impedindo o estabelecimento de vermes adultos.

Para o estudo da ascaridiose larval, o uso de modelo animal tem se mostrado eficiente no
entendimento dos mecanismos da resposta imune e fisiopatologia, tanto da infecgéo priméria, quanto
apo6s multiplas exposicdes, onde foi evidenciado que apds infec¢des por A. suum ha um aumento de
células mononucleares e granulécitos e, que apresenta um padrdo de resposta imune misto
Th1/Th2/Th17 (GAZZINELLI-GUIMARAES et al. 2013; NOGUEIRA et al. 2016). Todavia, estudos
acerca dos mecanismos de evasao do sistema imunoldgico utilizados pelo parasito; a resposta imune
e impacto no organismo nos individuos expostos multiplas vezes a infec¢do, e ainda, os efeitos
imunomoduladosres de Ascaris sobre o hospedeiro ainda sdo escassos, tornando estudos nessa area

extremamente relevantes.
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3 OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos imunoldgicos e fisiopatologicos envolvidos na ascaridiose larval e
determinar o impacto de multiplas exposi¢Ges as larvas de Ascaris suum, na regulacéo da resposta
imune celular e tecidual, bem como no controle da carga parasitaria em modelo experimental murino.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a carga parasitaria nos 6rgédos de camundongos primoinfectados e reinfectados, das
linhagens BALB/c selvagens e geneticamente deficientes na producéo de IL-4, no receptor ST2 e no
fator de transcricdo GATAL; e de camundongos C57BL/6j selvagens e geneticamente deficientes na
producéo de IFN-y e nos receptores IL-17RA, TLR2 e TLR4, em diferentes tempos de infec¢éo;

- Avaliar o impacto histopatolégico da migragdo larval nos 6rgdos de camundongos
primoinfectados e reinfectados, das linhagens BALB/c selvagens e geneticamente deficientes na
producéo de IL-4 e no receptor ST2 e no fator de transcricio GATAL; e, de camundongos C57BL/6j
selvagens e geneticamente deficientes na producédo de IFN-y e no receptor IL-17RA, em diferentes
tempos de infec¢do, comparando-0s aos respectivos néo infectados;

- Avaliar a funcdo pulmonar de camundongos primoinfectados e reinfectados, das linhagens
BALB/c selvagens e geneticamente deficientes na producdo de IL-4 e no receptor ST2 e no fator de
transcricdo GATAL; e, de camundongos C57BL/6j selvagens e geneticamente deficientes na producao
de IFN-y e no receptor IL-17RA, em diferentes tempos de infeccdo, comparando-os aos respectivos
néo infectados;

- Avaliar a perfil de leucécitos (circulantes e nas vias aéreas) de camundongos primoinfectados
e reinfectados, das linhagens BALB/c selvagens e geneticamente deficientes na producéo de IL-4 e no
receptor ST2 e no fator de transcricho GATAL; e, de camundongos C57BL/6j selvagens e
geneticamente deficientes na producdo de IFN-y e nos receptores IL-17RA, TLR2 e TLR4, em
diferentes tempos de infec¢cdo, comparando-os aos respectivos néo infectados;

- Avaliar os niveis de proteina exsudada e de hemoglobina nas vias aéreas de camundongos
primoinfectados e reinfectados, das linhagens BALB/c selvagens e geneticamente deficientes na
producédo de IL-4 e no receptor ST2 e no fator de transcricdo GATAL; e, de camundongos C57BL/6j
selvagens e geneticamente deficientes na producao de IFN-y e nos receptores IL-17RA, no oitavo dia
pos-infeccdo, comparando-os aos respectivos nao infectados;

- Avaliar a atividade da mieloperoxidase de neutrdfilos e peroxidase eosinofilica nos pulmdes
de camundongos primoinfectados e reinfectados, das linhagens BALB/c selvagens e geneticamente
deficientes na producéo de IL-4 e no receptor ST2 e no fator de transcricdo GATAL; e, de camundongos
C57BL/6j selvagens e geneticamente deficientes na producédo de IFN-y e nos receptores IL-17RA, em

diferentes tempos de infeccdo, comparando-os aos respectivos nédo infectados;
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- Avaliar o perfil de citocinas sistémicas e teciduais de camundongos primoinfectados e
reinfectados, das linhagens BALB/c selvagens e geneticamente deficientes na producéo de IL-4 e no
receptor ST2 e no fator de transcricho GATAL; e, de camundongos C57BL/6j selvagens e
geneticamente deficientes na produgdo de IFN-y e no receptor IL-17RA, em diferentes tempos de
infeccdo, comparando-o0s aos respectivos ndo infectados;

- Avaliar os niveis de SIgA no lavado broncoalveolar de camundongos primoinfectados e
reinfectados, das linhagens BALB/c selvagens e geneticamente deficientes no fator de transcri¢éo
GATAL,; e, de camundongos C57BL/6j selvagens e geneticamente deficientes nos receptores TLR2 e

TLR4, em diferentes tempos de infeccdo, comparando-os aos respectivos nao infectados;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERAGOES ETICAS NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Todas as atividades de pesquisas envolvendo modelo animal foram conduzidas de acordo com
principios éticos de boas praticas em experimentacdo animal, sendo que o projeto foi aprovado
previamente pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais, conforme certificado pelos Protocolos de n°. 045/2012, n° 054/2012 e n°. 187/2014 (Anexo
12.1).

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Para atingir os objetivos propostos neste trabalho, foram utilizados camundongos (Mus
musculus) machos, da linhagem BALB/c de estirpes selvagens e deficientes na producao de IL-4 (IL-4
), no fator de transcricdo GATAL (GATAL1") e, no receptor ST2 (ST2"); e, da linhagem C57BL/6j de
estirpes selvagens e deficientes na producéo de IFN-y (IFN-y*) e nos receptores IL-17RA (IL-17RA™),
TLR2 (TLR2) e TLR4 (TLR47). Todos os camundongos estavam com oito semanas de idade no inicio
dos experimentos.

Os camundongos foram mantidos nos biotérios do Laboratério de Imunologia e Mecanica
Pulmonar em gaiolas ventiladas até o dia da eutanasia, em local com boas condi¢des de higiene, 4gua
e alimentacgdo ad libitum e fotoperiodo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro (controlado por

temporizador digital), conforme preconizacdo do CEUA.

4.3 OBTENGCAO E EMBRIONAMENTO DOS OVOS

Esta etapa foi realizada de acordo com protocolo descrito por Gazzinelli-Guimardes e
colaboradores (2013). Brevemente, vermes adultos de A. suum foram recuperados de carcacas
intestinais descartadas e doadas por um abatedouro de suinos, localizado na cidade de Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil. As fémeas foram separadas e dissecadas, os Uteros das fémeas adultas foram
coletados, colocados em um cadinho de porcelana macerados mecanicamente para a liberacdo dos
ovos. Em seguida, aos ovos foram adicionados cerca de 20 mL de PBS, homogeneizados e, por fim,
purificados por filtracdo em tamis com telas de nylon de 100 um. Ao conteldo resultante da filtracéo,
foi colocado em garrafas de cultura contendo 50 mL de acido sulfdrico (H2SO4 a 0,2 M) para o

embrionamento dos ovos.
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O embrionamento dos ovos foi induzido de acordo com metodologia descrita por Boes e
colaboradores (1998), com algumas modificagdes. Suspensdes contendo 25 ovos / pL foram
preparadas em garrafas de cultura contendo 50 mL de acido sulfarico (H2SO4 a 0,2 M) e mantidas a
26°C em incubadora do tipo BOD (SP 50 RDE 35 Super) com oxigenacao por agitacdo manual trés
vezes por semana.

Culturas de ovos com de aproximadamente 100 dias de incubacéo foram utilizadas para as
infecgbes, uma vez que é o periodo de maior infectividade dos ovos (GAZZINELLI-GUIMARAES et al.,
2013).

4.4 PREPARO DOS OVOS E INFECGAO EXPERIMENTAL

No dia das infec¢des, uma aliquota da cultura de ovos de A. suum (numa concentrac¢éo de 25
ovos / pL em H2SO4 a 0,2 M) foi centrifugada por dez minutos, a 800 xg e em temperatura ambiente
(T.A.), para a posterior remocao do acido. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, o sedimento
suspenso em hipoclorito de sédio a 5 % e incubado por 120 minutos em estufa a 37°C e 5 % de CO:
(Water — Jacketed Incubator, Thermo Scientific, EUA). Ap0s a incubacéo, o hipoclorito foi removido da
solucdo apos centrifugagdo por 10 minutos, a 800 xg, em T.A., sendo descartado o sobrenadante.
Posteriormente, foi adicionado agua filtrada ao sedimento de ovos e nova etapa de centrifugagéo por
10 minutos, a 800 xg, em T.A. O processo de lavagem foi repetido por trés vezes. Apos a Ultima
centrifugacado, o sedimento foi suspenso em agua filtrada e trés aliquotas de 10 pL foram removidas da
suspenséo e usadas para a contagem de ovos larvados. O resultado obtido foi usado para calcular o
numero médio de ovos totalmente larvados por pL e determinar diluicdo necessaria para obter uma
suspenséo contendo 2.500 ovos em 0,2 mL.

A infeccao foi realizada por via intragastrica de acordo com protocolo descrito por Lewis e
colaboradores (2006). Basicamente, com o auxilio de uma agulha de gavage, foram inoculados 200 pL
de uma suspensao contendo uma carga padréo de 2.500 ovos totalmente larvados, seguidos por 100

uL de agua, seguindo os delineamentos experimentais estabelecidos para cada capitulo.

4.5 DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

4.5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL - CAPITULO 1

O primeiro capitulo deste trabalho visou caracterizar e descrever 0s aspectos
imunoparasitologicos e fisiopatolégicos da ascaridiose larval ap6s multiplas exposicfes ao A. suum.

Para isso, 90 camundongos BALB/c selvagens (provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO)
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ICB/UFMG), foram, primeiramente, tratados com Ivermectina (Ouro Fino, Brasil) por via subcutanea
(0,2 % / 20 mg de peso), seguido da realizagdo de exame de fezes pelo método de HPJ 15 dias apés
o tratamento, para confirmar a auséncia de qualquer infeccao parasitaria prévia. Confirmada a auséncia
de infec¢bes, os camundongos foram divididos nos seguintes grupos: ndo infectado (NI), os quais
receberam trés doses do PBS; primoinfectado (PI), sendo duas doses de PBS e uma dose contendo
2.500 ovos totalmente larvados de A. suum no ultimo tempo de infeccao; e reinfectado (RE), trés doses

contendo 2.500 totalmente larvados de A. suum, quinzenalmente (Figura 3).
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Figura 3: Delineamento experimental - Capitulo 1.

Os pontos de infecgdo e coleta de 6rgdos seguiram padronizacdes propostas em estudos
anteriores (MASSARA; COSTA; CARVALHO, 1990; GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2013), em foi
demonstrado que no quarto dia apds a infeccdo ocorre o0 pico de recuperacado de larvas pelo figado; no
oitavo dia apés a infeccdo ocorre o pico de recuperacédo de larvas pelos pulmdes; e, no 12° dia apés a
infeccdo ocorre o pico de recuperacao de larvas no intestino delgado. Além disso, Gazzinelli-Guimaraes
e colaboradores (2013) demonstraram que no 14° dia apds a infec¢do, ja ndo sao encontradas larvas

nos 6rgaos de camundongos, assim sendo, esse foi o intervalo adotado entre as reinfec¢des. Quanto
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a eutanasia, recuperacdo e processamento dos Orgaos, serdo abordados mais adiante em topicos

especificos.

4.5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL - CAPITULO 2

O segundo capitulo desse trabalho, visou elucidar os componentes e mediadores imunolégicos
envolvidos no controle da carga parasitaria e fisiopatologia pulmonar durante a ascaridiose larval no
oitavo dia pés-infeccdo, dando um enfoque nas respostas do tipo Thl, Th2 e Thl7 e na participacao
dos neutrdfilos e eosindfilos, utilizando o modelo padronizado no primeiro capitulo. Para isso, foram
utilizados camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6j, de estirpes selvagens e deficientes.

Primeiramente, com o intuito de avaliar o papel da inflamacdo de perfil Thl e Th17, foram
utilizados camundongos da linhagem C57BL/6j selvagens e os de estirpes deficientes em IFN-y” e IL-
17RA’-. Para a avaliagdo da resposta do tipo Thl, camundongos IFN-y" e C57BL/6j selvagens
utilizados como controles, foram cedidos pelo Instituto de Pesquisa René Rachou-FioCruz por
intermédio da pesquisadora Dra. Soraya Gaze. Ja com o intuito de avaliar o papel da inflamacéo de
perfil Th17 foram utilizados camundongos da estirpe IL-17RA”- cedidos pela professora Dra. Leda
Quercia Vieira, Laboratorio de Nutricdo e Gnotobiologia ICB/UFMG e C57BL/6] selvagens como
controles (provenientes do Biotério Central ICB/UFMG). Para os experimentos foram utilizados 144
camundongos, sendo 36 deficientes em IFN-y7-, 36 deficientes em IL-17RA" e 36 selvagens controles
para cada experimento. No inicio dos experimentos todos 0s camundongos foram divididos nos grupos:
nao infectado (NI), primoinfectado (PIl) e reinfectado (RE), conforme apresentado na figura abaixo
(Figura 4).

” IFN-y -/
CWWA X
‘g"“’

N3ao Infectado (NI)

PBS PBS PBS

Primoinfectado (SI)

PBS PBS 2500 ovos
larvados
Reinfectado (RE)
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T T 1 T »
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Figura 4: Delineamento experimental para a avaliacdo do papel da inflamacdo Th1/Th17 na
ascaridiose larval.
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E, a fim de elucidar os mecanismos da resposta imune Th2 na fase pulmonar da ascaridiose
larval, foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c selvagens (provenientes do Biotério Central
ICB/UFMG), e os de estirpe deficiente em IL-47 (cedidos pela professora Dra. Déborah Aparecida
Negréo-Corréa, laboratério de Imunologia de Helmintos ICB/UFMG), e os da estirpe deficiente no
receptor ST2 (ST27) (cedidos pelo professor Dr. Jodo Santana da Silva, Departamento de
Imunologia/USP - Riberao Preto). Para os experimentos foram utilizados um total de 144 camundongos,
sendo 36 deficientes em IL-4", 36 deficientes em ST27 e 36 selvagens que foram utilizados como
controles dos experimentos. No inicio dos experimentos todos os camundongos foram divididos em

grupos NI, Sl e RE, conforme apresentado na figura abaixo (Figura 5).

z > sT2-/-
, X

N3o Infectado (NI)

PBS PBS PBS

Primoinfectado (SI)

PBS PBS 2500 ovos
larvados
Reinfectado (RE)
2500 ovos 2500 ovos 2500 ovos
larvados larvados larvados u
(3
L L L L >
1 1 I I -
-28 -14 0 8
Figura 5: Delineamento experimental para a avaliacdo do papel da resposta Th2 na ascaridiose

larval.

4.5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL - CAPITULO 3

O terceiro capitulo desse trabalho, visou avaliar 0s mecanismos nos guais os eosinoéfilos atuam
na ascaridiose larval pulmonar, bem como, avaliar a relagcdo entre os receptores do tipo TLR2 e TLR4
com os eosindfilos e a producao de SIgA.

Para tal, inicialmente, foi realizada a avaliacdo da carga parasitaria, celularidade nas vias
aéreas, com enfoque nos eosindfilos e da producéo SIgA em camundongos da linhagem C57BL/6j
selvagem e de estirpes deficientes em nos receptores TLR2 (TLR2”) e TLR4 (TLR47), que foram
cedidos pelo Instituto de Pesquisa René Rachou-FioCruz por intermédio da pesquisadora Dra. Soraya
Gaze. Foi utilizado um total de 36 camundongos machos, com idade de oito semanas no inicio dos
experimentos. Os animais de cada linhagem foram divididos em dois grupos: ndo infectado (NI), que

receberam uma dose de PBS e, primoinfectados (Pl) que recebeu uma dose de 2.500 ovos totalmente
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larvados. Oito dias ap6s a infeccdo, todos os animais foram submetidos a eutanasia para coleta do BAL
para contagem de células inflamatérias e dosagens de SIgA das vias aéreas e, coleta do pulméo para

avaliacdo da carga parasitaria (Figura 6).

Grupos Experimentais

C57BL/6j TLR2-/- TLR4-/-

Delineamento Experimental

Nao infectado (NI)

8 dpi
PBS  — Eutanasia L
\ Carga parasitaria
Primoinfectados (Pl) & N {
: SRS BAL
8 dpi o
2.500 ovos —— Eutanasia

Figura 6: Delineamento experimental usado para avaliar a participagéo dos receptores TLR2 e TLR4
na ascaridiose larval.

Para avaliar a variagéo cinética no aumento no niumero de eosindfilos e na producao de SigA
na mucosa pulmonar e a sua contribuicdo no controle da carga parasitaria nos pulmdes, foram
infectados 52 camundongos BALB/c selvagens (provenientes do Biotério Central ICB/UFMG), que
foram divididos em dois grupos, sendo: 10 camundongos ndo infectados (NI) e 42 camundongos
primoinfectados (Pl). Foram estabelecidos sete tempos de infeccdo (TO, T2, T4, T6, T8, T10 e T12),
sendo que no primeiro tempo experimental (TO) foi realizada a administracéo de 200 pL de solucéo
contendo aproximadamente 2.500 ovos larvados de A. suum no grupo primoinfectado e, 200 uL PBS
no grupo nédo infectado. Posteriormente, do segundo (T2) ao 12° dia pos-infeccdo (T12) foram
realizadas as eutanasias dos camundongos. Dos tempos T2 ao T12 foram eutanasiados sete
camundongos Pl em cada tempo. Os camundongos néo infectados foram eutanasiados apenas nos
tempos T2 e T12 (Figura 7). Apés a eutandsia, foi realizada a coleta do BAL em todos os tempos e,

seguida da avaliacdo da carga parasitaria nos pulmdes, que serdo descritas mais adiante.
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Grupos experimentais
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[ PBS ] [Eutanésia]
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Figura 7: Delineamento experimental para a avaliacdo cinética da carga parasitaria nos pulmdes, do
namero de eosindfilos e producdo de SIgA no BAL na ascaridiose larval primaria.

Com o intuito de avaliar o papel dos eosindfilos ha fase pulmonar da ascaridiose larval, durante
a primoinfeccéo e a reinfec¢do, foram realizadas infec¢des experimentais em camundongos BALB/c
selvagens e de estirpe deficiente na diferenciagdo de eosindfilos devido & mutacdo no fator de
transcricdo GATA 1 (GATA1”), sendo que 30 camundongos foram cedidos pela professora Dra.
Déborah Aparecida Negrao-Corréa, do laboratério de Imunologia de Helmintos ICB/UFMG, para a
realizagdo de um experimento piloto. Os demais camundongos foram cedidos pelo professor Dr. Remo
de Castro Russo, do laboratério de Imunologia e Mecénica Pulmonar ICB/UFMG, para as posteriores
avaliag6es. Os camundongos BALB/c selvagens utilizados como controles dos experimentos foram
adquiridos do Biotério Central ICB/UFMG. Foram utilizados um total de 144 camundongos machos,
com idade de oito semanas no inicio dos experimentos. Foram realizados dois experimentos como
repeticdo, sendo que em cada experimento foram utilizados 36 camundongos da linhagem BALB/c de
estirpe selvagens e 36 camundongos da estirpe GATAL1. A fim de contemplar os objetivos propostos,
os camundongos BALB/c e GATA1”- foram divididos nos seguintes em grupos: ndo infectados (NI),
primoinfectados (PI) e reinfectados (RE), contudo, com enfoque na avaliagdo da fase pulmonar no

oitavo dia pés-infeccdo (Figura 8).
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Figura 8: Desenho experimental para a avaliagdo do papel de eosinodfilos na ascaridiose larval.

4.6 COLETA E PROCESSAMENTO DO SANGUE, ANALISE HEMATOLOGICA E CONTAGEM
DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS NO SANGUE PERIFERICO

Coletas de sangue foram realizadas em todos os tempos experimentais. Basicamente, 500 uL
de sangue foram coletados do plexo retro-orbital de cada camundongo utilizando uma pipeta Pasteur
capilar sem anticoagulante. O sangue coletado foi transferido para microtubos para coagulacao,
seguido por centrifugacdo e coleta dos soros que foram armazenados em -80°C para posteriores
andlises.

Para analise hematol6gica, 100 uL do sangue coletado foi transferido para tubos contendo o
anticoagulante EDTA. A contagem global de leucécitos foi realizada em contador hematolégico
automatico Bio-2900 Vet (Bioeasy, EUA). Para a determinacdo do numero relativo e absoluto de
leucécitos, foram confeccionadas laminas de esfregaco sanguineo, coradas por Pandético Répido
(Laborclin, BRASIL) e, posteriormente, contadas em microscopia optica.

Para a determinacdo do numero relativo de cada populacdo celular: linfécitos, monécitos,
neutrofilos e eosindfilos, foi realizada pela a contagem diferencial de 100 células por esfregago
sanguineo. O numero absoluto de cada populagéo celular foi calculado utilizando o nimero global de

leucécitos.

4.7 PROCEDIMENTOS DE EUTANASIA PARA AS ANALISES HISTOPATOLOGICAS, COLETA DE
BAL, COLETA DE ORGAOS E ANALISES DE CARGA PARASITARIA

Basicamente, nos tempos estabelecidos em cada delineamento experimental para as

eutanasias, os camundongos receberam uma dose de anestésico geral (cetamina 120 mg / kg e xilazina
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45 mg / kg) pela via intraperitoneal, em seguida, a eutanasia se deu por hipovolemia através da coleta
de sangue do plexo retro-orbital nos animais anestesiados.

Todavia, € importante ressaltar que para a avaliagdo da fungdo pulmonar, os camundongos
foram anestesiados com uma injecdo subcutanea de anestésico (8,5 mg / kg de xilazina e 130 mg / kg
de cetamina) para a manutencao da respiracdo espontanea e, posteriormente a essa avaliagao, foi
realizada a eutanasia por hipovolemia, como sera descrito mais detalhadamente no item 4.14.

4.8 OBTENGCAO E PROCESSAMENTO DO BAL

Apéds a eutandsia, foi realizada em cada animal, disseca¢do traqueal e pequena incisdo na
parte superior da traqueia para introduc@o de um cateter (Safety Catheter 18 G x 1%4”, Termo Medical
Corp.) acoplado a uma seringa. Para obter o BAL foram realizadas duas lavagens intratraqueais com
duas aliquotas de 1 mL de PBS filtrado a 4°C. O liquido recuperado, num volume final de 2 mL, foi

mantido a 4°C até o processamento.

4.8.1 PROCESSAMENTO DO BAL

O BAL coletado foi imediatamente passado em um filtro celular de 40 um de diametro (BD
Biosciences) para remoc¢éo das larvas presentes no lavado e recolhido em um tubo, previamente
identificado. Em seguida, o filtrado foi submetido a centrifugacao por 10 minutos a 600 xg em 4°C. O
sobrenadante foi coletado, separado em aliquotas e congelado em -80°C para a quantificacdo de
proteina total, hemoglobina e SIgA total e especifico para antigenos de A. suum.

Posteriormente, o sedimento do BAL resultante do processamento, foi suspenso com 100 pL
de PBS contendo 3 % albumina sérica bovina (BSA). Uma aliquota foi removida para obtencdo da
contagem global de células, sendo o resultado usado para ajustar o volume de cada amostra de forma
a conter 5x10* células / mL. O volume ajustado foi, entdo, centrifugado por cinco minutos, a 135 xg e
4°C (Shandon CytoSpin Il Cytocentrifuge). Laminas obtidas ap6s citocentrifugagéo foram coradas por
Pandtico Rapido (Laborclin, BRASIL) e usadas para a contagem diferencial de leucécitos. Em cada
lamina foram contadas 400 células e o numero relativo de cada subtipo celular (linfocitos,
mondcitos/macréfagos, neutrofilos e eosinofilos) foi determinado.

Larvas retidas no filtro celular, durante processamento foram recuperadas pela lavagem dos
filtros com 10 mL de PBS seguido de centrifugacao por 10 minutos a 800 xg em T.A. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento suspenso com 10 mL de solucdo tamponada de formaldeido a 4% e
armazenado para posterior contagem em microscépio 6ptico, do nimero de larvas recuperadas nas

vias aéreas.
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4.9 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS NO BAL

As concentragfes das proteinas totais presentes no BAL foram determinadas pelo método do
acido bicincrénico usando kit comercial (Pierce, EUA) e seguindo as instru¢des do fabricante. Uma
curva padréao foi realizada usando BSA e os valores de densidade oOptica (OD) das amostras foram
interpolados para se determinar a concentracdo de proteinas nas mesmas. Os resultados foram

expressados por ug ou pg de proteina total por mL de BAL.

4.10 DOSAGEM DE HEMOGLOBINA NO BAL

A concentragdo de hemoglobina presente no BAL foi dosada por ensaio colorimétrico usando-
se 0 método cianometahemoglobina. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 540 nm contra solugdo de Drabkin, modificada (Labtest Diagnéstica). O padrdo de
hemoglobina (Labtest Diagnéstica) foi usado para preparagdo de uma curva padrdo na qual foram
interpolados os valores de O.D. das amostras para se determinar a concentracdo das mesmas
(GUABIRABA et al., 2013). Os resultados foram expressos por ug ou pg de proteina total por mL de
BAL.

4.11 PREPARO DE ANTIGENO LARVAL

A ecloséo de larvas presentes em ovos embrionados obtidos de culturas com mais de 100 dias
foi induzida de acordo metodologia previamente descrita (BOES, 1998), com algumas modificacdes. A
cultura das larvas foi realizada conforme previamente descrito (TEIXEIRA-CARVALHO, et al. 1998).
Resumidamente, uma aliquota da suspenséo de ovos embrionados foi centrifugada por 10 minutos, a
T.A. e 3.000 xg. O sedimento foi suspenso em solu¢do de hipoclorito de sddio 5 % e incubado por 1
hora e 45 minutos a 37°C, na presenca de 5 % de CO2 (Water — Jacketed Incubator, Thermo Scientific,
EUA). Em seguida a suspenséo foi submetida a trés processos de lavagem (adicdo de PBS seguida
de centrifugacao por 5 minutos, 4.000 xg e T.A.). Ap0s a Ultima centrifugacao foi adicionada solucéo
salina Hanks (pH 2,0) ao sedimento.

A suspenséo obtida foi incubada por 30 minutos a 37°C, na presenca de 5 % de CO.>. Outra
etapa de lavagem foi realizada e, ao sedimento foi adicionado meio de cultura ndo suplementado
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Sigma). A suspenséo foi incubada a T.A. e ao abrigo da
luz. Apo6s 72 horas de incubacéo, o sedimento contendo as larvas foi coletado e sonicado a 60 Watts
durante 1 minuto, com intervalo de 30 segundos entre cada ciclo, totalizando 10 ciclos. Apé6s a

sonicagdo, o contetdo foi centrifugado a 800 xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante entdo foi
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coletado e as proteinas totais dosadas utilizando o kit comercial BCA (Pierce, EUA), conforme as
instrugdes do fabricante.
ApOs a dosagem, o antigeno foi coletado, aliquotado e congelado a -80°C, para ser usado nos

experimentos de quantificacéo de SIgA especifica no BAL.

4.12 ENSAIOS IMUNOENZIMATICO PARA AVALIAGCAO DE SIgA TOTAL E ESPECIFICA NO BAL

Para determinar os niveis de SIgA total, microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde,
Denmark) foram sensibilizadas com 0,5 yg / mL de Goat Anti-Mouse lg, Human ads-UNLB (Southern
Biotecnology Associate Inc., EUA). Ja para avaliacdo de SIgA especifica, as microplacas foram
sensibilizadas com 1 pug / mL de antigeno larval. Ambos reagentes foram diluidos em tampé&o carbonato
(pH 9,6). As placas foram incubadas por no minimo 24 horas a 4°C e, entéo, as placas foram lavadas
oito vezes com PBS contendo 0,05 % Tween-20 (SIGMA Chemical Co. EUA). O bloqueio foi realizado
a T.A. por, no minimo, uma hora com PBS + BSA 3 % (Fitzgerald Industries, EUA).

As amostras (BAL) foram diluidas em PBS-BSA contendo inibidor de protease (PMSF 100 Mm,
Sigma Aldrich, EUA) e incubadas por uma hora, & T.A. Em seguida as amostras foram adicionadas as
placas e incubadas por no minimo 24 horas a 4°C. Nova etapa de lavagem foi realizada e as placas
incubadas a 37°C durante 1 hora com anti-lgA de camundongo biotinilada (0,5 pg / mL, Southern
Biotecnology Associate Inc.). As placas foram novamente lavadas e incubadas, por 1 hora e ao abrigo
da luz, com uma solugéo de estreptavidina conjugada a HRP (Horseradish Peroxidase) (Streptavidin-
HRP, R&D Systems, EUA).

A presenca de IgA foi revelada através da incubacgéo, por 20 minutos e ao abrigo da luz, com
0 substrato o-phenilenedianime (OPD, SIGMA Chemical Co., + 30 % H2032) diluido em tamp&o citrato
pH 5,0. Ao final, foram adicionados 50 pL de uma solucgéo de &cido sulftrico (2M H2S04) e a intensidade
da reacgéo foi determinada no comprimento de onda 492 nm no leitor automatico (VersaMax™ Tunable
Microplate Reader, Molecular Devices).

Em todas as placas de avaliagdo de SIgA total foram incluidas diluicdes seriadas de padrées
de IgA (Mouse IgA standard, Southern Biotechnology). As concentrac6es de SIgA total (em pg / mL)
foram determinadas pela interpolacdo dos valores de O.D. das amostras em uma curva padrdo ajustada
por uma equacao de cinco parametros logisticos (5-PL). Para controle de qualidade, em todas as placas
foram incluidos controles positivos e negativos (uma mistura de soros de animais reativos ou de animais

nao reativos, respectivamente).
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4.13 ANALISE DA CARGA PARASITOLOGICA TECIDUAL

Para determinagdo da carga parasitaria, as larvas foram recuperadas do figado, pulmdes e
intestino delgado. Os tecidos foram coletados, picotados extensivamente com tesoura e colocados em
aparato de Baermann-Moraes modificado, onde permaneceu durante no minimo 4 horas na presenca
de PBS a 37°C. Os sedimentos contendo as larvas foram coletados com o auxilio de pipetas Pasteur
e transferidos para tubos conicos de 15 mL que foram centrifugados por dez minutos, a 800 xg em T.A.
Os sobrenadantes foram reduzidos a aproximadamente 2 mL e acrescentados 10 mL de solugéo
tamponada de formaldeido a 4 %. Nova etapa de centrifugacdo foi realizada, os volumes os
sobrenadantes foram reduzidos para 2 mL, homogeneizados e armazenados para posterior contagem

em microscépio Optico, do nimero total de larvas recuperadas.

4.14 AVALIACAO DE FUNGCAO PULMONAR: ESPIROMETRIA, COLETA DO PULMAO PARA
HISTOPATOLOGIA

A avaliacdo da fungéo e fisiologia pulmonar em camundongos infectados e reinfectados foi
realizada por espirometria no Laboratério de Imunologia e Mecénica Pulmonar, Departamento de
Fisiologia e Biofisica ICB/UFMG. Basicamente, os camundongos foram anestesiados com uma inje¢édo
subcutdnea de cetamina e xilazina (8,5 mg / kg de xilazina e 130 mg / kg de cetamina) para a
manutencdo da respiragdo espontdnea. Apo6s anestesiados, 0s camundongos foram
traqueostomizados. Para tanto, a traqueia foi exposta removendo-se, cuidadosamente, a glandula
submaxilar e a camada muscular que envolve a traqueia e uma pequena incisdo foi feita para permitir
a entrada do cateter de teflon (1,7 mm de didmetro e 0,8 mL de espag¢o morto) e os animais foram
colocados em um plestimégrafo conectado a um ventilador controlado por computador (Forced
Pulmonary Maneuver System®, Buxco Research Systems®, USA).

Este aparelho laboratorial, especificamente projetado para uso em camundongos, tem apenas
um volume de canula (espaco de morte) de 0,8 mL e fornece semi-automaticamente trés manobras
diferentes: manobra de pressao, volume quasi-estatico e fluxo rapido. Uma vez no plestimégrafo, os
animais foram submetidos a uma frequéncia respiratoria média de 160 inspiragfes/minuto até
alcancarem um padréo regular de inspiracdo e expiracdo (VANOIRBEEK et al., 2010). Para determinar
a capacidade residual funcional (FRC), a ventilagdo foi parada ao final da expiragcdo com um
fechamento imediato da valvula localizada préximo ao tubo endotraqueal. A respiracdo espontanea
contra a valvula fechada e a consequente variacdo da pressao na caixa toracica foram utilizadas para
calcular o FRC (lei de Boyle).

Durante a respiragdo mecénica, na funcdo RC foram detectadas a complacéncia dindmica
(Cdyn) e resisténcia (RI). Para medir a capacidade vital forcada (FVC) e a capacidade inspiratoria (IC),

foi realizada a manobra de pressdo-volume quasi-estética, que infla os pulmfes para uma pressao
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padrédo de +30 cm H20 e depois exala lentamente até uma pressdo negativa de -30 cm de H20. A
complacéncia quasi-estatica (de 0 a +10 cm H:20) foi calculada com esta manobra considerando o
volume/pressédo da expiragdo. Nas manobras rapidas de fluxo-volume, os pulmées foram inflados até
+30 cm H20 (TLC) e, imediatamente, a pressao foi diminuida para -30 cm H20 até atingir a sua
capacidade residual. O volume expiratério forcado (FEV) foi registrado durante esta manobra.

Todas as manobras subdétimas foram descartadas e, para cada teste realizado em cada animal,
pelo menos trés manobras aceitaveis foram realizadas para obter uma média confiavel para todos os
parametros numeéricos.

Ap0s a realizacao da avaliacdo da funcéo pulmonar por meio da espirometria, os animais foram
eutanasiados por hipovolemia, como descrito anteriormente e, o tecido pulmonar coletado para

posteriores analises.

4.15 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS TECIDOS HEPATICO E PULMONAR

Para a analise histoldgica do figado e pulmé&o, os 6rgdos foram removidos no quarto e oitavo
dia p6s-infec¢éo e foram fixados em solugédo tamponada de formaldeido a 10% (Synth, Brasil) em PBS
por 72 horas. Posteriormente, os tecidos foram processados em &lcool e xilol, incorporados em
parafina, em seguida foram obtidos cortes de 4 um de espessura com os quais foram montadas laminas
histopatolégicas e coradas com hematoxilina e eosina (H & E).

A gravidade da lesé@o hepética foi avaliada pelo calculo de todas as areas de inflamacéo e
necrose por andlise morfométrica. As lesées hepaticas foram avaliadas através de um microscopio
Optico Carl Zeiss Axiolab com a objetiva de aumento 10x e as imagens foram capturadas utilizando
uma microcamera JVC TK-1270/RGB (Toéquio, Japao). A area de lesdes foi medida em ym?2 usando o
software KS300 acoplado ao analisador de imagem Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha). Todos os
slides foram digitalizados pelo scanner Canon Lide 110 com resolu¢éo de 300 dpi. Os pixels de cada
seccao histolégica foram totalmente rastreados, com subsequente criagdo de uma imagem binéria e
célculo da area total do corte. A area menor area de corte foi utilizada como padrédo minimo de tecido
a ser analisado estatisticamente (COSTA et al., 2007).

Para a andlise histoldgica dos pulmdes, os 6rgaos foram removidos no oitavo dia pds-infeccao
sendo que o Iébulo esquerdo foi fixado em solugdo tampéo de formaldeido a 10% (Synth, Brasil) em
PBS por 72 horas. Posteriormente, os tecidos foram processados em alcool e xilol, incorporados em
parafina, em seguida foram obtidos cortes de 4 ym de espessura com os quais forram montadas
laminas histopatoldgicas e coradas com hematoxilina e eosina (H & E) intensidade da inflamacéao
pulmonar e da hemorragia e Tricrémico de Gémori para quantificacdo morfométrica da fibrose. Os
tecidos foram analisados utilizando o software KS400 acoplado a um analisador de imagem Carl Zeiss
(Oberkochen, Alemanha).

Para avaliar a intensidade da inflamac&o pulmonar e da hemorragia, foi calculado o grau de

espessamento dos septos interalveolares e para calcular a area de fibrose foi calculada a area marcada



38
MATERIAIS E METODOS

pelo Tricrobmico de Gomori. Quarenta imagens aleatorias foram capturadas com a objetiva de aumento
20x, compreendendo uma &rea de 3,2 x1068 mm? de pulm&o analisado. Usando o software KS300, todos
os pixels do tecido pulmonar na imagem real foram selecionados para criagdo de uma imagem binaria,
processamento digital e calculo da area em mm? do septo interalveolar e fibrose (RODRIGUES-
MACHADO et al., 2010; PRATA et al., 2016).

Imagens representativas dos pulmdes de camundongos BALB/c e C57BL/6j ndo infectados,

controles dos experimentos apresentados no capitulo 2 estéo disponiveis em anexo na se¢éo 12.2.

4.16 QUANTIFICAGAO DE CITOCINAS SERICAS E TECIDUAIS

Para a avaliacdo do perfil de citocinas no tecido pulmonar, 100 mg de tecido pulmonar foram
homogeneizados em 1.000 uL de PBS tamponado com fosfato (0,4 M de NaCl e 10 mM de NaPOy)
suplementado com inibidores de protease (0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 mM de cloreto
de benzetbnio , 10 mM de EDTA e 20 Kl de aprotinin A) e 0,05% de Tween 20. Os homogenatos foram
centrifugados a 8.000 xg, durante 10 minutos em 4°C e o sobrenadante utilizado para dosagem das
citocinas.

A producéo de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF foi avaliada por citometria de fluxo
(Th1/Th2/Th17 Cytometric Bead Array, BD Biosciences, USA) utilizando um FACScan (BD Biosciences,
EUA) de acordo com a recomendacéo do fabricante. As citocinas IL-5 e IL-13 foram dosadas utilizando
kit de ELISA sanduiche (R&D Systems, EUA) de acordo com as instru¢8es do fabricante. A absorbancia
das amostras foi determinada por um leitor de microplacas VersaMax ELISA (Molecular Devices, EUA)
em um comprimento de onda de 492 nm. Densidades Opticas (OD) foram obtidas e a concentragdo de
citocinas (pg / mL) de cada amostra foi calculada a partir da interpolagédo dos valores de OD em uma

curva padrédo ajustada por uma equagéo de cinco parametros logisticos (5-PL).

4.17 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DE EOSINOFILOS E NEUTROFILOS NO TECIDO
PULMONAR

A avaliagdo da ativacao de eosindfilos e de neutrdfilos foi feita pela determinagdo dos niveis
das peroxidases provenientes destas células imunes (peroxidase eosinofilica-EPO e Mieloperoxidase
de neutréfilos-MPO, respectivamente). A quantificacdo de EPO e MPO foi realizada nos homogenatos
de tecido pulmonar e foram medidos de acordo com um método descrito por Strath e modificado por
Silveira (STRATH et al., 1985; SILVEIRA et al., 2002). Ap6s a homogeneizacdo dos tecidos (Power
Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA), o homogenato tecidual foi centrifugado a 1.500 xg
durante 10 minutos a 4°C e o sedimento resultante foi utilizado para determinar a atividade de EPO e
MPO.
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4.17.1 DETERMINAGAO DOS NiVEIS DE EPO

Para o ensaio de EPO, o sedimento foi homogeneizado em 950 uL de PBS e 0,5 % de brometo
de hexadeciltrimetilaménio (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) e depois congelado e
descongelado trés vezes utilizando nitrogénio liquido para a lise de vesiculas. O lisado foi entédo
centrifugado (1.500 xg, 4°C, 10 minutos) e o sobrenadante foi distribuido numa microplaca de 96 pocos
(75 yL / poco) (Corning, EUA) seguido pela adicdo de 75 yL de substrato (1,5 mM OPD e 6,6 mM H20:
em 0,05 MTris-HCI, pH 8,0). Apés incubacao durante 30 minutos em T.A., a reacdo foi interrompida

pela adi¢do de 50 yL de acido sulfdrico (2M H2S04) e a absorbéancia foi determinada a 492 nm.

4.17.2 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE MPO

Para o ensaio MPO, o sedimento foi homogeneizado em 200 pL de solugéo tampéo 1 (0,1 M
NacCl, 0,02 M NasPOg, 0,015 M Na:EDTA, pH 4,7) seguido de centrifugacéo (1500 xg, 4°C, 10 minutos).
O sobrenadante foi descartado, em seguida adicionado ao sedimento 800 pL de solugdo tampao 2
(0,05 M NaPOs4, brometo de hexadeciltrimetilamonio a 0,5%), a mistura foi homogeneizada e depois
congelada e descongelada trés vezes utilizando nitrogénio liquido. O lisado foi centrifugado novamente
(1500 xg, 4°C, 10 minutos), o sobrenadante resultante foi utilizado para o ensaio enzimatico. Para a
realizacdo do ensaio, 25 pL da solugdo foram distribuidos em cada po¢o em microplacas de 96 pocos
(Corning, EUA) seguido pela adicdo de 25 pL de substrato TMB (3,3-5,5, - tetrametilbenzina +
dimetilsulféxido 1,6 mM) e 100 yL de 0,5M H202. Apds incubacdo de cinco minutos em T.A., a reagéo
foi interrompida a pela adigdo de 100 pL de 4cido sulfurico (2M H2S04). A absorbancia das amostras
foi determinada por um leitor de microplacas VersaMax ELISA (MolecularDevices, EUA) em um

comprimento de onda de 450 nm.

4.18 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad
Inc., EUA). O teste de Grubb foi utilizado para detectar os possiveis outliers nas amostras. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a distribuicdo dos dados.

Para analise entre dois grupos foram utilizados o Test T de Student para dados paramétricos e
Mann-Whitney U para dados ndo paramétricos. Para analises de variancias entre trés ou mais grupos,
com apenas uma variavel qualitativa, os testes One-way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey (dados
paramétricos), ou os testes de Kruskal Wallis seguido do pés-teste de Dunns (dados nao-paramétricos).

Para analises de variancias trés ou mais grupos, com duas ou mais varidveis qualitativas, foram
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utilizados os testes de Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey. Para verificar e quantificar a
existéncia de relagédo entre variaveis foi aplicado o teste de correlacao linear de Pearson (dados
paramétricos), ou o teste de correlagdo em postos de Spearman (dados ndo paramétricos). Todos os

testes foram considerados significativos quando o valor de p foi igual ou inferior a 0,05.
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5. CAPITULO 01:

MULTIPLAS EXPOSICOES AO ASCARIS SUUM INDUZ LESAO TECIDUAL E UMA RESPOSTA
IMUNOLOGICA MISTA TH2/TH17

Publicado: Nogueira DS et al (2016) Multiple Exposures to Ascaris suum Induce Tissue Injury and
Mixed Th2/Th17 Immune Response in Mice. PLoS Negl Trop Dis 10(1): e0004382. (Anexo 2)
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5.1 RESULTADOS

5.1.1 A REINFECGAO POR A. SUUM ESTA ASSOCIADA A UMA REDUGAO DA CARGA PARASITARIA DURANTE A
MIGRAGAO LARVAL PELOS PULMOES

Tendo como base estudos anteriores, o primeiro capitulo desse trabalho, primeiramente, visou
investigar se multiplas exposi¢des ao A. suum influenciam no ndmero de larvas recuperadas do figado,
pulmdes e intestino delgado. Por meio da infeccdo de camundongos BALB/c, foi verificado que embora
ndo haja diferenca no nimero de larvas recuperadas no figado dos animais primo e reinfectados apo6s
guatro dias de infeccdo (Figura 9A) e nos pulmdes no sexto dia pés-infec¢édo (Figura 9B), o grupo
reinfectado apresentou uma reduc¢do significativa no nimero de larvas recuperadas dos pulmdes e das
vias aéreas quando comparado ao grupo primoinfectado no oitavo dia pos-infeccao (Figura 9C e 9D).
Nao houve diferenga no numero de larvas recuperadas no intestino de animais primoinfectados e

reinfectados no 12° dias pds-infecgdo (Figura 9D).
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Figura 9: Numero de larvas recuperadas dos 6rgédos de camundongos BALB/c selvagens. A) Figado
no quarto dia pos-infeccdo. B) Pulmbes no sexto dia pés-infeccao. C) Pulm&es no oitavo dia pos-
infeccdo. D) Vias aéreas no oitavo dia pds-infecgdo. E) intestino delgado no 12° dia pds-infeccao.
Circulos fechados representam animais do grupo primoinfectado (PI); Circulos abertos representam
animais do grupo reinfectado (RE). O teste Mann-Whitney U foi usado para calcular as diferengas entre
0S grupos e essas sao representadas nos graficos pelos valores de p.
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5.1.2 A REINFECGAO POR A. SUUM INDUZ UMA INTENSA INFLAMAGAO TECIDUAL QUE PODE ESTAR ASSOCIADA
AO CONTROLE DA CARGA PARASITARIA NOS PULMOES, MAS CONSEQUENTEMENTE PREJUDICA A FUNGCAO
PULMONAR

Uma vez comprovado que exposicdes multiplas ao A. suum induzem protecdo, uma vez que
foi evidenciada uma significativa reducdo da carga parasitaria nos pulmdes, o padrdo de les@es foi
avaliado por meio da andlise histopatolégica e, embora nao houvesse diferenca no nimero de larvas
recuperadas do figado no quarto dia pds-infeccdo entre animais dos grupos primoinfectado e
reinfectado, o Gltimo apresentou maior area de lesdo causada pela migragdo de larvas e inflamacao,
guando comparado ao grupo primoinfectado (Figura 10G). Na analise microscépica do parénquima
hepético, as areas com necrose de hepatdcitos e infiltrado inflamatério polimorfonuclear - composto
principalmente de eosindéfilos e neutréfilos - foram observados no grupo primoinfectado (Figura 10C e
10D); contudo, esses achados foram ainda mais acentuados no grupo reinfectado, no qual granulomas
também estavam presentes (Figura 10E e 10F).
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Figura 10: Imagens representativas das lesfes histopatoldgicas causadas pela migragdo larval no
figado no quarto dia pds-infeccdo e area de leséo tecidual. A e B) Camundongo néo infectado. C e D)
Camundongo primoinfectado com presenca de necrose (pontas de setas) e infiltrado inflamatério
(setas). E e F) Camundongo reinfectado com presencga de intenso infiltrado inflamatério (setas) e areas
de necrose (*). Barra de escala da menor ampliagdo = 50 um. Barra de escala da maior ampliacdo =
200 ym. G) Area de lesdo causada pela migragéo larval. O teste Mann-Whitney foi utilizado para avaliar
as diferencas entre 0s grupos que é representada pelo valor de p no grafico.

Apés o pico da migracdo hepética no quarto dia pés-infeccdo, a avaliagdo no pico de migracéo
das larvas no tecido pulmonar revelou que os animais de ambos os grupos infectados apresentaram
lesbes microscopicas no parénquima pulmonar. Tais lesées foram caracterizadas pela presenga de
infiltrado inflamatorio, constituido principalmente de leucécitos polimorfonucleares, sobretudo de
eosinofilos, e pelo espessamento dos septos interalveolares quando comparados aos animais nao
infectados (Figura 11A-11F). Apesar da reducéo significativa da carga parasitaria no grupo reinfectado,
a érea de lesdo pulmonar foi consideravelmente maior nos animais desse grupo quando comparado ao
primoinfectado (Figura 11G). Notou-se também que o espessamento dos septos foi menos pronunciado
nos animais do grupo primoinfectado (Figura 11C e 11D) em comparacgédo ao grupo reinfectado (Figura
11E e 11F), sugerindo que multiplas exposi¢des levam a leséo pulmonar crbnica associada com o
remodelamento tecidual, enquanto que a primoinfecc¢éo foi associada a lesdo aguda, com o rompimento

de vasos e hemorragia, provocados pela migragdo de maior nimero de larvas.
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Figura 11: Imagens representativas das lesdes histopatoldgicas, area da leséo e atividade de EPO e
MPO no oitavo dia pdés-infeccdo. A e B) Camundongo néo infectado. C e D) Camundongo
primoinfectado com leve espessamento de septos as custas de infiltrados inflamatérios, hiperemia e
hemorragia (*). E e F) Camundongo reinfectado com infiltrado inflamatério, hiperemia intensa e
hemorragia, causando espessamento extenso do septo (*). Barra de escala da menor ampliagdo = 50
um. Barra de escala da maior ampliacdo = 100 ym. G) Area da lesdo causada pela migrac&o larval e
inflamacé&o no pulméo. O teste de Mann-Whitney U foi utilizado para avaliar as diferencas entre os
grupos. H-I) Niveis da atividade de MPO e EPO no pulméo oitavo dia pos- infeccdo. H) Niveis da
atividade EPO no pulmdo. I) Niveis da atividade MPO no pulm&o. O teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de compara¢Bes multiplas de Dunn foi utilizado para avaliar as diferengas entre os grupos. Os
valores de p nos gréficos representam as diferencas significativas.

Tendo verificado a presenga do infiltrado inflamatério misto, com predominancia de
polimorfonucleares, o acimulo de eosindéfilos e neutrofilos no tecido pulmonar foi avaliado pela
dosagem da atividade de EPO e MPO, que indicou uma maior atividade dessas células nos animais
reinfectados no oitavo dia pés-infecgdo (Figura 11H e 111). Em conjunto, esses dados indicam que a
reinfeccdo por A. suum induz uma resposta imune crdnica e robusta na fase pulmonar, relacionada ao
aumento dos danos teciduais e protecédo contra progressao do ciclo parasitario.

Seguindo com a avaliagdo das modificac8es fisiolégicas na funcdo pulmonar foram analisadas
por meio da técnica de espirometria forcada em respirador mecéanico no oitavo dia pés-infeccdo (Figura
12). O teste pulmonar detecta diferentes tipos de parametros fisioldgicos em pulmdes de camundongos:
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(i) avaliacao da perda de volume pulmonar em funcéo da lesdo tecidual, causada principalmente por
edema e aumento espessura das vias aéreas, € demonstrado pela Capacidade Vital Forgada (Figura
12A) e Capacidade Inspiratéria (Figura 12B). (ii) avaliagdo das propriedades elasticas do tecido
pulmonar, trata-se da capacidade do pulm&o de se esticar e expandir mensurada pela complacéncia
(Complacéncia = AVolume/APressao), que é avaliada como Complacéncia Pulmonar Estatica (Cchord)
(variacdo no volume para qualquer pressao aplicada dado o ponto de uma curva de 0 a +10 cm H20)
(Figura 12C) e Complacéncia Pulmonar Dinamica (Cdyn), que é a complacéncia do pulméao a qualquer
momento durante o movimento real do ar (Figura 12D); (iii) Volume Expiratério Forcado a 100 msec
(FEV100), que é o volume exalado durante os primeiros 100 milissegundos de uma manobra expiratéria
forcada iniciada a partir do nivel de capacidade pulmonar total (¢ o indice padrdo para avaliar e
guantificar o fluxo de ar para os pulmdes); e (iv) Resisténcia Pulmonar (RI), que é a resisténcia do trato
respiratério ao movimento do fluxo de ar durante a inspiracdo e expiracdo normais, onde Rl = [(Presséo

Atmosférica - Pressdo Alveolar)/V] (Figura 12F).
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Figura 12: Avaliacdo da mecéanica pulmonar de camundongos BALB/c no oitavo dia pés-infec¢éo de
A. suum. Espirometria forcada foi realizada para investigar a lesdo por modificagbes nas fun¢des
pulmonares. Os pardmetros avaliados foram Capacidade Vital For¢cada (A), Capacidade Inspiratéria
(B), Complacéncia estética (C), Complacéncia Dindmica Forgada (D), Volume Expiratorio a 100 msec
(E) e Resisténcia Pulmonar (F). O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparages mdltiplas
de Dunn foram utilizados para avaliar as diferengas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados
como a média + SEM e os resultados significativos sao representadas por (*) nos graficos, onde * p <
0,05; ** p < 0,01.

Através da utilizacdo de Manobra Pulmonar Forcada, observamos que primoinfeccdo e
reinfeccdo de Ascaris em camundongos causaram perda de area respiratéria induzida, provavelmente,
devido ao edema, o espessamento de septos pulmonares e a hemorragia, conforme indicado pela
reducdo significativa da capacidade vital forcada (Figura 12A) e a reducdo da capacidade inspiratéria
nos animais primoinfectados (Figura 12B). No diz respeito a avaliagao da elasticidade pulmonar pela
complacéncia pulmonar e pela analise de resisténcia, observou-se que os animais primoinfectados
apresentaram menor complacéncia estatica (Figura 12C) e complacéncia dindmica (Figura 12D). Além
disso, os camundongos primoinfectados apresentaram alteracdes no fluxo respiratério no oitavo dia
pos-infeccdo com decréscimo do volume expiratério forcado (FEV100) quando comparados aos
camundongos nédo infectados (Figura 12E). Foi detectada também, uma elevacdo da resisténcia

pulmonar em camundongos reinfectados (Figura 12F), indicando perda de elasticidade pulmonar nesse



48
CAPITULO 1

grupo. Juntos, nossos dados mostram que os animais infectados apresentaram alteracao no fluxo de
ar nas vias aéreas (Figura 12C), perda da area respiratéria (Figura 12A e 12B) e reducao da elasticidade
do tecido (Figura 12D-12F) induzida pela migracéo das larvas nas vias aéreas e subsequente lesao
tecidual. Em Ultima analise, esses resultados sugerem que as fung@es pulmonares alteradas em ambos
0s grupos, podem devido aos diferentes tipos de lesdo pulmonar, contudo, com perda de funcdo mais
acentuada nos camundongos que apresentaram maior lesdao aguda, ou seja, no grupo primoinfectado.

Ainda com enfoque na inflamacdo pulmonar, as analises do BAL de camundongos no oitavo
dia pos-infeccdo revelaram a presenca de hemorragia das vias aéreas nos animais dos grupos
primoinfectados e reinfectados quando comparado aos animais ndo infectados. A presenca de
sangramento foi maior nos animais primoinfectados quando comparados aos animais reinfectados,
resultado consistente com os niveis de hemoglobina significativamente maiores no BAL destes animais
(Figura 13A), tal achado foi associado a maior migragdo de larvas nas vias aéreas dos animais deste
grupo, uma vez que durante a migracdo, as larvas rompem capilares pulmonares (Figura 13B).
Seguindo com as analises do BAL, os niveis de proteina total foram maiores no grupo primoinfectado
(Figura 13C), o que também pode estar relacionado a maior migracao e a hemorragia das vias aéreas.
Em contraste, o BAL de animais reinfectados apresentou um aumento substancial no nimero de
leucdcitos totais (Figura 13D). A avaliacdo da contagem diferencial de células refor¢ou a nogdo de que
a reinfeccdo induz uma inflamacgdo pulmonar crénica observada pelo aumento do numero de
granulécitos nas vias aéreas e também o aumento significativo de células da imunidade adaptativa
como fagécitos e linfécitos, quando comparados com os demais grupos (Figura 13E-13H). Nossos
dados sugerem que uma Unica infec¢do induz dano tecidual agudo, seguido de hemorragia e
exsudacao relacionado a maior migracado de larvas nas vias aéreas, enquanto que a reinfec¢do pode
provocar uma resposta imunoldgica pulmonar contra Ascaris suum resultando em um nimero reduzido

de larvas nas vias aéreas.
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Figura 13: Niveis de hemoglobina, proteina total, contagens de células mononucleares e granuldcitos
no BAL no oitavo dia pés-infec¢do. A) Niveis de hemoglobina no BAL. B) Larvas de A. suum rodeadas
por leucdcitos no BAL. C) Niveis totais de proteina no BAL. D) Contagens totais de leucécitos no BAL.
E) Contagens de macrofagos no BAL. F) Contagens de linfocitos no BAL. G) Contagens de neutrofilos
no BAL. H) Contagens eosinéfilos no BAL. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunn foi utilizado para avaliar diferencas entre os grupos. Os resultados estdo
apresentados como a média + SEM e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos gréaficos. Onde,
*p <0,05; *p<0,01 e**p<0,001.
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5.1.3 A REINFECCAO COM A. SUUM PROVOCA UM AUMENTO DO NUMERO DE CELULAS INFLAMATORIAS
CIRCULANTES E DA PRODUCAO DE CITOCINAS TH2/TH17 SISTEMICAS NA ASCARIDIOSE LARVAL

Para a elucidagdo dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos na protecdo na reinfecgéo, foi
coletado sangue periférico dos animais nao infectados, primoinfectados e reinfectados nos dias zero,
quatro, oito e 12 pés-infeccao e o perfil de citocinas sistémicas foi avaliado. As diferencas no tempo de
infeccao (zero, quatro, oito e 12 dias pds- infeccao), o tipo de infeccao (infeccao Unica ou mdltipla) e a
interacéo entre esses dois fatores foram avaliados em todos os grupos. Ambos os fatores (tempo e tipo
de infeccéo) contribuiram para as diferengas observadas na contagem de mondcitos e eosindfilos
circulantes, que foram significativamente aumentados nos grupos reinfectados de acordo com a
progressédo da infec¢éo até o oitavo dia de infeccdo (pico da migracéo larval nos pulmées).

Assim como observado no BAL (Figura 13), foi detectado um maior nimero de leucocitos no
sangue periférico (Figura 14). Quanto ao numero de linfécitos circulantes, foram significativamente
aumentados nos animais reinfectados quando comparados com os animais primoinfectados e nao
infectados no quarto dia pos-infec¢éo (Figura 14A), enquanto que os mondcitos no quarto e oitavo dias
(Figura 14B). Quanto ao namero de neutréfilos circulantes, foi significativamente elevado nos animais
reinfectados no quarto dia pés-infecgéo (Figura 14C), j& as contagens de eosindéfilos foram aumentadas
no 12° dia pés-infec¢do no grupo primoinfectado e em todos os dias avaliados nos animais do grupo
reinfectado (Figura 14D).



51

CAPITULO 1
15000, A 1000, B *
. *
I+ L) (-]
"’E R £ 800 -
E 10000 - ® £ ° e
~ o e ®s ™~ 600 °
8 _%_ g s o
T - % ® = ° e o - e -%—
© 400 -
~8 5000 o o o © & ) 8 * ; -
— § o -
c . ) e o G
| = 4 e o° s 200 ? _
°
° =
ol — — ; — ) ol 5 e o o y S
0 4 81 0 4 812 0 4 8 12dpi 0 4 812 0 4 812 0 4 8 12 dpi
NI SI RE NI Sl RE
10000, C % so00; D o«
* * *
& : 52
£ 8000 - £ 4000 e
3 3 o i
~ s ~ * o *
o 6000- & 3000- e
k) 9 %
B 4000 - e o 5 2000 e °
= - oa ©° c
g 5T 3 T °%¢
D 2000 © 1000
Z _¥ % & w " o ® -
o -
6 ® L req €L 000 -
0 4 8 12 0 4 812 0 4 8 12 dpi 0 4 812 0 4 812 0 4 8 12 dpi
NI sl RE NI | RE

Figura 14: Contagem de células mononucleares e de granulécitos no sangue periférico em diferentes
tempos apds a infeccdo experimental por A. suum. A) Contagem de linfécitos. B) Contagem de
mondcitos. C) Contagem de neutréfilos. D) Contagem de eosindfilos. Circulos fechados representam o
grupo nédo infectado; Circulos abertos representam o grupo primoinfectado; E circulos divididos
representam o grupo reinfectado. O teste Two-way ANOVA seguido de teste de comparacdo multipla
de Tukey para comparar as variancias entre os grupos. Os resultados sédo apresentados como a média
+ SEM e foram representados (*) e (#). Onde, *p < 0,05, ** p < 0,01 *** p < 0,001 e **** p < 0,0001
representam as diferencas entre todos os grupos no respectivo tempo; E # p < 0,05 e ## p < 0,01
representam as diferen¢as do grupo néo infectado.

Em relacdo ao perfil de citocinas sistémicas durante a reinfeccdo (Figura 15), a producdo de
citocinas Th2 foi detectada somente apds uma terceira exposicdo ao parasito, com producéo
significativa de IL-4 no tempo zero e IL-5 no quarto e oitavo dias pés-infec¢do (Figura 15A e 15B,
respectivamente). Niveis mais elevados de IL-10 foram detectados no tempo -14 (apdés a segunda
infeccdo por A. suum) e foram mantidos até ao final do estudo (Figura 15C). A produc¢éo de citocinas
inflamatérias também foi observada, IL-6 foi significativamente maior a partir do quarto dia pos-infec¢éo
no grupo reinfectado (Figura 15D). De maneira interessante, os niveis de IL-17A de camundongos
reinfectados apresentaram niveis mais elevados quando comparados com animais primoinfectados e
ndo infectados (Figura 15E). Por fim, enquanto a producéo de IFN-y foi significativamente mais elevada
no grupo reinfectado apenas no estadio tardio da terceira infecgdo (12 dias) quando comparada com
animais primoinfectados e ndo infectados (Figura 15F), a producdo de TNF seguiu a de IL- 17A, onde
0s animais reinfectados apresentaram maior producgéo de citocinas a partir do quarto dia apos a terceira
exposicdo as larvas do parasito (Figura 15G). A producdo de IL-2 também foi maior no grupo
reinfectado em comparacdo com o grupo primoinfectado e néo infectado nos tempos -14 e zero (Figura
15H).
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Figura 15: Perfil de producao de citocinas sistémicas desde o primeiro dia até 12 dias ap0s a terceira
infeccdo. A) IL-4. B) IL-5. C) IL-10. D) IL-6. E) IL-17A. F) IFN-y. G) TNF. IL -2 H). Utilizou-se teste de
Two-way ANOVA seguido de teste de comparag¢des multiplas de Tukey para comparar as variancias
entre os grupos. Os resultados sdo apresentados como a média £+ SEM e foram representados por (*)
e (#). Onde, * p< 0,05, * p < 0,01, ** p <0,001; E *** p < 0,0001 séo indicados para representar as
diferencas em comparacdo com o grupo primoinfectado no mesmo tempo de infeccdo; E # p < 0,05, ##
p < 0,01, ### p < 0,001 e #### p < 0,0001 representam as diferencas em comparagdo com 0 grupo
nao infectado.

Os resultados obtidos neste capitulo possibilitaram verificar, principalmente, uma importante
reducdo da carga parasitaria em nivel pulmonar, associada a inflamagéo do parénquima e das vias
aéreas, que foi caracterizada pelo acentuado infiltrado inflamatério, somado ao aumento da atividade
de neutrdéfilos e eosindéfilos. Com isso, foi evidenciando que na ascaridiose larval apds mudltiplas
exposigdes, o pulmao funciona como um importante sitio inflamatério e de controle da carga parasitaria.
Com base nesses resultados, nos capitulos seguintes buscou-se esclarecer ainda mais a contribuicdo
da inflamacg&o pulmonar no controle da migragao larval, bem como a participacdo de mediadores da
resposta imune no controle da carga parasitaria e da fisiopatologia pulmonar caracteristica da

ascaridiose larval.
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6. CAPITULO 02:

ASPECTOS DA RESPOSTA IMUNE TH1, TH2 E TH17 NA FISIOPATOLOGIA PULMONAR DA
ASCARIDIOSE LARVAL APOS SIMPLES E MULTIPLAS EXPOSICOES
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6.1 RESULTADOS

De uma forma geral, a resposta imunoldgica mais descrita para infecgGes helminticas é a do
tipo Th2, contudo, o primeiro capitulo desse trabalho trouxe evidéncias que na ascaridiose larval existe
um perfil misto de resposta imune Th2/Th17 apés multiplas exposi¢cbes, capaz de controlar a carga
parasitaria. Por outro lado, foi evidenciado também que a migracdo das larvas de A. suum pelos
pulmdes induz resposta imune inata, caracterizada pelo aumento da infiltracdo de neutréfilos e
eosindfilos no tecido pulmonar. Desse modo, esse capitulo pretende levantar questdes sobre a
importancia da participacdo dos tipos de resposta Thl, Th2 e Th17 no controle da infec¢do e na

fisiopatologia pulmonar da ascaridiose.

6.1.1 NA REINFECCAO POR A. SUUM, A PROTECAO DA CARGA PARASITARIA SE MANTEM EM CAMUNDONGOS
DEFICIENTES NA RESPOSTA TH1, CONTUDO A AUSENCIA DE IFN-Y INDUZ UM AUMENTO DA RESPOSTA TH17 E
UMA ACENTUADA PERDA DE FUNCAO PULMONAR

Para o estudo mais aprofundado da resposta do tipo Th1 na ascaridiose larval, camundongos
deficientes na producédo de IFN-y (IFN-y*) foram primoinfectados e reinfectados e, posteriormente,
submetidos a avaliagdes imunoparasitoldgicas e fisiopatoldgicas. Inicialmente, a avaliacdo da carga
parasitaria revelou que a citocina IFN-y ndo contribui diretamente no controle da ascaridiose larval, uma
vez que camundongos do grupo IFN-y” apresentaram o mesmo numero total de larvas nos
compartimentos pulmonares (tecidos e vias aéreas), quando comparados aos da estirpe selvagem
C57BL/6j com os mesmos tratamentos (Figura 16A, 16B e 16C).
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Figura 16: Numero de larvas recuperadas dos pulmdes de camundongos C57BL/6j e IFN-y’
primoinfectados e reinfectados no oitavo dia pés-infecgdo. A) Nimero total de larvas. B) Numero de
larvas no parénquima pulmonar. C) Numero de larvas nas vias aéreas. Os testes One-way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Tukey foram utilizados para avaliar as diferencas entre
0s grupos. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM e os resultados significativos sao
representadas por (*) nos graficos, onde * p < 0,05, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001.

Apesar de ndo haver alteracdo no padrdo de protecdo da carga parasitaria, a avaliagdo
pulmonar por meio da analise histopatoldgica semiquantitativa, possibilitou constatar um aumento geral
da inflamacg&o pulmonar em camundongos reinfectados (Figura 17). Contudo, camundongos dos
grupos C57BL/6j PI, IFN-y” Pl, C57BL/6] RE e IFN-y’- RE exibiram microscopicamente lesGes no
parénguima pulmonar, caracterizadas por espessamento dos septos interalveolares, provocadas por
edema e hemorragia associados ao infiltrado inflamat6rio misto, com a presenca de neutroéfilos,
macroéfagos, linfécitos e escassos eosindfilos (Figura 18). Quanto ao infiltrado inflamatério, apresentou
distribuicdo predominantemente, peribrénquica e perivascular. Esses achados foram mais intensos,
comprometendo maior area do parénquima pulmonar nos camundongos reinfectados tanto do grupo
C57BL/6/j RE quanto do IFN-y” RE, quando comparados aos dos grupos C57BL/6j Pl e IFN-y*- PI
(Figura 18), sendo que nos camundongos do grupo IFN-y’ RE, também foi possivel identificar com

frequéncia a presenca BALT (tecido linféide associado ao brénquio).
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Figura 17: Avaliagdo semiquantitativa da inflamacédo pulmonar dada por score de inflamacéo de
camundongos C57BL/6j e IFN-y’ primoinfectados e reinfectados no oitavo dia pés-infeccdo. A)
Inflamacao das vias aéreas. B) Inflamac&o vascular. C) Inflamacdo do parénquima. D) Hemorragia. E)
Score total de inflamacdo. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de compara¢gdes multiplas de
Dunn foram utilizados para avaliar as diferengas entre os grupos. Os resultados séo apresentados em
média £ SEM e foram representados pelos simbolos (*) nos graficos, onde * p < 0,05.

Por outro lado, os camundongos do grupo IFN-y* Pl exibiram maiores zonas hemorragicas no
parénquima quando comparados aos do grupo IFN-y” RE, que exibiram apenas hemorragia discreta
(Figura 18F e 18H). Notou-se também que alguns vasos presentes no parénquima pulmonar dos
camundongos de todos os apresentam edema perivascular, edema da tUnica adventicia e
espessamento da tunica média ocasionado por hipertrofia e hiperplasia de leiomidcitos, com
consequente reducéo da luz vascular. Contudo, esses achados foram mais evidentes, comprometendo
um maior niumero de vasos no parénquima pulmonar nos camundongos dos grupos C57BL/6j RE e
IFN-y7- RE (Figura 18G e 18H).
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Figura 18: Imagens representativas das | ausadas pela migragdo larval nos
pulmdes no oitavo dia pds-infeccdo. A) Imagem panoramica representativa do grupo C57BL/6j PI. B)
Imagem panoramica representativa do grupo IFN-y”- Pl. C) Imagem panoramica representativa do
grupo C57BL/6j RE. D) Imagem panoramica representativa do grupo IFN-y”- RE. E) Imagem em maior
aumento representativa do grupo C57BL/6j Pl com leve espessamento de septos interalveolares. F)
Imagem em maior aumento representativa do grupo IFN-y”- Pl com leve espessamento de septos
interalveolares e presenga de larva no interior de um bronquiolo. G) Imagem em maior aumento
representativa do grupo C57BL/6j RE com acentuado espessamento de septos interalveolares. H)
Imagem em maior aumento representativa do grupo IFN-y”- RE com acentuado espessamento de
septos interalveolares. AlteragBes histopatoldgicas s@o representadas por simbolos nas imagens,
sendo que * indica areas de hemorragia, # indica infiltrado inflamatério (G), cabecas de setas indicam
0 especamento de septos interalveolares e, seta azul indica edema perivascular. Barra de escala da
menor ampliagdo = 100 uym. Barra de escala da maior ampliacdo = 50 ym.

Além das analises histopatolégicas, a capacidade pulmonar foi analisada por meio da
espirometria forcada em respirador mecanico, que forneceu informagbes sobre o funcionamento
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pulmonar nos diferentes modelos. Foi verificado que as les6es do parénquima pulmonar provocadas
pela migracdo larval, processo inflamatério e resolugdo das lesBes provocaram prejuizos ao
funcionamento pulmonar, com um aumento na resisténcia ao fluxo de ar nas vias aéreas nos
camundongos dos grupos C57BL/6j RE e IFN-y’ RE, mais exacerbada nos IFN-y” RE (Figura 19A).
Corroborando com esse achado, foi verificada a diminuicdo na complacéncia dindmica em todos dos
grupos que receberam infeccdo, quando comparados com os respectivos nado infectados. A diminuigéo
na complacéncia dindmica foi mais acentuada nos comundongos dos grupos IFN-y’- Pl e C57BL/6j RE
em relacdo aos do grupo C57BL/6j Pl (Figura 19B). Foi avaliado também o volume expiratério forcado
em 100ms (FEV100), que é um importante indicador de aumento da resisténcia das vias aéreas, onde
foi verificado uma diminuicéo desse parametro nos camundongos dos grupos IFN-y7- PI, C57BL/6j RE
e IFN-y" RE (Figura 19C).
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Figura 19: Avaliacdo da mecéanica pulmonar de camundongos IFN-y’- e C57BL/6j primoinfectados e
reinfectados no oitavo dia poés-infeccdo por A suum. A) Resisténcia Pulmonar. B) Complacéncia
Dinamica. C) FEV100. O teste One-Way Anova seguido do teste de compara¢do multipla de Tukey, foi
utilizado para avaliar as diferengas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados como a média +
SEM e quando significativos foram representadas pelos simbolos (*) e (#) nos graficos, onde * p < 0,05,
**p < 0,01, ** p <0,001 e *** p < 0,0001 representam diferencas em relacdo ao grupo néo infectado
da mesma estirpe; ** p < 0,01, *** p < 0,001 representam diferencas em relagéo ao grupo primoinfectado
da mesma estirpe; e, # p < 0,05, ## p < 0,01 representam diferenca entre grupos que receberam o
mesmo tratamento, de estirpes diferentes.

No que se refere as caracteristicas do infiltrado inflamatério do tecido pulmonar, a dosagem da
atividade de EPO e MPO possibilitou constatar que, camundongos primoinfectados e reinfectados de
ambas as estirpes ndo apresentaram alteracdes nos niveis da atividade de EPO quando comparados
aos grupos nao infectados (Figura 20A). Contudo, houve um expressivo aumento da atividade de MPO
em camundongos do grupo C57BL/6j RE quando comparados aos demais grupos. Os camundongos
do grupo IFN-y’- RE apresentaram um aumento significativo na atividade de MPO apenas quando
comparados aos do grupo IFN-y” NI (Figura 20B). Assim, a deficiéncia em IFN-y nos animais
reinfectados, induziu uma importante diminuicdo na producdo de MPO quando comparados com

animais selvagens do grupo C57BL/6j RE.
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Figura 20: Niveis da atividade de EPO e MPO no tecido pulmonar de camundongos dos grupos
C57BL/6j e IFN-y* primoinfectados e reinfectados. A) atividade e EPO. B) atividade de MPO. O teste
One-Way Anova seguido do teste de comparacdo mltipla de Tukey foram utilizados para avaliar as
diferengas entre os grupos. Os resultados séo apresentados em média + SEM e foram representados
pelos simbolos (*) e (#) nos gréaficos, onde, ** < 0,01, *** < 0,001 e **** p < 0,0001 para diferengas em
relacdo ao grupo nao infectado da mesma estirpe; * p < 0,05 para diferencas em relacdo ao grupo
primoinfectado da mesma estirpe; e, #### p < 0,0001 para diferencas entre grupos de estirpes
diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Ainda no que se refere a inflamac&o pulmonar, a avaliagcdo da celularidade no BAL permitiu
verificar o aumento no nimero total de leucdcitos e macréfagos nas vias aéreas de camundongos dos
grupos reinfectados (Figura 21A e B). Quanto ao numero de linfcitos, apresentou aumento significativo
apenas em camundongos do grupo C57BL/6j RE em relagdo aos néo infectados da mesma estirpe
(Figura 21C). Um achado interessante foi a auséncia de neutréfilos em camundongos do grupo IFN-y-
! RE quando comparados aos do grupo C57BL/6j RE (Figura 21D), corroborando os achados de MPO
apresentados na figura anterior (Figura 20B). Quanto ao nimero de eosindfilos, foi significativamente
aumentado nos camundongos dos grupos C57BL/6j RE e IFN-y” RE apenas em relacdo aos
respectivos grupos nao infectados (Figura 21E). Portanto, os dados referentes aos eosindfilos e
neutrofilos nas vias aéreas e a sua atividade no tecido, sugerem que ambos os tipos celulares nao
contribuiram para o controle da carga parasitaria no modelo IFN* versus C57BL/6j ap6s multiplas

exposicdes.
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Figura 21: BAL de camundongos dos grupos C57BL/6j e IFN-y”- primoinfectados e reinfectados no
oitavo dia pos-infecgdo. A) Numero total de leucdcitos. B) Numero de macrofagos. C) Namero de
linfécitos. D) Namero de neutréfilos. E) Nimero de eosindfilos. F) Niveis de proteina total. G) Niveis de
hemoglobina. Os testes One-Way Anova (A, B, C, D, F e G) e Kruskal-Wallis (E), seguidos dos testes
de comparacdo multipla de Tukey e de Dunn, respectivamente, foram utilizados para avaliar as
diferencas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados em média + SEM e foram representados
pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001 para
diferencas em relacdo ao grupo néo infectado da mesma estirpe; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 para
diferencas em relacdo ao grupo primoinfectado da mesma estirpe e; ## p < 0,01 para diferencas entre
grupos de estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento. H) Correlagdo entre niveis de
hemoglobina X niveis de proteina total, testados pelo teste de correlagdo de Pearson, sendo que 0s
valores de p e r estdo representados no grafico.

A andlise do BAL também possibilitou verificar uma maior exsudacdo de proteina em
camundongos do grupo C57BL/6j Pl em relagdo aos demais grupos, contudo foi notado um aumento
significativo no BAL de camundongos dos grupos C57BL/6j RE e IFN-y” Pl em relacéo aos respectivos
grupos nédo infectados (Figura 21F). E, apesar haver uma correlacdo positiva entre exsudacao de
proteina com a hemorragia (Figura 21H), houve um aumento expressivo da hemoglobina apenas no
grupo C57BL/6j PI (Figura 21G).
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Ja para a avaliacdo de perfil de citocinas sistémicas, os niveis de citocinas séricas foram
quantificados, onde foi possivel verificar um aumento na citocina IL-6 em camundongos do grupo IFN-
vy’ RE em relagdo aos camundongos do grupo néo infectado da mesma estirpe (Figura 22C). E de
maneira interessante, evidenciou também que um aumento expressivo na citocina IL-17A em
camundongos do grupo IFN-y”- RE, o que sugere que na auséncia da citocina IFN-y, a resposta Th17
é acentuada em modelo de multiplas exposi¢cdes ao A. suum (Figura 22D). A citocina IL-2 esteve

aumentada em camundongos IFN-y”- RE em relacdo aos ndo infectados da mesma estirpe (Figura
22F).
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Figura 22: Citocinas séricas dosadas em camundongos C57BL/6j e IFN-y” primoinfectados e
reinfectados no oitavo dia pés-infec¢do. A) Niveis de IL-10. B) Niveis de IL-4. C) Niveis de IL-6. D)
Niveis de IL-17A. E) Niveis de TNF. F) Niveis de IL-2. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
comparacdes multiplas de Dunn foram utilizados para avaliar as diferengas entre os grupos. Os
resultados sdo apresentados em média + SEM e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos
graficos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01 e **** p < 0,0001 para diferencas em relagao ao grupo néo infectado
da mesma estirpe; * p < 0,05 e **** p < 0,0001 para diferencas em relagcdo ao grupo primoinfectado da

mesma estirpe; e, #### p < 0,0001 para diferencas entre grupos de estirpes diferentes que receberam
0 mesmo tratamento.

Portanto, os achados utilizando camundongos IFN-y* sugerem que 0s mecanismos envolvidos
na protecdo da carga parasitaria apos multiplas exposicdes independem da resposta Thl isoladamente,
e da atividade tecidual de neutréfilos e eosindfilos. Contudo, a auséncia de IFN-y determinou a
acentuada perda da funcdo pulmonar em camundongos reinfectados. Provavelmente, devido ao
aumento exacerbado dos niveis da citocina IL-17A, avaliada sistemicamente, que sugere o aumento
da inflamacéo provocada pela resposta Th17.
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6.1.2 A DEFICIENCIA NA RESPOSTA TH17 CONTRIBUI PARA A REDUCAO DA CARGA PARASITARIA, CONTUDO, COM
AUMENTO DE IFN-y SISTEMICO E DA INFLAMAGAO TECIDUAL, CONTUDO, SEM PERDA DA FUNGCAO PULMONAR

Para a avaliagdo da participagdo da resposta Th1l7 na ascaridiose larval apés simples e
multiplas exposic@es, primeiramente foi realizada a infec¢éo experimental de camundongos deficientes
no receptor IL-17RA (IL-17RA") e realizada a avaliacdo da carga parasitaria. Tal avaliacdo permitiu
constatar que a resposta Th1l7 parece ter um importante papel para o estabelecimento da infeccéo,
uma vez que a carga parasitaria nos pulmdes (total, parénquima e vias aéreas) de camundongos IL-
17RA-- diminuiu em relagdo aos C57BL6/j selvagens, tanto primoinfectados quanto reinfectados (Figura
23A, B e C).
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Figura 23: Numero de larvas recuperadas dos pulm@es de camundongos C57BL/6j selvagens e IL-
17RA-- primoinfectados e reinfectados no oitavo dia pés-infecgdo. A) NUmero total de larvas. B) Nimero
de larvas no parénquima pulmonar. C) Numero de larvas nas vias aéreas. O teste One-way ANOVA
seguido do teste de comparacgdes multiplas de Tukey foram utilizados para avaliar as diferencas entre
0s grupos. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM e os resultados significativos sao
representadas por (*) nos graficos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01 e **** p < 0,0001.

E, a fim de compreender o impacto da deficiéncia na resposta Th17 na inflamacg&o tecitdual,
inicialmente, a avaliacdo por meio da andlise histopatol6gica semiquantitativa, possibilitou constatar
que os camundongos primoinfectados e reinfectados de ambas as estirpes apresentaram lesdes
microscopicas no parénquima pulmonar. Quanto ao infiltrado inflamatério foi misto caracterizado por
neutréfilos, macréfagos, linfécitos e escassos eosindéfilos. Também foi possivel observar a presenca de
infiltrado inflamatério peribronquico e perivascular. Esses achados foram mais intensos e
comprometeram uma maior area do parénquima pulmonar dos camundongos dos grupos C57BL/6j RE,
ILL7RA' Pl e ILL7TRA’ RE, quando comparados aos dos grupos C57BL/6j PI (Figura 24).
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Figura 24: Avaliacdo semiquantitativa da inflamacéo pulmonar dada por score de inflamacéo. A)
Inflamacao das vias aéreas. B) Inflamagéo vascular. C) Inflamacéo do parénquima. D) Hemorragia. E)
Score total de inflamacdo. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacdes multiplas de
Dunn foram utilizados para avaliar as diferengas entre os grupos. Os resultados séo apresentados em
meédia + SEM e foram representados pelos simbolos (*) nos graficos. Onde * p < 0,05, ** p < 0,01 e ***
p< 0,001.

A andlise semiquantitativa também possibilitou observar presenca de hemorragia, vasos
hiperémicos e edema perivascular em todos os grupos, sendo a presenca de edema perivascular mais
intenso nos camundongos dos grupos C57BL/6j RE e IL17RA- RE (Figura 24D e B). Foi verificado que
alguns vasos presentes no parénquima pulmonar dos camundongos dos grupos C57BL/6j RE e
ILA7RA”- RE, além do edema perivascular, apresentaram edema da tlnica adventicia e espessamento
da tanica média ocasionado por hipertrofia e hiperplasia de leiomidcitos ocasionando a reducao da luz

vascular (Figura 25).
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Figura 25: Imagens representativas das lesdes histopatolégicas causadas pela migragéo larval nos
pulmBes no oitavo dia pos-infeccdo e &rea da les@o causada pela migracéo larval. A) Imagem
panoramica representativa do grupo C57BL/6j PI. B) Imagem panoramica representativa do grupo IL-
17RA’ PI. C) Imagem panoramica representativa do grupo C57BL/6j RE. D) Imagem panoramica
representativa do grupo IL-17RA” RE. E) Imagem em maior aumento representativa do grupo C57BL/6j
P1 com leve espessamento de septos interalveolares. F) Imagem em maior aumento representativa do
grupo IL-17RA”- Pl com leve espessamento de septos interalveolares e presenga de larva no interior
de um bronquiolo. G) Imagem em maior aumento representativa do grupo C57BL/6j RE com acentuado
espessamento de septos interalveolares. H) Imagem em maior aumento representativa do grupo IL-
17RA’ RE com acentuado espessamento de septos interalveolares. As altera¢des histopatolégicas
séo representadas por simbolos nas imagens, sendo que * indica areas de hemorragia, cabecas de
setas indicam o especamento de septos interalveolares. Barra de escala da menor ampliacdo = 100
pm. Barra de escala da maior ampliagdo = 50 pm.

o

Para complementar a avaliacdo da funcdo pulmonar, além das andlises histopatolégicas, a
capacidade fisiolégica pulmonar foi analisada por meio da espirometria forcada em respirador
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mecanico. Essas andlises, revelaram que as lesbes do parénquima pulmonar provocadas pela
migracdo larval, processo inflamatoério e resolucéo das lesdes provocaram alteragdes no funcionamento
pulmonar. Nesse modelo, as lesGes provocaram um aumento na resisténcia ao fluxo de ar nas vias
aéreas apenas nos camundongos do grupo C57BL/6j RE (Figura 26A). Corroborando com esse
achado, foi verificada uma diminuigdo na complacéncia dindmica apenas nos camundongos do grupo
C57BL/6j RE (Figura 26B). Foi verificada também a diminuicdo do volume expiratério forcado em 100ms
(FEV100) nos camundongos dos grupos IL-17RA"- Pl, C57BL/6j RE e IL17RA-"- RE (Figura 26C).
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Figura 26: Avaliacdo da mecanica pulmonar de camundongos IL-17RA"- e C57BL/6j primoinfectados
e reinfectados no oitavo dia pds-infeccdo por A suum. A) Resisténcia Pulmonar; B) Complacéncia
Dinamica; C) FEV100. O teste One-Way Anova seguido do teste de compara¢do multipla de Tukey, foi
utilizado para avaliar as diferencas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados como a média +
SEM e quando significativos foram representadas pelos simbolos (*) e (#) nos gréaficos, onde * p < 0,05,
*** n < (0,001 e *** p < 0,0001 representam diferencas em relagdo ao grupo nao infectado da mesma
estirpe; * p < 0,05 e **** p < 0,0001 representam diferencas em relacdo ao grupo primoinfectado da
mesma estirpe; e, ##### p < 0,0001 representam diferenca entre grupos que receberam o mesmo
tratamento, de estirpes diferentes.

No que se refere as caracteristicas do infiltrado inflamatério, as dosagens da atividade de EPO
e MPO possibilitaram constatar que, camundongos primoinfectados e reinfectados de ambas as
linhagens ndo apresentaram aumento da atividade de EPO. Os camundongos do grupo IL-17RA’ RE
apresentaram diminuicdo na atividade de EPO em relacdo aos ndo infectados da mesma linhagem
(Figura 27A). Houve um expressivo aumento da atividade de MPO em camundongos C57BL/6j RE
quando comparado aos demais grupos e, foi verificado um aumento significativo nos camundongos do
grupo C57BL/6j PI (Figura 27B).
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Figura 27: Niveis da atividade de EPO e MPO no tecido pulmonar de camundongos dos grupos
C57BL/6j e IL-17RA" primoinfectados e reinfectados. A) Niveis de atividade de EPO. B) Niveis de
atividade de MPO. O teste One-Way Anova seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey foram
utilizados para avaliar as diferencas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados em média £+ SEM
e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos graficos, onde, * p < 0,05 e **** p < 0,0001 para
diferencas em relagéo ao grupo nédo infectado da mesma estirpe; * p < 0,05 para diferengas em relacéo
ao grupo primoinfectado da mesma estirpe; e, ### p < 0,0001 para diferencas entre grupos de estirpes
diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Ainda no que se refere a inflamac&o pulmonar, a avaliagdo da celularidade no BAL permitiu
verificar o aumento significativo ndmero total de leucdOcitos nas vias aéreas de camundongos
reinfectados em relac@o aos respectivos grupos néo infectados (Figura 28A e B). Quanto ao niumero
de linfécitos, apresentou aumento significativo apenas em camundongos do grupo C57BL/6j RE em
relacdo aos ndo infectados da mesma estirpe (Figura 28C). O numero de neutrofilos foi
significativamente aumentado nos camundongos do grupo IL-17RA’ RE quando comparados aos nédo
infectados da mesma estirpe e aos camundongos do grupo C57BL/6j RE (Figura 28D). Quanto ao
namero de eosindfilos, foi significativamente aumentado nos camundongos dos grupos C57BL/6j RE e
IL-17RA RE apenas em relagdo aos respectivos ndo infectados (Figura 28E). A andlise do BAL
também permitiu verificar uma maior exsudagéo de proteina em camundongos do grupo IL-17RA"- PI
em relacdo aos camundongos dos demais grupos. Foi verificado um aumento significativo nos niveis
de proteinas nos camundongos dos grupos C57BL/6j PI, C57BL/6j RE e IL17RA’ RE em relagdo aos
ndo infectados das respectivas estirpes (Figura 28F). E, como ja foi demonstrado nesse trabalho,
apesar haver uma correlacdo positiva entre exsudacao de proteina com a hemorragia, nesse modelo
houve um aumento significativo nos camundongos primoinfectados, contudo, mais expressivo nos

camundongos do grupo IL-17RA" PI (Figura 28G e H).
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Figura 28: BAL de camundongos dos grupos C57BL/6j e IFN-y” primoinfectados e reinfectados no
oitavo dia pés-infecgdo. A) Numero total de leucdcitos. B) Numero de macrofagos. C) Numero de
linfécitos. D) Numero de neutréfilos. E) Numero de eosindfilos. F) Niveis de proteina total. G) Niveis de
hemoglobina. Os testes One-Way Anova (G) e Kruskal-Wallis (A, B, C, D, E e F), seguidos dos testes
de comparacdo multipla de Tukey e de Dunn, respectivamente, foram utilizados para avaliar as
diferencas entre os grupos. Os resultados s@o apresentados em média + SEM e foram representados
pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001 para
diferencas em relacéo ao grupo néo infectado da mesma linhagem; **** p < 0,0001 para diferencas em
relacdo ao grupo primoinfectado da mesma linhagem e; # p < 0,05 e #### p < 0,0001 para diferencas
entre grupos de linhagens diferentes que receberam o mesmo tratamento. H) Correlacéo entre niveis
de hemoglobina X niveis de proteina total, testados pelo teste de correlacéo de Pearson, sendo que 0s
valores de p e r estdo representados no gréfico.

A avaliacdo da resposta imune sistémica, por meio da dosagem de citocinas no soro,
evidenciou um expressivo aumento de IL-10 em camundongos do grupo IL-17RA’ RE quando
comparado aos do grupo C57BL/6j RE e aos demais grupos de IL-17RA"-. Além disso, camundongos
do grupo IL-17RA"- apresentaram a citocina IL-10 aumentada em todos os grupos quando comparados
aos camundongos do grupo C57BL/6j (Figura 29A). Quanto aos niveis de IL-4, foram aumentados nos
camundongos do grupo IL-17RA” NI em relagdo aos do grupo C57BL/6j NI (Figura 29B). A citocina IL-
6 foi significativamente aumentada nos camundongos dos grupos IL-17RA” Pl e IL-17RA” RE em

relacdo aos ndo infectados da mesma estirpe (Figura 29C). Quanto aos niveis de IL-17A, foram
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significativamente aumentados em todos os grupos da estirpe IL-17RA” (Figura 29D). Foi verificado
um aumento nos niveis de IFN-y nos camundongos dos grupos IL-17RA”- NI e IL-17RA”- Pl em relagéo
aos selvagens; ja nos camundongos C57BL/6j, foi aumentado nos reinfectados em relagéo aos demais
grupos da mesma estirpe (Figura 29E). Nao foram detectados aumentos significativos dos niveis de
TNF (Figura 29F). E por fim, os niveis de IL-2 foram significativamente aumentados em camundongos
do grupo IL-17RA’ NI em relacdo aos do grupo C57BL/6j NI e, nos do grupo C57BL/6j RE em relacéo
aos demais grupos da mesma linhagem (Figura 29G).

w
o

- B 150+ c

ﬁ{i ﬁi ﬂj

N
o
1

1004

k3

(pg/mL de sor
2888
ol b o
|____IE
IH
#
##
(pg/mL de soro)
o 3
[+
I

- -

o o O
o © ©
o © ©
o © ©o
-
*

L4

IL-10
o
]

IL-6
(pg/mL de soro)

R\ 2 Q d &
15004 80+ 1504
D E F
g B 60 B
< 3 1000 8 :: ? 8 1004
(] o o
":l © ;'ﬂ 40 w T
o w 3 o4 E o
— E 500 £ £ 504
o i S 20 ’l‘ o
& 3 3 £ &
3t 3 3t
0 Nil Hsl HE 0 |
> Ly & S L) & S L &
304
G
_— *
) * &
° 3
@ 20- 3 C57BL/6j
NS 3
= Hl IL-17RA-/-
£ 101 I
=]
0 T T T
R\ & &

Figura 29: Citocinas séricas dosadas em camundongos C57BL/6j e IL-17RA” primoinfectados e
reinfectados no oitavo dia pés-infecgdo. A) Niveis de IL-10. B) Niveis de IL-4. C) Niveis de IL-6. D)
Niveis de IL-17A. E) Niveis de IFN-y. F) Niveis de TNF. G) Niveis de IL-2. O teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de comparac¢des multiplas de Dunn foram utilizados para avaliar as diferencas entre
os grupos. Os resultados sdo apresentados em média + SEM e foram representados pelos simbolos
(*) e (#) nos gréficos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01 para diferencas em relacéo ao grupo ndo infectado
da mesma linhagem; * p < 0,05 e ** p < 0,01 para diferengas em relagdo ao grupo primoinfectado da
mesma linhagem; e, # p < 0,05, ## p < 0,01 e #### p < 0,0001 para diferencas entre grupos de linhagens
diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Em sintese, a utilizacao da estirpe de camundongos deficientes no receptor IL-17RA, sugere
que a modulagdo negativa da resposta Th17, propicia um microambiente tecidual favoravel ao controle
da migracgéo larval, independente da atividade de EPO e MPO, e induz um aumento consideravel de
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citocinas inflamatérias e regulatérias como, por exemplo, IFN-y e IL-10, respectivamente. Por outro
lado, mesmo diante de uma inflamacdo tecidual, os camundongos da estirpe IL-17RA’ néo
apresentaram perda acentuada na funcdo pulmonar, provavelmente devido a menor producéo de
mediadores proé-fibréticos provenientes das respostas Th2/Th17.

6.1.3 A DEFICIENCIA NA SINALIZAGAO IL-33/ST2 PARECE GERAR UM AUMENTO NA INFLAMAGAO TH1/TH17, cOM
CONSEQUENTE REDUGAO DA CARGA PARASTITARIA E PERDA DA FUNGAO PULMONAR

Para o estudo mais aprofundado da resposta do tipo Th2 na ascaridiose larval, camundongos
deficientes na sinalizacéo IL-33/ST2 (ST27) foram submetidos aos mesmos protocolos de infecgéo e
reinfeccdo padronizados neste trabalho. Inicialmente, a analise de carga parasitaria pela quantificagéo
do numero total de larvas recuperadas nos pulmdes, foi constatada uma reducgéo significativa do
ndmero de larvas nos camundongos dos grupos BALB/c RE e ST27- RE, com percentual de redugéao
da carga de 99,54% e 91,04%, respectivamente, quando comparadas aos camundongos dos grupos
BALB/c Pl e ST27 PI (Figura 30A). Em relagdo ao numero de larvas recuperadas do parénquima
pulmonar, foi verificada uma reducdo da carga parasitaria significativa apenas em camundongos do
grupo BALB/c RE quando comparados aos do grupo BALB/c PI, com percentual de reducéo de 99,51%
(Figura 30B). Em relag&o ao numero de larvas recuperadas das vias aéreas, foi verificada uma reducéo
significativa nos camundongos dos grupos BALB/c RE e ST27 RE, com percentual de reducéo da carga
de 99,67% e 99%, respectivamente quando comparadas aos dos grupos BALB/c Pl e ST27 PI (Figura
30C). Tais achados sugerem que, no modelo de miltiplas exposi¢des, a resposta desencadeada pelo
eixo IL-33/ST2 contribui para a prote¢do da carga parasitaria total, com maior importancia no que diz

respeito ao niumero de larvas migrando no parénquima pulmonar.
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Figura 30: Namero de larvas recuperadas dos pulmdes de camundongos dos grupos BALB/c e ST2"
primoinfectados e reinfectados no oitavo dia p6s-infeccdo. A) Namero total de larvas. B) Namero de
larvas recuperadas do parénquima pulmonar. C) Numero de larvas recuperadas das vias aéreas. O
teste One-way Anova seguido do teste de Tukey foram utilizados para avaliar as diferencas entre os
grupos. Os resultados sdo apresentados em média + SEM e foram representados pelo simbolo (*) nos
graficos. Onde ** p < 0,01 e **** p < 0,0001.
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No que se refere a inflamacao tecidual provocada pela migracdo larval e a resposta imune
associada, tem sido verificado ao longo desse estudo que € recorrente e mais acentuada em
camundongos reinfectados. No caso do modelo ST2* foi verificado por meio da analise
semiquantitativa da inflamac&o, um maior score de inflamagédo das vias aéreas nos camundongos do
grupo ST2*- RE quando comparados aos do grupo ST27 Pl (Figura 31A). Quanto a inflamagéo vascular,
foi mais acentuada em ambos o0s grupos reinfectados, quando comparados aos respectivos
primoinfectados (Figura 31B). Contudo, pela avaliacdo do score total foi verificado que os camundongos
do grupo ST27” RE apresentaram maior inflamacdo tecidual (Figura 31E). E, no que se refere a
hemorragia, foi significativamente aumentada em camundongos do grupo ST2”- PI, guando comparada

aos do grupo ST27- RE (Figura 31D).
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Figura 31: Avaliagdo semiquantitativa da inflamacédo pulmonar dada por score de inflamacdo de
camundongos BALB/c e ST2"- primoinfectados e reinfectados no oitavo dia pés-infeccéo. A) Inflamacéo
das vias aéreas. B) Inflamacéo vascular. C) Inflamacédo do parénquima. D) Hemorragia. E) Score total
de inflamacéo. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de compara¢des multiplas de Dunn foram
utilizados para avaliar as diferencgas entre os grupos. Os resultados sao apresentados em média + SEM
e foram representados pelos simbolos (*) nos gréaficos. Onde ** p < 0,01 e *** p < 0,001.

Quando observado os pulmdes dos camundongos dos grupos ST27 Pl e ST2" RE, foi
verificado que estes exibiram lesées microscopicas no parénquima caracterizadas pelo espessamento
dos septos interalveolares. Nesses animais foi verificada a presenca de infiltrado inflamatério misto

formado por macrofagos, linfocitos, neutréfilos e escassos eosindfilos. Além disso, o infiltrado
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inflamatério peribrénquico e perivascular foi mais exuberante nos camundongos do grupo ST27 RE
guando comparados aos do grupo ST2* PI, sobretudo com a formacédo de BALT, assim como nos

camundongos do grupo BALB/c RE (Figura 32).
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Figura 32: Imagens representativas das lesdes histopatolégicas causadas pela migracao larval nos
pulmdes no oitavo dia pés-infeccdo e area da lesdo. A) Imagem panoramica representativa do grupo
BALB/c PI. B) Imagem panoramica representativa do grupo ST27 Pl. C) Imagem panoramica
representativa do grupo BALB/c RE. D) Imagem panoramica representativa do grupo ST2” RE. E)
Imagem em maior aumento representativa do grupo BALB/c Pl com leve espessamento de septos
interalveolares. F) Imagem em maior aumento representativa do grupo ST27 Pl com ligeiro
espessamento de septos interalveolares e presencga de larva no interior de um bronquiolo. G) Imagem
em maior aumento representativa do grupo BALB/c RE com acentuado espessamento de septos
interalveolares. H) Imagem em maior aumento representativa do grupo ST27 RE com acentuado
espessamento de septos interalveolares. Alteragfes histopatoldgicas sao representadas por simbolos
nas imagens, sendo que * indica areas de hemorragia, cabecas de setas indicam o especamento de
septos interalveolares e, seta azul indica edema perivascular. Barra de escala da menor ampliacéo =
100 pm. Barra de escala da maior ampliagdo = 50 ym.

Ainda foi possivel observar, a presenca de zonas hemorragicas no parénquima pulmonar e
alguns vasos exibiram edema perivascular, edema da tinica adventicia e espessamento da tlnica
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média as custas de hipertrofia e hiperplasia de leiomiécitos, ocasionando reducdo da luz vascular.
Esses achados, com excecédo das zonas hemorragicas que foram mais exuberantes nos camundongos
do grupo ST27 PI, foram mais intensos, comprometendo maior area do parénquima pulmonar nos
camundongos do grupo ST2” RE quando comparados aos dos grupos ST2” Pl e BALB/c RE (Figura
32). Ainda relacionada a hemorragia, foi possivel identificar no parénquima pulmonar dos camundongos
do grupo ST2' RE, a presenca de hemosiderina no interior de macréfagos e no intersticio, tal achado
sugere que camundongos desse grupo estdo em processo de resolucdo de hemorragia (Figura 32).
Por fim, foi possivel observar nos camundongos do grupo BALB/c Pl e ST27 Pl a presenga constante
de larvas no parénquima pulmonar. O mesmo nao foi observado nos camundongos BALB/c RE e ST2-
- RE (Figura 32).

No modelo ST2*, as andlises da capacidade pulmonar por meio da espirometria forcada em
respirador mecénico, revelaram que as les6es do parénquima pulmonar provocaram alteragdes no
funcionamento pulmonar. Notou-se, nesse modelo, que a migragcdo larval, bem como as lesbes
provocadas por ela, associada ao processo inflamatério e resolugdo, provocaram um aumento na
resisténcia ao fluxo de ar nas vias aéreas nos camundongos do grupo BALB/c Pl e BALB/c RE (Figura
33A). Corroborando com esse achado, foi verificada uma diminuicdo na complacéncia dindmica nos
camundongos dos grupos ST2* PI, BALB/c RE e, mais acentuada nos do grupo BALB/c PI (Figura
33B). Foi verificada também a diminuicdo do volume expiratério forcado em 100ms (FEV100) nos
camundongos BALB/c PI. Curiosamente, houve um aumento nesse indicador nos camundongos dos
grupos BALB/c RE e ST27 RE quando comparados aos respectivos grupos nao infectados (Figura
330C).
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Figura 33: Avaliagdo da mecanica pulmonar de camundongos BALB/c e ST2/ primoinfectados e
reinfectados no oitavo dia poés-infeccdo por A suum. A) Resisténcia Pulmonar. B) Complacéncia
Dinamica. C) FEV100. O teste One-Way Anova seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey, foi
utilizado para avaliar as diferencas entre os grupos. Os resultados sao apresentados como a média +
SEM e quando significativos foram representadas pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos, onde * p < 0,05,
**p<0,01, *** p<0,001 e **** p < 0,0001 representam diferen¢cas em relagéo ao grupo néo infectado
da mesma estirpe; *** p < 0,001 e **** p < 0,0001 representam diferencas em relagcdo ao grupo
primoinfectado da mesma estirpe; e, # p < 0,05 e ##### p < 0,0001 representam diferenca entre grupos
que receberam o mesmo tratamento, de estirpes diferentes.
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Ao avaliar as caracteristicas do infiltrado inflamatério pela dosagem da atividade de EPO e
MPO, foi verificado um expressivo aumento da atividade de EPO em camundongos do grupo ST2* PI
em relagdo aos demais grupos (Figura 34A). A atividade de EPO também foi aumentada nos
camundongos do grupo ST27 RE quando comparada a dos grupos BALB/c RE e ST27 NI e, nos
camundongos do grupo BALB/c RE foi aumentada quando comparada a dos demais grupos da mesma
estirpe (Figura 34A). Quanto a atividade de MPO, ndo foram detectadas alteracdes nos camundongos
dos grupos ST2* (Figura 34B).
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Figura 34: Niveis da atividade de EPO e MPO no tecido pulmonar de camundongos BALB/c e ST2
primoinfectados e reinfectados. A) Niveis da atividade de EPO. B) Niveis da atividade de MPO. Os
testes One-Way Anova (A) e Kruskal-Wallis (B), seguidos dos testes de comparacgdo multipla de Tukey
e de Dunn, respectivamente, foram utilizados para avaliar as diferencas entre os grupos. Os resultados
sdo apresentados em média + SEM e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos graficos, onde,
*** < (0,001 e **** p < 0,0001 para diferencas em relagcdo ao grupo néo infectado da mesma estirpe; * p
< 0,05 e **** p < 0,0001 para diferengcas em relacdo ao grupo primoinfectado da mesma estirpe; e, ##
p < 0,01 para diferencas entre grupos de estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Ainda no que se refere a inflamac&o pulmonar, a avaliagdo da celularidade no BAL permitiu
verificar que camundongos do grupo ST27 RE apresentaram um aumento no numero total de
leucécitos, contudo, inferior ao observado em camundongos do grupo BALB/c RE (Figura 35A). Ao
avaliar os subtipos celulares, foi verificado um aumento significativo no nimero de macréfagos tanto
em camundongos do grupo BALB/c RE quanto ST2* RE (Figura 35B). Quanto aos linfécitos, apesar
de aumentados nas vias aéreas de camundongos do grupo ST27- RE em relagdo aos demais grupos
da mesma estirpe, 0 aumento néo foi tdo expressivo quanto o obsevado no grupo BALB/c RE (Figura
35C). O numero de neutrdfilos foi significativamente aumentado nos camundongos dos grupos BALB/c
Pl, ST2" Pl e BALB/c RE (Figura 35D). Ja os eosinéfilos foram expressivamente aumentados nos
camundongos do grupo BALB/c RE quando comparados aos demais grupos, enquanto que oS
camundongos do grupo ST27 RE apresentaram aumento apenas em relacéo aos ndo infectados da

mesma estirpe (Figura 35E).
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Figura 35: BAL de camundongos BALB/c e ST2* primoinfectados e reinfectados no oitavo dia p6s-
infeccdo. A) Numero total de leucécitos. B) Numero de macrofagos. C) Numero de linfocitos. D) NUmero
de neutrdéfilos. E) Nimero de eosindfilos. F) Niveis de proteina total. G) Niveis de hemoglobina. Os
testes One-Way Anova (A, D, F e G) e Kruskal-Wallis (B, C e E), seguidos dos testes de comparacao
multipla de Tukey e de Dunn, respectivamente, foram utilizados para avaliar as diferengas entre os
grupos. Os resultados séo apresentados em média £+ SEM e foram representados pelos simbolos (*) e
(#) nos graficos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001 e **** p < 0,0001 para diferencas em relacédo
ao grupo néo infectado da mesma estirpe; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 para diferencas em relagdo ao
grupo primoinfectado da mesma estirpe e; ## p < 0,01 para diferencas entre grupos de estirpes
diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Ao analisar o sobrenadante do BAL foi verificado um expressivo aumento de proteina total em
camundongos do grupo BALB/c PI, quando comparados aos demais grupos. Contudo, foi verificado um
aumento significativo nos camundongos do grupo ST27 Pl em relagdo aos demais grupos da mesma
estirpe e, nos dos grupos BALB/c RE e ST27- RE em relagédo aos respectivos néo infectados (Figura
35F). Quanto aos niveis de hemoglobina no BAL, foi aumentado em camundongos do grupo BALB/c
Pl, quando comparados aos demais grupos e, nos do grupo ST2* Pl em relagdo aos demais grupos
da mesma estirpe (Figura 35G).

A avaliacdo da resposta imune sistémica foi realizada por meio da dosagem de citocinas

séricas. Essa avaliag&o evidenciou um aumento na producéo de IL-10 em camundongos do grupo ST2
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NI guando comparados aos do grupo BALB/c NI. O aumento de IL-10 em camundongos BALB/c foi
verificado apenas em reinfectados (Figura 36A). Quanto aos niveis de IFN-y foram significativamente
aumentados em camundongos do grupo ST2”- RE quando comparados aos demais grupos (Figura
36B). O aumento nos niveis de IL-6 foi verificado em camundongos dos grupos BALB/c Pl e BALB/c
RE (Figura 36C). Quanto aos niveis de IL-17A foram aumentados em ambos os grupos reinfectados

(Figura 36D). Por fim, os niveis de TNF foram aumentados apenas nos camundongos ST27 NI em
relacdo aos dos demais grupos (Figura 36E).
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Figura 36: Citocinas séricas dosadas em camundongos BALB/c e ST2" primoinfectados e reinfectados
no oitavo dia pos-infecgdo. A) Niveis de IL-10. B) Niveis de IFN-y. C) Niveis de IL-6. D) Niveis de IL-
17A. E) Niveis de TNF. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparac¢des multiplas de Dunn
foram utilizados para avaliar as diferengas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados em média
+ SEM e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos graficos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01 para
diferencas em relagéo ao grupo néo infectado da mesma estirpe; * p < 0,05 para diferengas em relacéo
ao grupo primoinfectado da mesma estirpe; e, # p < 0,05, ## p < 0,01 e para diferencas entre grupos
de estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Portanto, o estudo da resposta Th2 utilizando o modelo ST27, demonstrou que a deficiéncia
na sinalizacao IL-33/ST2 leva ao aumento das respostas do tipo Thl e Th17, evidenciado pelo aumento
das citocinas IFN-y e IL-17A em camundongos reinfectados. Foi detectado o aumento da atividade do
EPO, inclusive em camundongos primoinfectados. Contudo, o controle da carga parasitaria foi
verificado apenas apés miltiplas exposi¢bes. A deficiéncia em ST27 foi associada também a melhora
da capacidade pulmonar apds a reinfeccdo. Tais achados, sugerem que a resposta desencadeada pela
sinalizacao IL-33/ST2 contribui para a fisiopatologia pulmonar da ascaridiose.
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6.1.4 A REGULAGAO POSITIVA DA RESPOSTA THZ2, POR MEIO DA CITOCINA IL-4, ESTA ASSOCIADA AO CONTROLE
DA MIGRAGAO LARVAL NA ASCARIDIOSE PRIMARIA, CONTUDO, A PROTEGCAO OBSERVADA NA REINFECGCAO PARECE

SER INDEPENDENTE DE IL-4

Visando aprofundar a avaliacdo da participacao da resposta do tipo Th2 na ascaridiose larval,
camundongos da estirpe IL-47 foram primoinfectados e reinfectados e, comparados a estirpe selvagem
BALB/c. Inicialmente, por meio da avaliacdo da carga parasitaria no tecido pulmonar, foi evidenciado
que a citocina IL-4 contribui para o controle do nimero de larvas apés uma infecgao primaria. Contudo,
ao avaliar a carga parasitaria de camundongos reinfectados, de maneira intrigante, foi evidenciado que
a auséncia dessa citocina ndo impactou no controle do nimero de larvas, 0 que sugere que a protecao

observada ap6s multiplas exposicdes é independente da resposta gerada pela citocina IL-4 (Figura 37).
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Apesar da menor carga parasitaria observada, a avaliagdo semiquantitativa da inflamacao
pulmonar (Figura 38) demonstrou que camundongos do grupo IL-47- RE apresentaram maior score de
inflamacéo das vias aéreas (Figura 38A), vascular (Figura 38B) e do parénquima pulmonar (Figura 38C)
guando comparados com camundongos IL-47- PI, culminando no maior score total de inflamacgéao
tecidual (Figura 38D). Em relacdo aos camundongos do grupo BALB/c RE, apresentaram maior

inflamacéo vascular, quando comparados aos BALB/c PI (Figura 38B).
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Figura 38: Avaliacdo semiquantitativa da inflamacé@o pulmonar dada por score de inflamacéo. A)
Inflamacao das vias aéreas. B) Inflamacgéo vascular. C) Inflamacéo do parénquima. D) Score total de
inflamacéo. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de compara¢des multiplas de Dunn foram
utilizados para avaliar as diferengas entre os grupos. Os resultados sao apresentados em média + SEM
e foram representados pelos simbolos (*) nos graficos. Onde * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001.

De maneira mais detalhada, foi possivel constatar que camundongos primoinfectados e
reinfectados de ambas as estirpes apresentaram les6es microscopicas do parénquima, caracterizadas
por especamento dos septos interalveolares, provocadas por hemorragia, hiperemia vascular, edema
perivascular e inflamag&o do parénquima pulmonar. Além disso, foi possivel verificar a presenca de
zonas hemorragicas em todos os grupos, bem como, edema perivascular, sendo que estes foram mais
frequentes e exuberantes no parénquima pulmonar dos camundongos do grupo IL47 RE guando
comparados aos do grupo IL47- Pl, o que contribuiu para redugdo da luz vascular. Por meio dessa
andlise também foi possivel identificar a presenca de larvas no parénquima pulmonar dos
camundongos dos grupos BALB/c Pl e IL4 - PI. O mesmo néo foi observado no parénquima pulmonar
de camundongos do grupo BALB/c RE e IL47 RE. E, quanto ao infiltrado inflamatério, foi mais
exuberante em camundongos reinfectados, 0 que comprometeu uma maior area do seu parénquima
pulmonar. Contudo, enquanto os camundongos do grupo BALB/c RE apresentaram infiltrado
inflamatério misto, com predominancia de neutréfilos, eosindfilos e a formacdo de BALT, nos
camundongos do grupo IL-4”- RE, o infiltrado foi misto caracterizado pela presenca de macréfagos,

linfdcitos, neutrofilos e escassos eosinofilos, com a presenga marcante granulomas (Figura 39).
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Figura 39: Imagens representativas das ausadas pela migra

pulmBes no oitavo dia pos-infeccdo e &rea da les@o causada pela migracéo larval. A) Imagem
panoramica representativa do grupo BALB/c PI. B) Imagem panorémica representativa do grupo de IL-
4+ PI. C) Imagem panorédmica representativa do grupo BALB/c RE. D) Imagem panoramica
representativa do grupo IL-47- RE. E) Imagem em maior aumento representativa do grupo BALB/c PI
com ligeiro espessamento de septos interalveolares; F) Imagem em maior aumento representativa do
grupo IL-4- Pl com leve espessamento de septos interalveolares e presenca de larva no interior de um
bronquiolo; G) Imagem em maior aumento representativa do grupo BALB/c RE com acentuado
espessamento de septos interalveolares. H) Imagem em maior aumento representativa do grupo IL-4
RE com acentuado espessamento de septos interalveolares. AlteragBes histopatolégicas sao
representadas por simbolos nas imagens, sendo que * indica reas de hemorragia, # indica infiltrado
inflamatério, cabecas de setas indicam o especamento de septos interalveolares, seta preta indica
presenca de larva e, seta azul indica edema perivascular. Barra de escala da menor ampliacdo = 100
pm. Barra de escala da maior ampliagdo = 50 ym.

Para avaliar as caracteristicas da inflamacao do tecido pulmonar, foi realizada a avaliagdo do

acumulo de neutréfilos e eosindfilos, por meio da dosagem da atividade de MPO e EPO,
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respectivamente e, a analise do perfil de citocinas no tecido pulmonar desses animais. Primeiramente,
foi evidenciado um aumento significativo na atividade de EPO em camundongos do grupo IL-4- RE
guando comparados aos do grupo IL-47- NI, ndo apresentando diferencas significativas em relagéo aos
do grupo IL-4" PI e, de maneira interessante, a atividade de EPO nos camundongos do grupo IL-4"
RE apresentou os mesmos niveis que nos do grupo BALB/c RE (Figura 40A). Quanto aos niveis de

MPO foram aumentados apenas nos camundongos do grupo BALB/c RE (Figura 40B).
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Figura 40: Niveis da atividade de EPO e MPO no tecido pulmonar de camundongos BALB/c e IL-4"
primoinfectados e reinfectados. A) Niveis da atividade de EPO. B) Niveis da atividade de MPO. O teste
One-Way Anova seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey foram utilizados para avaliar as
diferencas entre os grupos. Os resultados séo apresentados em média + SEM e foram representados
pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos, onde, * < 0,05 e **** p < 0,0001 para diferencas em relagdo ao
grupo néo infectado da mesma estirpe * p < 0,05 para diferencas em relagdo ao grupo primoinfectado
da mesma estirpe; e, ### p < 0,001 para diferencas entre grupos de estirpes diferentes que receberam
0 mesmo tratamento.

Quanto ao perfil de citocinas teciduais, camundongos do grupo IL-47 Pl apresentaram um
significativo aumento de IL-2, quando comparados aos dos grupos BALB/c Pl e IL-47- RE (Figura 41A).
A producédo de IL-10, foi significativamente aumentada apenas em camundongos do grupo IL-47- RE
(Figura 41B). Ademais, foi verificado um aumento expressivo da citocina IL-6 nos camundongos do
grupo BALB/c Pl em relagdo aos demais grupos, contudo essa citocinas também esteve aumentada
nos camundongos do grupo IL-47 Pl em relagdo aos do grupo IL-47- RE e, nos grupos BALB/c RE e IL-
47 RE em relagdo aos respectivos ndo infetados (Figura 41C). Quanto aos niveis de IL-17A, foram
aumentados em todos os grupos primoinfectados e reinfectados (Figura 41D), assim como de IFN-y
(Figura 41E). Por fim, as andlises dos niveis de TNF evidenciaram um aumento significativo dessa

citocina nos camundongos dos grupos BALB/c PI, IL-47- Pl e BALB/c RE (Figura 41E).
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Figura 41: Citocinas dosadas no tecido pulmonar no oitavo dia pos-infec¢do. A) Niveis de IL-2. B)
Niveis de IL-10. C) Niveis de IL-6. D) Niveis de IL-17A. E) Niveis de IFN-y. F) Niveis de TNF. Os testes
de Kruskal-Wallis seguido do teste de compara¢Bes multiplas de Dunn foram utilizados para avaliar as
diferencas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados em média + SEM e foram representados
pelos simbolos (*) e (#) nos graficos. Onde * p < 0,05 e ** p < 0,01 para diferencas em relagao ao grupo
ndo infectado da mesma estirpe; * p < 0,05 e ** p < 0,01 para diferencas em relacdo ao grupo
primoinfectado da mesma estirpe; e, # p < 0,05 e ## p < 0,01 para diferengas entre grupos de estirpes
diferentes que receberam o mesmo tratamento.

J& a avaliacdo da resposta imune sistémica foi realizada por meio da quantificacdo de citocinas
séricas e da avaliagcdo do perfil de leucdcitos circulantes em diferentes tempos de infec¢do. Quanto ao
nimero de mondcitos circulantes, foi inicialmente aumentado nos camundongos do grupo IL-47 RE no
tempo -14, ou seja, 14 dias apds a primeira exposi¢do ao parasito (Figura 42A). Quanto aos linfdcitos,
esteve significativamente aumentado no tempo -14 em camundongos do grupo BALB/c RE, nos tempos
seguintes o nimero desse tipo celular caiu em todos os grupos (Figura 42B). Quanto aos neutrofilos,
houve um expressivo aumento no oitavo dia pos-infeccdo em camundongos primoinfectados de ambas
as estirpes (Figura 42C). J4 o numero de eosindfilos, foi aumentado no tempo -14 em camundongos
reinfectados de ambas as estirpes e decresceu nos tempos O e 8 dias pds-infec¢do (Figura 42D),

provavelmente devido ao recrutamento dessas células ao sitio da infeccéo.
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Figura 42: Contagem de células mononucleares e de granulécitos no sangue periférico em diferentes
tempos apds a infeccdo experimental por A. suum. A) Contagem de linfécitos. B) Contagem de
mondcitos. C) Contagem de neutréfilos. D) Contagem de eosindfilos. O teste Two-way ANOVA seguido
de comparacéo multipla de Tukey foi usado para comparar as variancias entre os grupos. Os resultados
séo apresentados como a média = SEM e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos.
Onde, *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001 representam as diferencas em relagdo ao
grupo nédo infectado da mesma estirpe; * p < 0,05, * p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001
representam as diferencas em relacdo ao grupo primoinfectado da mesma estirpe; e, ## p < 0,01
representam as diferencgas entre grupos de estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento.

No que tange as citocinas séricas detectadas no oitavo dia pds-infeccao, nao foram verificadas
diferengas significativas nos niveis de IL-10 entre os camundongos dos grupos IL-47- e BALB/c (Figura
43A). Os niveis de IL-6, apresentaram aumento significativo nos camundongos do grupo BALB/c PI
guando comparados aos dos grupos IL-47 Pl e BALB/c NI (Figuras 43B). Quanto aos niveis de IFN-y,
foram significativamente aumentados nos camundongos do grupo IL-47- NI quando comparados aos do
grupo BALB/c NI e, nos camundongos do grupo BALB/c RE em relacdo aos néo infectados da mesma
estirpe (Figura 43C). Em relacdo aos niveis de TNF, apresentaram aumento significativo em
camundongos do grupo IL-47 Pl quando comparados aos dos grupos IL-47- NI e BALB/c PI, e ainda
mais aumentados nos IL-47- RE do grupo (Figura 43D), tal achado sugere que a atividade de TNF foi

antecipada nos camundongos IL-4-,
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Figura 43: Citocinas séricas no oitavo dia pds-infeccao. A) Niveis de IL-10. B) Niveis IL-6. C) Niveis
de. D) Niveis de IFN-y. E) Niveis de TNF. Os testes de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunn foram utilizados para avaliar as diferencas entre os grupos. Os resultados séo
apresentados em média + SEM e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos. Onde * p
< 0,05 e ** p < 0,01 para diferen¢as em relacdo ao grupo nado infectado da mesma estirpe; e, # p < 0,05
para diferengas entre grupos de estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Diante do exposto, o estudo da participacdo da IL-4 na ascaridiose larval evidenciou que essa
citocina é de extrema importancia na resposta inicial contra larvas de A. suum, contudo, apds mdltiplas
exposi¢les, a protecao observada se da independente da resposta induzida por essa citocina. Além
disso, foi evidenciado que camundongos do grupo IL-47- RE apresentaram os mesmos niveis de
atividade de EPO no tecido pulmonar que do grupo BALB/c RE e, somado a isso, alto nimero de
eosindfilos circulantes nos tempos -14 e zero, reforcam que os eosinéfilos séo de extrema importancia
no controle da carga parasitaria na ascaridiose larval apés multiplas exposicoes.

Portanto, ao longo desse capitulo, foi possivel constatar que camundongos deficientes na
resposta Thl, apresentaram um aumento do perfil Th17, sem alteracdes na atividade de EPO tecidual
e apresentaram reducdo da carga parasitaria apos mdltiplas exposi¢cdes. Quando na deficiéncia da
resposta Thl7, hd o aumento da resposta do tipo Thl, caracterizada pelo aumento de IFN-y. Foi
possivel verificar também, a diminuicdo da atividade de EPO tecidual, contudo com o aumento da
inflamacéo tecidual e consequente reducdo da carga parasitaria, apés multiplas exposi¢cdes. Ja frente
a deficiéncia na sinalizacdo IL-33/ST2 foi verificado um aumento da inflamagdo Th1/Thl7,
caracterizada pelo aumento de IFN-y, IL-6 e IL-17A. Por outro lado, a redu¢é@o no niimero de eosinéfilos
e da atividade de EPO tecidual pode ter impactado na reducéo da carga parasitaria, menos acentuada
apo6s multiplas exposicdes em camundongos deficientes. Desse modo, de maneira geral, a deficiéncia

em Th2 contribuiu para o aumento da inflamacdo Th1/Thl7, impactando na reducdo da carga
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parasitaria apés multiplas exposicdes. Ademais, foi possivel constatar que, apesar das lesdes agudas
serem de extrema importancia na fisiopatologia da ascaridiose larval, as respostas pré-fibréticas podem

contribuir para a perda da fun¢do pulmonar em camundongos reinfectados.
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7. CAPITULO 03:

O PAPEL DOS EOSINOFILOS NA FISIOPATOLOGIA PULMONAR DA ASCARIDIOSE LARVAL APOS
MULTIPLAS EXPOSICOES
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7.1 RESULTADOS

Considerando os importantes resultados obtidos nos capitulos anteriores, como a protecéo da
carga parasitaria e 0 aumento do nimero e da atividade dos eosinoéfilos nos pulmdes, este capitulo foca
na participacdo dos eosinoéfilos na imunopatologia da ascaridiose larval, passando pela avaliacdo da

relacdo entre os receptores TLR2 e TLR4 versus producdo de SIgA na mucosa pulmonar.

7.1.1 O CONTROLE DA CARGA PARASITARIA NA ASCARIDIOSE LARVAL E DEPENDENTE DE TLR2 E TLR4 QUE,
CONTRIBUEM PARA O AUMENTO DO NUMERO DE EOSINOFILOS E DA PRODUCAO SIGA NO PULMAO DE
CAMUNDONGOS INFECTADOS

Inicialmente, a participagdo dos TLR2/4 na imunopatologia da ascaridiose larval foi avaliada
por meio da infecgdo de camundongos das estirpes C57BL/6j selvagem, TLR2" e TLR4, seguida pela
guantificacdo da carga parasitaria pulmonar no oitavo dia pés-infeccdo (Figura 44). A partir dessa
avaliacédo pode-se verificar que a carga foi maior em camundongos dos grupos TLR2" e TLR4" em
comparacao com os do grupo C57BL/6j, sobretudo em relacdo as larvas recuperadas do parénquima
pulmonar. No que se refere ao nimero de larvas recuperadas das vias aéreas, camundongos do grupo
TLR47 apresentaram a carga mais acentuada, o que sugere que esse receptor, bem como a resposta
mediada por ele, sdo de extrema importancia no controle da infecgdo, impactando inclusive no nimero
de larvas a completar o ciclo de vida no intestino (Figura 44A).
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Figura 44: Impacto dos receptores do tipo Toll na carga parasitaria da ascaridiose larval experimental
no oitavo dia pés infeccdo. A) Niumero de larvas recuperadas no parénquima pulmonar e nas vias
aéreas em camundongos dos grupos C57BL/6j, TLR27 e TLR4'; Diferencas entre os grupos foram
representadas por (*) e *) no gréafico, sendo ** p < 0,01 e **** p < 0,0001 para diferencas em relagdo ao
grupo C57BL/6 e * para diferenca em relacdo ao grupo TLR2. B) Concentracdo de SigA-total no BAL
de camundongos; C) Numero de eosindfilos nas vias aéreas. As diferencas estatisticas nos gréficos B
e C sao representadas pelo simbolo (*), sendo ** p < 0,01 e *** p < 0,001 para diferencas em relagao
aos grupos néo infectados da mesma estirpe, e * p < 0,05 e ** p < 0,01 para diferencas em relacdo ao
grupo primoinfectado da mesma estirpe. O teste Two-way ANOVA seguido do teste de comparagdes
multiplas de Tukey foi utilizado para avaliar as diferencas entre os grupos e os resultados sdo
apresentados como a média + SEM.
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Em segunda analise, para avaliar o impacto da auséncia dos receptores TLR2 e TLR4 na
inflamacao pulmonar, a celularidade no BAL foi quantificada, contudo com foco nimero de eosindfilos.
Essa analise evidenciou o aumento do nimero de eosinoéfilos em camundongos do grupo C57BL/6j
guando comparados aos ndo infectados da mesma estirpe. E, além disso, foi evidenciado que o
aumento do nimero de eosindfilos nos animais primoinfectados foi dependente da presenca dos
receptores TLR2 e TLR4 (Figura 44C).

Por fim, tendo evidenciado o papel dos TLR no controle da carga parasitaria e no nimero de
eosindfilos, buscou-se elucidar se os niveis de SIgA na mucosa pulmonar também seriam influenciados,
para isso, o SIgA-total foi dosado no BAL dos camundongos C57BL/6j, TLR2" e TLR4". Essa andlise
indicou que hd um aumento na producdo do anticorpo no oitavo dia pds-infeccdo apenas na nos
camundosngos do grupo C57BL/6j infectado quando comparada ao grupo néo infectado da mesma
estirpe (Figura 44B). Verificou-se, além disso, que camundongos do grupo C57BL/6j infectado
apresentaram maiores niveis de SIgA no BAL quando comparados aos dos grupos TLR27- e TLR4-
infectados, sendo que nesses animais a produ¢do do anticorpo manteve os niveis basais, indicando
que sua producgdo na mucosa pulmonar depende dos receptores TLR avaliados.

Portanto, os receptores TLR2 e TLR4 impactam diretamente no nimero de eosindfilos e na
producdo de SIgA pela mucosa pulmonar, sendo de extrema importancia no controle da carga

parasitaria no pulméo de camundongos primoinfectados.

7.1.2 EOSINOFILOS CONTRIBUEM PARA PRODUCAO DE SIGA NA MUCOSA PULMONAR

Tem sido demonstrado ao longo desse estudo que, tanto o nimero de eosindéfilos quanto os
niveis de SIgA sdo aumentados apds infeccbes por A. suum em modelo murino, nesse contexto,
evidéncias da relacao entre os eosinofilos e a producdo de SIgA e, do impacto de ambos no controle
da carga parasitaria contribuem para elucidacdo da resposta imune na ascaridiose larval. Desse modo,
por meio da infec¢do de camundongos BALB/c selvagens e, posterior andlise da migragéo larval e da
producéo do SIgA em diferentes tempos, foi possivel constatar um aumento progressivo nos niveis do
anticorpo no BAL até o oitavo dia pds-infec¢cdo que, se manteve elevado até o dltimo tempo avaliado
(12° dpi) (Figura 45A). Com foco mais especifico no oitavo dia pds-infecgdo, pico da migracgéo larval
pelo pulmao, e pico de SIgA no BAL, foi possivel constatar que, a producdo de SligA-total foi
positivamente correlacionada com o nimero de eosindfilos presentes nas vias aéreas dos
camundongos (Figura 45B). E, além disso, o0 aumento da producdo de SIgA apresentou correlagéo
positiva com a carga parasitaria (Figura 45C). Esses achados, indicam que a producdo de SIgA é
aumentada na presenca dos eosindfilos e estimulada pela presenca das larvas de A. suum pelos

pulmdes do hospedeiro.
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Figura 45: Cinética de migracé@o das larvas pelos 6rgdos e da producdo de SlgA-total ha musosa
pulmonar. A) Cinética da produgéo de SIgA total no BAL versus numero total de larvas recuperadas.
B) Correlacao entre SIgA total no BAL versus ndmero de eosinofilos no BAL. C) Correlagdo entre o
namero de larvas e a producéo de SIgA. O teste de correlagcao de Pearson foi utilizado para avaliar as
variaveis e os valores de r e p sdo apresentados nos graficos.

7.1.3 O CONTROLE DA CARGA PARASITARIA NA ASCARIDIOSE APOS MULTIPLAS EXPOSICOES E PARCIALMENTE
DEPENDENTE DE EOSINOFILOS

Utilizando o modelo de mdltiplas exposi¢des, foi observado que a prote¢do da migracgéo larval
(Figura 9) esta associada ao aumento do nimero e atividade de eosindfilos circulantes e teciduais
(Figura 13 e 14), e no modelo de exposi¢édo simples, o aumento de SIgA na mucosa pulmonar (Figura
45), e que o numero de eosindfilos foi correlacionado com a producao de SIgA na mucosa pulmonar
(Figura 45), dependente da sinalizacéo via receptores TLR2 e TLR4, que contribui para a resposta
protetora na ascaridiose.

Diante desses achados, para 0 estudo mais aprofundado da participacdo dos eosindéfilos na
ascaridiose larval, com enfoque em multiplas exposicdes, camundongos GATA1", deficientes na
diferenciagdo de eosindfilos, e camundongos BALB/c selvagens foram infectados e reinfectados para
a avaliagcao imunoparasitolégica e fisiopatologica. Inicialmente, verificamos que a carga parasitaria em

camundongos do grupo BALB/c RE apresentou importante redu¢do em todos os compartimentos



89
CAPITULO 3

avaliados (Figura 46). Além disso, foi evidenciado, em experimentos independentes, que a deficiéncia
em eosindfilos dos camundongos GATA1”, tanto no grupo primoinfectado quanto reinfectado,
determinou a maior carga parasitaria total quando comparada aos camundongos BALB/c de estirpe
selvagem (Figura 46A). Ja pela avaliacdo da carga parasitaria nos diferentes compartimentos
pulmonares (Figura 46B e C), foi possivel constatar que mais larvas migraram para as vias aéreas de
camundongos GATA1” RE quando comparada aos BALB/c RE, sugerindo uma maior capacidade do
parasito em completar o ciclo em animais deficientes em eosindfilos (Figura 46C). Desse modo, pela
avaliacdo da carga parasitaria, foi possivel evidenciar que a protecdo verificada apés multiplas
exposicdes é parcialmente dependente de eosindfilos, contudo, sua auséncia gera um importante

impacto na carga, tanto em animais primoinfectados quanto reinfectados em nivel pulmonar.
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Figura 46: Namero de larvas recuperadas dos pulmées dos camundongos BALB/c e GATA1” e no
oitavo dia pos-infeccéo. A) Namero total de larvas. B) Nimero de larvas no parénquima pulmonar. C)
Ndmero de larvas nas vias aéreas. O teste One-way ANOVA seguido do teste de comparagbes
multiplas de Tukey foram utilizados para avaliar as diferengas entre os grupos. Os resultados sao
apresentados como a média £+ SEM e os resultados significativos sdo representadas por (*) nos
graficos, onde ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001.

7.1.4 A INFLAMAGCAO TECIDUAL EM CAMUNDONGOS SELVAGENS E DO TIPO MISTA, COM ACUMULOS DE

NEUTROFILOS E EOSINOFILOS NO TECIDO PULMONAR E A FORMAGCAO DE BALT

Tendo em vista que os eosindfilos sdo células com mdltiplas fun¢des, dependendo do 6rgéo e
do microambiente inflamatério em que se encontram, aspectos da imunopatologia pulmonar da
ascaridiose larval foram avaliados. Pela avaliacdo morfométrica das lesdes pulmonares ficou
evidenciado, primeiramente, que camundongos dos grupos reinfectados apresentaram maior area de
leséo e fibrose quando comparados com 0s respectivos grupos primoinfectados (Figura 47A e 47B,
respectivamente). Por outro lado, foi evidenciado que a area de lesao nao diferiu entre os grupos que
receberam o mesmo tratamento, ou seja, camundongos dos grupos BALB/c Pl e GATAl’” PI
apresentaram a mesma quantidade de lesé@o, assim como os camundongos dos grupos BALB/c RE e
GATAL’ RE (Figura 47A). Todavia, vale ressaltar que apesar da area de lesédo ser a mesma entre 0s

grupos citados, as caracteristicas das lesdes diferiram entre os grupos. A avaliacdo da area de fibrose
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evidenciou essa diferenca, uma vez que camundongos do grupo BALB/c RE que apresentaram a
mesma area de lesdo que os de grupo GATA1l’ RE, exibiram uma éarea de fibrose pulmonar
significativamente maior (Figura 47B). Por fim, as avaliagbes morfométricas evidenciaram que, apesar
de a area de lesdo néo refletir os achados relacionados de fibrose pulmonar, existe uma correlagédo
positiva entre a area de leséo e a area de fibrose pulmonar no modelo de ascaridiose larval (Figura
47C).
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Figura 47: Andlise morfométrica das lesdes provocadas pela migracdo das larvas de A. suum,
inflamacéo e reparo tecidual, em camundongos dos grupos BALB/c e GATA1" primoinfectados e
reinfectados. A) Area da lesdo causada pela migracéo larval e inflamagdo no pulm&o. B) Area de
fibroplasia/fibrose causada pelo reparo tecidual do pulméo. C) Correlacdo entre as areas de leséo e
areas de fibrose. O teste One-Way Anova seguido do teste de comparacao multipla de Tukey foram
utilizados para avaliar as diferencgas entre 0s grupos. Os resultados sao apresentados em média + SEM
e foram representados pelo simbolo (*) nos graficos. Onde, * p < 0,05, ** p < 0,01 *** p < 0,0001 (A e
B); e o teste de correlacdo de Pearson foi usado para avaliar a correlagdo entre as duas variaveis (C).

Ainda no que tange as avalia¢8es histopatolégicas pulmonares, de maneira mais detalhada, foi
possivel constatar que camundongos dos grupos primoinfectados e reinfectados de ambas as estirpes
apresentaram lesGes microscopicas do parénquima caracterizadas por especamento dos septos
interalveolares, as custas de hemorragia, hiperemia vascular, edema perivascular e inflamacédo do
parénquima pulmonar (Figura 48). Contudo, esses achados foram mais exuberantes nos camundongos
dos grupos BALB/c RE e GATAL' RE, corroborando os achados da avaliagdo morfométrica da area
de leséo (Figura 48C e D). Quanto a hemorragia, foi maior nos camundongos dos grupos BALB/c PI,
GATAL" PI (Figura 48E e F), seguido do GATA1" RE (Figura 48H), provavelmente em decorréncia da
maior migracdo larval pelos pulmdes desses animais. Quanto ao infiltrado inflamatério, foi mais
proeminente em camundongos dos grupos BALB/c RE (Figura 48C e G) e GATA RE (Figura 48D e
H), porém com caracteristicas diferentes, sendo que os dos grupos BALB/c Pl e BALB/c RE
apresentaram infiltrado inflamatdério misto, com predominancia de neutrdfilos, eosindfilos e a formacao
de BALT nos reinfectados; e, camundongos do grupos GATA1l” Pl e GATAl” RE apresentaram
infiltrado inflamatério misto caracterizado pela presencga de neutrofilos, linfocitos e macréfagos, nao foi

observado a formagédo de BALT.



91
CAPITULO 3

Figura 48: Imagens representativas das lesdes histopatolégicas causadas pela migracao larval nos
pulmBes no oitavo dia pos-infeccdo e &rea da les@o causada pela migracéo larval. A) Imagem
panoramica representativa do grupo BALB/c Pl. B) Imagem panoramica representativa do grupo
GATAL'” PlL. C) Imagem panoramica representativa do grupo BALB/c RE. D) Imagem panoramica
representativa do grupo GATA1” RE. E) Imagem em maior aumento representativa do grupo BALB/c
P1 com leve espessamento de septos interalveolares. F) Imagem em maior aumento representativa do
grupo GATA1" Pl com leve espessamento de septos interalveolares e presenga de larva no interior de
um bronquiolo. G) Imagem em maior aumento representativa do grupo BALB/c RE com acentuado
espessamento de septos interalveolares. H) Imagem em maior aumento representativa do grupo
GATAL’" RE com acentuado espessamento de septos interalveolares. Alteragdes histopatoldgicas sédo
representadas por simbolos nas imagens, sendo que * indica areas de hemorragia, # indica infiltrado
inflamatério e BALT (G), cabecas de setas indicam o especamento de septos interalveolares e, seta
indica presenca de larva no interior de bronquiolo. Barra de escala da menor ampliagdo = 100 um.
Barra de escala da maior ampliagao = 50 ym.

Ao longo do estudo da ascaridiose larval em modelo experimental murino, a inflamagé&o tanto

do parénquima pulmonar quanto das vias aéreas, parece ser fundamental no controle da carga
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parasitaria apés mdltiplas exposicées. Desse modo, o estudo da participacdo de leucécitos e de
mediadores da resposta imune é fundamental para o melhor entendimento da fisiopatologia da
ascaridiose, bem como do processo de resolucdo das lesdes causadas pela migracédo larval e,
sobretudo dos mecanismos envolvidos na protecdo apés multiplas exposi¢cdes. Nesse sentido, tendo
em vista as diferentes caracteristicas do infiltrado inflamatério no tecido pulmonar, o acimulo de
neutrofilos e eosindfilos foi quantificado pela dosagem da atividade EPO e MPO nesse tecido (Figura
49). Quanto a quantificacdo da atividade de EPO, foi evidenciado um expressivo aumento nos
camundongos do grupo BALB/c RE quando comparados aos demais grupos da mesma estirpe, assim
como aos camundongos do grupo GATAL’ RE (Figura 49A). Ja em relacdo a quantificacdo da atividade
de MPO, foi evidenciado que camundongos do grupo BALB/c RE apresentaram um expressivo aumento
da atividade dessa peroxidase (Figura 49B), corroborando os achados histopatoldgicos referentes ao

infiltrado inflamatério, sobretudo nos camundongos BALB/c RE.
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Figura 49: Niveis da atividade de EPO e MPO no tecido pulmonar de camundongos BALB/c e GATAL-
I- primoinfectados e reinfectados. A) Niveis da atividade de EPO; B) Niveis da atividade de MPO. O
teste One-Way Anova seguido do teste de comparacao mdltipla de Tukey foram utilizados para avaliar
as diferencas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados em média + SEM e foram
representados pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos. Onde, **** p < 0,0001 para diferencas em relacéo
ao grupo ndo infectado da mesma estirpe; * p < 0,05 e **** p < 0,0001 para diferencas em relacéo ao
grupo primoinfectado da mesma estirpe; ### p < 0,001 e #### p < 0,0001 para diferencgas entre grupos
de estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Para avaliar o perfil e inflamacgdo do tecido pulmonar, citocinas do tipo Th1/Th2/Th17 foram
dosadas no tecido pulmonar no oitavo dia poés-infeccao (Figura 50), onde foi possivel verificar o
aumento significativo de IL-4 nos camundongos dos grupos BALB/c Pl e BALB/c RE quando
comparados aos ndo infectados da mesma estirpe (Figura 51B). Quanto as citocinas pré-inflamatérias,
a IL-6 foi aumentada em camundongos do grupos BALB/c e GATA1", primoinfectados e reinfectados,
quando comparados aos respectivos grupos néo infectados, contudo, esse aumento foi mais acentuado
nos camundongos dos grupos BALB/c Pl e GATAL1” Pl quando comparados aos dos grupos BALB/c
RE e GATA1” RE, respectivamente (Figura 50C). Foi evidenciado também, um aumento da citocina
IL-17A em camundongos dos grupos BALB/c e GATAL", primoinfectados e reinfectados, quando

comparados aos respectivos grupos nao infectados (Figura 50D). A citocina IFN-y apresentou-se
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significativamente aumentada nos camundongos dos grupos BALB/c Pl e BALB/c RE, quando
comparados aos ndo infectados da mesma estirpe (Figura 50E). Quanto a citocina TNF foi aumentada
em camundongos dos grupos BALB/c e GATAL, primoinfectados e reinfectados, quando comparados
aos respectivos ndo infectados (Figura 50G). Ja os niveis de IL-2 foram significativamente aumentados
nos camundongos do grupo GATA1” PI; nos camundongos BALB/c, foram observados os mesmos
niveis nos camundongos nao infectados, primoinfectados e reinfectados, no oitavo dia p6s-infeccao
(Figura 50H).
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Figura 50: Citocinas teciduais dosadas no pulm&o no oitavo dia pos-infeccao. A) Niveis de IL-10. B)
Niveis de IL-4. C) Niveis de IL-17A. D) Niveis de IL-6. E) Niveis de IFN-y. F) Niveis de TNF. G) Niveis
de IL-2. O teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagédo multipla de Dunn, foi utilizado para
avaliar as diferencas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados em média + SEM e foram
representados pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos. Onde * p < 0,05 e ** p < 0,01 para diferencas em
relacdo ao grupo néo infectado da mesma estirpe; * p < 0,05 e ** para diferencas em relagéo ao grupo
primoinfectado da mesma estirpe; e, # p < 0,05 para diferencas entre grupos de estirpes diferentes que
receberam o mesmo tratamento.
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Ainda no que tange a inflamacdo pulmonar, a quantificacdo das células presentes nas vias
aéreas por meio da contagem da celularidade no BAL (Figura 51), demonstrou que camundongos dos
grupos BALB/c RE e GATALl’ RE apresentaram um significativo aumento no nimero total de
leucécitos, macréfagos e neutréfilos, quando comparados aos dos grupos BALB/c Pl, GATA1 Pl e os
respectivos ndo infectados (Figura 51A, B e D). O aumento do nimero de linfécitos foi mais relevante
entre os camundongos do grupo GATA1" RE (Figura 51C), e como esperado, ndo foram detectados
eosindfilos nesses animais, enquanto que nos camundongos do grupo BALB/c RE houve um aumento
expressivo desse tipo celular (Figura 51E). A avaliacdo do BAL também possibilitou verificar o aumento
dos niveis de proteina total (Figura 51G) e hemoglobina (Figura 51F) nos pulmdes dos grupos
primoinfectados e reinfectados de ambas as linhagens, contudo mais acentuado no grupo GATA1" PI.
Além disso, foi verificado que ha uma correlagéo positiva entre os niveis de proteina e de hemoglobina
nas vias aéreas (Figura 51H).
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Figura 51: BAL de camundongos BALB/c e GATAL” primoinfectados e reinfectados no oitavo dia pés-
infeccdo. A) Numero total de leucécitos. B) NUmero de macrofagos. C) Numero de linfocitos. D) NUimero
de neutréfilos. E) Numero de eosindfilos. F) Niveis de hemoglobina. G) Niveis de proteina total. Os
testes One-Way Anova (B, C, D, E e G) e Kruskal-Wallis (A e F), seguidos dos testes de comparacao
multipla de Tukey e de Dunn, respectivamente, foram utilizados para avaliar as diferengas entre os
grupos. Os resultados sao apresentados em média + SEM e foram representados pelos simbolos (*) e
(#) nos graficos. Onde * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 para diferencas em relagao
ao grupo néo infectado da mesma estirpe; * p <0,05, ** p <0,01 e **** p < 0,0001 para diferencas em
relacdo ao grupo primoinfectado da mesma estirpe e; # p < 0,05 para diferencas entre grupos de
estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento. Os grupos néo infectados séo representados
pela linha pontilhada nos graficos.
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Além disso, ao aprofundar no estudo da inflamacédo pulmonar, com enfoque na participacéo
dos eosinofilos em modelo de ascaridiose, por meio da infeccdo de camundongos deficientes no fator
de transcricdo GATAL, concluiu-se que o aumento dos niveis de SIgA na mucosa pulmonar é
dependente da presenca dos eosindéfilos, uma vez que seus niveis permaneceram baixos em
camundongos deficientes, mesmo apds a reinfeccdo (Figura 52A). Além disso, utilizando antigenos
especificos provenientes de larvas e vermes adultos, concluiu-se que o SIgA foi especifico para

antigenos de A. suum (Figura 52B e C).
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Figura 52: Niveis de SIgA no BAL no oitavo dia pés-infeccdo. A) Niveis de SigA-total; B) Niveis de
SIgA especificos para antigeno de larva. C) Niveis de SIgA especificos para antigeno de verme adulto.
O teste de Kruskal-Wallis, seguidos dos testes de comparacao multipla de Dunn foram utilizados para
avaliar as diferencas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados em média + SEM e foram
representados pelos simbolos (*) e (#) nos graficos. Onde * p < 0,05 e **** p < 0,0001 para diferencas
em relacdo ao grupo ndo infectado da mesma estirpe; * p < 0,05 e ** para diferencas em relagédo ao
grupo primoinfectado da mesma estirpe; e, # p < 0,05 para diferencas entre grupos de estirpes
diferentes que receberam o mesmo tratamento.

7.1.5 A PRESENCA DE EOSINOFILOS FOI ASSOCIADA AO AUMENTO DA FIBROSE TECIDUAL, CONTUDO COM

MELHORA DA FUNGAO PULMONAR

Além de informac8es referentes a inflamacéo, a analise histopatolégica do parénquima
pulmonar também permitiu avaliar em cortes corados com Tricromico de Goémori, a intensidade e
topografia da fibroplasia e fibrose induzidas pela migracéo das larvas de A. suum (Figura 53). Notou-
se gue camundongos dos grupos BALB/c Pl, GATAL1”- Pl e GATAL' RE, exibiram fibroplasia em alguns
septos alveolares, brénquios, bronquiolos e vasos do parénquima pulmonar contribuindo para o
espessamento do septo alveolar (Figura 53A, B e D). Os camundongos do grupo GATAl” RE
apresentaram maiores areas com fibroplasia quando comparados aos do grupo GATA1" PI (Figura
53B e D). De maneira interessante, assim como constatado pela analise morfométrica (Figura 47B),

verificou-se que os camundongos do grupo BALB/c RE exibiram grandes areas de fibrose consolidada,
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ocasionando grande espessamento dos septos alveolares e comprometendo maior nimero de

brénquios, bronquiolos e vasos (Figura 53C).

Figura

e reinfectados, corados com Tricrdbmico de Gomori para a visualizacdo e analise de fibroplasia/fibrose,
marcadas em verde azulado, no oitavo dia de infecgdo. A) Imagem representativa do grupo BALB/c PI.
B) Imagem representativa do grupo GATA1* PI. C) Imagem representativa do grupo BALB/c RE. D)
Imagem representativa do grupo GATA1” RE.

Em conjunto, os achados histopatologicos corroboraram as andlises morfométricas, tanto
referentes as caracteristicas das lesdes avaliadas nos cortes corados em HE, quanto nas andlises
referentes a fibroplasia/fibrose avaliados em cortes corados com Tricrdmico de Gémori. Tais lesbes do
parénguima pulmonar provocadas pela migragéo larval, processo inflamatério, resolucéo das lesbes e
fiborose provocaram alteragcbes no funcionamento pulmonar, que foram avaliadas por meio da
espirometria forcada em respirador mecéanico. Essas analises forneceram importantes informacdes
sobre o papel dos eosindfilos na fase pulmonar da ascaridiose larval. Notou-se nesse modelo que a
migracgdo larval, bem como as lesdes provocadas por ela, associada ao processo inflamatério e a
fibrose, provocaram um aumento na resisténcia ao fluxo de ar nas vias aéreas nos animais
primoinfectados e reinfectados, contudo, mais exacerbada nos camundongos do grupo GATALl’ RE
(Figura 54A). Corroborando com esse achado, camundongos do grupo GATA1” RE apresentaram

diminuicdo da complacéncia, semelhante aos dos grupos BALB/c Pl e GATAL' PI (Figura 54B). Por
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outro lado, camundongos do grupo BALB/c RE apresentaram melhora tanto da resistécia pulmonar
guanto da capacidade elastica do pulméo (complacéncia dinamica) (Figura 54B). Consequentemente,
0 aumento da resisténcia ao fluxo de ar e a diminuicdo da complacéncia resultaram na diminui¢cdo o
volume pulmonar em todos os grupos avaliados, contudo mais acentuada nos camundongos do grupo
GATAL’ RE (Figura 54C).
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Figura 54: Avaliacdo da mecénica pulmonar de camundongos BALB/c e GATA1" primoinfectados e
reinfectados no oitavo dia pés-infeccdo de A suum. A) Resisténcia Pulmonar. B) Complacéncia
Dindmica. C) FEV50/FVC. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparactes mdultiplas de
Dunn, foi utilizado para avaliar as diferengas entre os grupos. Os resultados sdo apresentados como a
meédia + SEM e os resultados significativos sdo representadas por pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos,
onde * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p <0,0001 representam diferencas em relacéo ao grupo néo infectado
da mesma estirpe; * p < 0,05 representa diferencas em relagdo ao grupo primoinfectado da mesma
estirpe; e # representa diferenca entre grupos que receberam o mesmo tratamento, de estirpes
linhagens diferentes.

7.1.6 A ASCARIDIOSE LARVAL EM PROVOCA UM AUMENTO DO NUMERO DE CELULAS INFLAMATORIAS

CIRCULANTES E DA PRODUCAO DE CITOCINAS DE PERFIL TH2/TH17 SISTEMICAS APOS A MULTIPLAS EXPOSICOES

ApOs verificar a importante contribuicdo dos eosinodfilos no controle da carga parasitaria, na
inflamacé&o tecidual e fisiologia pulmonar, sobretudo no modelo de reinfeccdo, buscamos elucidar a
participacdo desse subtipo celular na resposta imune sistémica da ascaridiose. Nesse sentido, o
sangue periférico foi analisado quanto ao perfil de citocinas sistémicas e o perfil de leucdcitos
circulantes (Figura 55). Pela contagem diferencial dos leucécitos no sangue periférico, verificamos que
apos duas infeccBes, ha um aumento significativo no nimero de linfécitos em camundongos do grupo
GATAL’ RE quando comparados aos dos grupos GATA1” NI, GATA1" Pl e BALB/c RE (Figura 55B).
Quanto ao nimero de neutrofilos (Figura 55C), foi verificado um aumento importante nos camundongos
dos grupos GATA1” Pl e GATA1” RE em relagdo aos do grupo GATA1” NI nos tempos zero e oito
dias. Além disso, o aumento no nimero desse subtipo celular em camundongos do grupo GATA1" PI
foi significativamente maior quando comparado aos do grupo BALB/c PI, nos tempos zero e oito dias.
Por fim, a avaliagcdo do numero de neutrdfilos permitiu verificar um aumento significativo nos
camundongos do grupo BALB/c RE quando comparado aos do grupo BALB/c Pl no tempo zero. Quanto

aos de eosindfilos, ndo foram detectados em camundongos GATAL"- (Figura 55D), e, assim como foi
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demonstrado no primeiro capitulo desse trabalho, ha um aumento significativo nos camundongos do

grupo BALB/c RE ap0s a primeira infeccéo.
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Figura 55: Contagem de células mononucleares e de granuldcitos no sangue periférico em diferentes
tempos apés a infecgdo experimental por A. suum. A) Contagem de linfocitos; B) Contagem de
mondcitos. C) Contagem de neutréfilos. D) Contagem de eosindfilos. O teste Two-way ANOVA seguido
de comparacao multipla de Tukey foi usado para comparar as variancias entre os grupos. Os resultados
séo apresentados como a média = SEM e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos.
Onde, *p < 0,05, ** p < 0,01 e **** p < 0,0001 representam as diferencas em relacdo ao grupo nao
infectado de mesma estirpe; * p < 0,05 e **** p < 0,0001 representam as diferen¢cas em relagdo ao
grupo primoinfectado de mesma estirpe; e # p < 0,05 e ## p < 0,01 representam as diferencgas entre
grupos de estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento. ND = ndo detectado.

Quanto ao perfil de citocinas sistémicas, foi verificado um aumento significativo de IL-10 nos
camundongos do grupo GATA1" Pl quando comparados aos dos grupos BALB/c Pl e GATAL1” RE. Os
camundongos dos grupos BALB/c RE e GATA1’ RE apresentaram um aumento nos niveis de IL-10
em relagcdo aos respectivos ndo infectados (Figura 56A). Ndo foram detectados aumentos nos niveis
de IL-4 em camundongos BALB/c, contudo, foi verificado que essa citocina foi diminuida apds a
infeccdo em camundongos GATAL1” (Figura 56B). Quanto as citocinas pré-inflamatérias, IL-6 foi
aumentada em camundongos dos grupos BALB/c PI, GATA1” Pl e GATA1” RE quando comparadas
aos nao infectados das mesmas estirpes (Figura 56C); os niveis de IL-17A, assim como de TNF foram

aumentados nos camundongos dos grupos BALB/c RE e GATA1” RE (Figura 56D e F). Por fim, os
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niveis de IFN-y foram aumentados em camundongos do grupo BALB/c RE, quando comparados aos
do grupo BALB/c NI (Figura 56F).
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Figura 56: Citocinas séricas dosadas no oitavo dia pos-infeccdo em camundongos BALB/c e GATA-/-
. A) Niveis de IL-10. B) Niveis de IL-4. C) Niveis de IL-6. D) Niveis de IL-17A E) Niveis de IFN-y. F)
Niveis de TNF. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de compara¢Bes multiplas de Dunn foram
utilizados para avaliar as diferencas entre 0s grupos. Os resultados sdo apresentados em média + SEM
e foram representados pelos simbolos (*) e (#) nos gréficos. Onde * p < 0,05 e ** p < 0,01 para
diferencas em relacdo ao grupo néo infectados da mesma estirpe; * p < 0,05 e ** p < 0,01 para
diferencas em relagcdo ao grupo primoinfectados da mesma estirpe; e, # p < 0,05 e ## p < 0,01 para
diferencas entre grupos de estirpes diferentes que receberam o mesmo tratamento.

Com base no exposto nesse capitulo, sugerimos que durante a ascaridiose larval pulmonar, o
aumento do nimero de eosindéfilos é dependente da sinalizacdo de TLR2 e TLR4, e que esse subtipo
celular induz ao aumento dos niveis de SIgA, principalmente em camundongos reinfectados que, como
demonstrado, apresentaram maiores niveis desse anticorpo nas vias aéreas e, consequentemente,
menor carga parasitaria nos pulmdes. Além disso, a presenca de eosindéfilos apds multiplas exposicdes
contribuiu para o remodelamento tecidual de maneira benéfica, com melhora da capacidade respiratoria
dos animais, mesmo diante do aumento da fibrose tecidual. Provavelmente, devido a gravidade das
lesbes teciduais observadas em camundongos com grande ndmero de larvas migrando pelos 6rgaos.
Por fim, o estudo da participacdo dos eosindfilos na ascaridiose larval evidenciou que existe uma
associagdo entre a resposta imune inata e adaptativa no pulmao, que por fim contribui para a reducao
do nimero de larvas apds multiplas exposi¢des.
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Diferentes aspectos imunobioldgicos da ascaridiose larval priméaria, em modelo experimental,
foram caracterizados recentemente, com importante destaque nas alteragdes imunopatolégicas
desencadeadas pela migracao das larvas no tecido pulmonar (GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2013).
Contudo, levando em consideracdo a importancia epidemioldgica da ascaridiose, bem como, as
elevadas taxas de reinfeccdo em areas endémicas de baixo desenvolvimento socioeconémico, fez-se
necessario o maior aprofundamento no estudo da ascaridiose, sobretudo com um enfoque
imunobiolégico da resposta do hospedeiro ap6s multiplas exposicoes.

A ascaridiose larval comecga apos as larvas de Ascaris sp., recém eclodidas no intestino do
hospedeiro, penetrarem na musoca intestinal e através da circulagdo sanguinea, atingem o figado,
pulmdes, vias aéreas, fazendo a migracdo hepato-traqueal e, finalmente, retornando ao intestino
delgado, onde amadurecem como vermes adultos, levando ao estabelecimento de uma infecgéo
cronica e duradoura (BRADLEY; JACKSON, 2004).

No presente trabalho, os aspectos imunoparasitolégicos e fisiopatolégicos da ascaridiose larval
em modelo murino foram avaliados, comparando infecgbes simples e miltiplas com enfoque nos
possiveis mecanismos responsaveis pela protecdo (pela reducdo da carga parasitaria) da migracao
das larvas de A. suum. Este estudo demonstrou que ap6s multiplas exposi¢cées ao A. suum, houve
reducdo da carga parasitdria em nivel pulmonar no oitavo dia poés-infeccdo, o mesmo achado foi
demonstrado por McCraw (1975) em estudo realizado com bezerros, em que uma diminui¢do no
namero de larvas foi observada apés uma segunda exposicao ao parasito e, corroboram ainda com
outros estudos utilizando em modelo animal que tem demonstraram gque a exposicao prévia a helmintos
pode contribuir no controle da carga parasitaria apés multiplas exposi¢ées ao A. suum (MCCRAW,
1975), ao Strongyloides ratti (DAWKINS; GROVE, 2010), ao Neodiplostomum seoulensis (YU et al.,
1995; FINKELMAN; URBAN, 2001), ao Clonorchis sinensis (SOHN et al., 2006) e ao S. stercoralis
(SCHOPF et. al, 2002).

Recentemente, foi demonstrado que o controle da carga parasitaria pode ser desempenhado
pelos eosindfilos, uma vez que esses defendem a mucosa intestinal contra as larvas A. suum (MASURE
et al,, 2013a). No entanto, os mecanismos de protecdo desenvolvidos pelo hospedeiro durante a
migracdo hepato-traqueal de larvas de A. suum ndo foram totalmente elucidados. Lewis e
colaboradores (2007) e Gazzinelli-Guimaraes e colaboradores (2013), demonstraram que os pulmdes
sdo um importante sitio inflamatério na ascaridiose larval primaria. Nesse trabalho, foi evidenciado que
a resposta imune pulmonar possui um papel crucial também na reinfec¢éo, reduzindo o ndmero de
larvas migratérias de maneira consistente nos pulm&es, ao mesmo tempo que foi verificada o0 aumento
do namero de eosindfilos circulantes e da atividade dos eosindfilos no tecido pulmonar, sugerindo um
importante papel dos eosinofilos no controle da infecgéo por A. suum (MASURE et al., 2013b). Contudo,
enquanto Schilter e colaboradores (2010) demonstraram que a atividade aumentada de eosinéfilos em
camundongos reinfectados com o helminto S. stercoralis nédo foi diretamente associada a morte das
larvas. A presenca de eosinofilos pode ser também implicada no reparo e remodelamento dos tecidos

devido a extensa lesdo mecénica e hemorragia associadas a migracdo de larvas, que levam a um
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quadro de edema perivascular, inflamacéo do parénquima pulmonar e alteraces fisioldgicas do tecido,
que neste trabalho foram detectadas por espirometria. Destaca-se ainda que, a reinfec¢@o induziu
maior area de lesdo pulmonar quando comparada com primoinfeccdo, sugerindo também que
exposi¢des multiplas podem levar a lesé@o repetida do tecido e a inflamag&o crbnica, causando perda
progressiva da fungao respiratoria.

Foi evidenciado também, que apés multiplas exposicfes ao A. suum houve o aumento da
celularidade nas vias aéreas, caracterizadopelo aumento de linfécitos e macréfagos, além de uma
inflamacéo pulmonar eosinofilica e neutrofilica. Somado a isso, houve a inducdo de uma resposta
periférica mista Th2/Th17 definida por elevados niveis sistémicos de IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, TNF e IL-
17A em comparagdo com animais primoinfectados, como observado também em infec¢éo por Toxocara
canis (RESENDE, et al. 2015). Ja animais reinfectados exibiram eosinofilia periférica em todos os
tempos de infe¢@o avaliados (0, 4, 8 e 12 dpi), e um aumento significativo do nimero e atividade dos
eosindfilos no pulmdo e BAL durante o pico de migragcdo larval por estes érgdos. A ativacdo dos
eosindfilos foi avaliada pelo aumento consideravel da enzima peroxidase eosinofilia (EPO), um dos
principais componentes dos granulos catiénicos destas células, bem como um importante marcador de
ativacdo e degranulacdo dos eosinofilos.

O padrao de resposta imune de animais reinfectados, nos quais foram verificadas significativa
inflamacéo e diminuicdo da carga parasitéria, sugere um possivel efeito benéfico da inflamacéo para a
protecdo contra helmintos durante a migracao pulmonar. Essa contribuigdo da resposta inflamatéria no
controle da carga parasitaria, tem sido evidenciada em modelos de susceptibilidade e resisténcia a
primoinfecgdo por A. suum (LEWIS et al., 2007; DOLD et al., 2010). A inflamag¢é&o hepética foi associada
ao controle da infec¢do observada em animais resistentes a infecgéo por A. suum (DOLD et al., 2010).
J& a inflamagé&o pulmonar, foi considerada importante para o controle da infec¢do por A. suum, mas
diretamente associada a reparacéo tecidual induzida pela migracéo larval (LEWIS et al., 2007). Foi
demonstrado por Gazzinelli-Guimaraes (2014), que a inflamag&o pulmonar em infec¢é@o primaria por A.
suum resultou em elevados niveis teciduais de TNF-a, que se correlacionou fortemente com o
estabelecimento de um infiltrado inflamatdério eosinofilico no pulméo, associado com a reducéo da carga
parasitaria. O TNF-a, também pode ser implicado, entre outras funcdes fisiol6gicas importantes, no
remodelamento tecidual (OSTA; BENEDETTI; MIOSSEC, 2014). De maneira interessante, alguns
estudos anteriores demonstraram que o TNF-a desempenha um papel fundamental na expulsdo do
helminto T. muris enquanto trabalha de forma sinérgica com uma resposta Th2, especialmente com IL-
13, contribuindo para o remodelamento tecidual (ARTIS et al., 1999; HAYES; BANCROFT; GRENCIS,
2007).

De modo geral, estudos anteriores demonstraram que a protecdo contra a reinfeccdo por
helmintos é mediada pela resposta imune Th2, e a suscetibilidade é associada a uma resposta imune
Thl (GAUSE; URBAN; STADECKER, 2003; HAYES; BANCROFT; GRENCIS, 2007). Os dados deste
trabalho, inicialmente, demonstraram que camundongos reinfectados apresentaram aumento da
producéo de IL-17A, IL-6, TNF-qa, IL-4 e IL-5, sugerindo um padré@o de resposta misto Th2/Th17, que
foi também observado em outros estudos com helmintos (COOPER et al., 2000; COOPER et al., 2004;
GEIGER et al., 2007; GEIGER et al., 2011; GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2013) e também disturbios
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alérgicos que provoca reacdo pulmonar semelhante as infeccbes por Ascaris, como renite e asma
(COSMI et al., 2010).

Foi observado que a producéo de IL-10 em camundongos reinfectados se mostrou aumentada,
como demonstrado anteriormente durante as infec¢des por T. muris e S. mansoni (SCHOPF et al.,
2002), no entanto, possivelmente relacionada a um mecanismo de regulacdo das respostas
inflamatérias Th1/Th17 (SCHOPF et al., 2002; BRADLEY; JACKSON, 2004; WILSON et al., 2011). De
fato, 0 aumento dos niveis de IL-17A ap6s multiplas exposicdes ao A. suum pode refletir a inflamacao
intensa e crbnica, semelhante ao observado em modelo de fibrose pulmonar (WILSON et al., 2010).
Entre os mecanismos pleiotrépicos de acéo, esta citocina atua no recrutamento de neutréfilos e ajuda
na eliminagdo de bactérias associadas a superficie do parasito e na fagocitose de detritos celulares
presentes nas areas de necrose (CHEN et al., 2012). Além disso, IL-17A foi associada as reagGes
inflamatérias e fibrosantes granulomatosas em animais infectados com S. japonicum (CHEN et al.,
2013) e animais com disturbios pulmonares associado a exposicdo continua ao Aspergillus fumigatus
(MURDOCK et al.,, 2011). Vale ressaltar que os animais reinfectados selvagens exibiram niveis
significativamente maiores de IL-4 até estagio inicial (quarto dia) da Gltima infeccdo. Como a expressao
aumentada de receptores para IL-4 induz a expressédo de IL-10 (CHEN et al., 2012), a combinacéo
dessas duas citocinas foi crucial para o controle do dano causado pela migracdo de larvas de
Nippostrongylus braziliensis através dos orgdos do hospedeiro. Assim, a IL-10 pode controlar a
inflamacé@o exacerbada, uma vez que a IL-4 pode mediar a cicatrizacdo do tecido promovendo a
resposta de macrofagos alternativamente ativados (M2) e eosinéfilos (SCHOPF et al., 2002; BRADLEY;
JACKSON, 2005; CHEN et al., 2012; WILSON; WYNN, 2009). Além disso, apesar de estudos anteriores
demonstrarem que IL-4 e IL-10 tém efeitos inibitérios sobre a IL-17A (SCHILTER et al., 2010; GEIGER
et al., 2011), o mesmo nao foi verificado neste trabalho, onde mesmo nos camundongos IL-17RA’
apresentaram o aumento das trés citocinas.

A coexisténcia das respostas Th2/Th1l7 em camundongos reinfectados, que apresentaram
niveis aumentados de IL-4 e IL-17A apds cada infec¢do, também pode estar associada as lesbes
teciduais e a fibrose pulmonar, como foi demonstrado por Wilson e colaboradores (2010) e Newcomb
e colaboradores (2012). Além disso, as respostas Th2/Thl7 podem reduzir a carga larval apés
exposi¢des multiplas, desempenhando assim um duplo papel, diretamente nos leucécitos para induzir
resposta especifica ao A. suum e, induzindo o espessamento tecidual e fibrose que frustram a migracao
larval. Conforme observado na analise histopatolégica, a exposicao repetida ao parasito pode causar
grande area de dano no figado e nos pulmdes com aumento simultdneo da resposta inflamatéria do
hospedeiro por eosindfitos e neutrdfilos e, portanto, uma necessidade de regulacao da resposta imune.
Curiosamente, camundongos primoinfectados selvagens apresentaram niveis mais elevados de
hemoglobina e proteinas no BAL, mesmo quando esses animais tinham menor dano no tecido
pulmonar. Possivelmente, durante a primeira infeccdo, um maior nimero de larvas de Ascaris migra
através dos pulmdes e das vias aéreas, consequetemente, ha maior destruicdo dos vasos saguineos,
causando danos nos tecidos, exsudagcdo e extravasamento sangue e de proteinas no BAL,

caracterizando a lesdo aguda da ascaridiose larval.
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As alterac@es verificadas na fisiologia pulmonar, como perda de volume pulmonar, fluxo das
vias aéreas e elasticidade, foram observadas como consequéncia da lesdo parenquimatosa intensa e
do edema. Apos multiplas exposicdes, a persisténcia da modulagdo fisiologica e a lesao
parenquimatosa pulmonar crfnica, associada a eosinofilia intensa, foram consistentes com a
ascaridiose humana associada a sindrome de Loeffler/pneumonite eosinofilica (NUTMAN, 2007;
KUNST et al., 2010). Nossos dados sugerem que o desenvolvimento da fibrose pulmonar € um efeito
cumulativo da ascaridiose larval, e que associada a persisténcia de eosindfilos no tecido levam a uma
doenca pulmonar restritiva. Somado a isso, a lesdo aguda no parénquima pulmonar e o remodelamento
do tecido pela fibrogénese pode levar ao aumento da resisténcia pulmonar, detectado em infeccdes
simples e mudltiplas, como consequéncia da cicatrizagdo de tecido induzida pela resposta imune
Th2/Th17 que séo pro-fibrogénicas.

De fato, ao avaliar o perfil da resposta imune na ascaridiose larval por meio da infeccao de
camundongos deficientes, foi verificado que, apesar da inflamacéo pulmonar ser capaz de controlar a
migracgdo larval, as respostas Th2 e Th17 produzem lesdes extensas do parénguima pulmonar que
levam a perda da fungdo provocadas pela fibrose pulmonar, comprovadas no modelo de ascaridiose
larval. Convém ressaltar que, apesar de pouco explorada em modelo de ascaridiose, a fibrose pulmonar
€ uma doenca grave e irreversivel, que leva ao mau funcionamento do 6rgéo e, nos casos mais graves,
leva a morte por insuficiéncia respiratdria (WYNN, 2011).

Os dados apresentados neste trabalho, evidenciaram a perda acentuada da fungdo pulmonar
em camundongos IFN-y”, o que sugere o aumento da fibrose tecidual, uma vez que e IFN-y é
antifiborogénica (WYNN, 2004). Um dos mecanismos regulatérios da fibrose tecidual por meio da
respotas Thl é pela polarizagédo de macréfagos ativados pela via classica (M1), esses expressam 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e citocinas pré-inflamatérias que bloqueiam a deposi¢cdo de matriz
extracelular e a formacéo da fibrose (GORDON, 2003; BISWAS; MANTOVANI, 2010). Esses achados
foram corroborados pelos resultados obtidos por meio da infeccdo de camundongos IL-17RA7, onde
foi evidenciado o aumento de IFN-y e consequente melhora da funcao pulmonar, provavelmente, devido
a menor fibrose pulmonar. Estudos anteriores evidenciaram que a modula¢éo da fibrose é um processo
complexo e dependente de multiplos fatores. Kolb e colaboradores (2001), demonstraram que a leséo
aguda mediada por IL-18 e TNF, é rapidamente convertida em fibrética, inclusive com a participacao
de IL-17A. Ja Wilson e colaboradores (2010), demonstraram que a fibrose pulmonar induzida por
bleomicina é dependente da sinalizagéo IL-17A e TGF-B1, sugerindo ainda uma codependéncia na
resposta das duas citocinas.

A citocina TGF-31 também é indispenséavel no reparo tecidual e fibrose pulmonar mediada pela
resposta do tipo Th2 (WYNN, 2004). Contudo, € interessante ressaltar que a resposta Th2 é induzida,
inicialmente, por citocinas como IL-21, linfopoetina estromal timica (TSLP) e IL-33, produzidas por
células T em resposta aos danos epiteliais (LIEW et al, 2010; TRAVERS; ROTHENBERG, 2015). Neste
trabalho, a deficiéncia na sinalizac&o IL-33/ST2 foi a avaliada por meio da infec¢do de camundongos
ST27, onde ficou evidenciado uma importante reducdo na carga parasitaria, mesmo diante da reposta
Th2 deficiente. Esse achado foi associado a inflamacéo sistémica e tecidual Th1/Th17, contudo, com

perda da funcgéo respiratoria.
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A resposta do tipo Th2, marcada pela producdo das citocinas IL-4, IL5 e IL-13 também é
responsavel pela diferenciagdo de macrofagos alternativamente ativados (M2), que expressam
arginase 1 e TGF-B1, que promovem a fibrose, a regulacédo da proliferagédo, recrutamento e ativagéao
de fibroblastos (GORDON, 2003; BISWAS; MANTOVANI, 2010). Dong e colaboradores (2014),
sugeriram também que as proteases provenientes de neutréfilos contribuem para o desenvolvimento
de fibrose tecidual. TSLP e IL-33 foram associados também ao recrutamento e ativacao dos eosindfilos,
que sdo células extremamente importantes em diversos processos biolégicos (TRAVERS;
ROTHENBERG, 2015).

Os eosindfilos expressam em sua superficie os mais diversos receptores, que se ligam a
citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, complemento, imunoglobulinas, entre outros,
apresentando dessa forma mudltiplas fun¢des na manutengdo do equilibrio fisioldgico (RAVIN; LOY,
2015). Dentre a gama de receptores destacam-se os TLR (1, 2, 4, 5, 6, 7 e 9), capazes de reconhecer
padrdes (PAMPSs) de diversos micro-organismos, como bacterias, fungos, virus e helmintos e, de
reconhecer padrées associados a danos celulares e necrose (DAMPS), contribuindo também para a
manutencéo da homeostase tecidual (SHAMRI et al., 2011; KITA, 2011; RAVIN; LOY, 2015).

Nesse trabalho, inicialmente utilizando camundongos selvagens, foi evidenciado o aumento no
namero e na atividade de eosinéfilos em camundongos com menos carga parasitaria. Para aprofundar
0 estudo desse tipo celular, camundongos deficientes nos receptores TLR2 e TLR4 foram utilizados
com o intuito de entender melhor processo de ativa¢éo dos eosindfilos. Além disso, para compreender
a contribuicdo e importancia dessas células, foram utilizados camundongos deficientes no fator de
transcricdo GATAL", deficientes na diferenciacdo de eosinéfilos. Desse modo, foi evidenciado que a
resposta mediada por eosindfilos na ascaridiose larval € dependente da presenca dos receptores TLR2
e TLR4. Além disso, ambos os receptores foram implicados na producdo de SIgA, que como
demonstrado, tem sua producéo especifica estimulada pela migracao de larvas de A. suum.

Foi relatado previamente que existe uma relagdo entre os eosindfilos e a producdo de SIgA,
como no estudo com o parasito Teladorsagia circumcincta (HENDERSON; STEAR, 2006), que
demonstrou que a cinética de SIgA e de eosindfilos foi semelhante, e que a interacdo entre os dois
componentes da resposta imune contribui para a reducdo do tamanho dos parasitos. O efeito da
auséncia de eosindfilos na producdo de SIgA também foi demonstrado utilizando camundongos
GATAL", em que Chu e colaboradores (2014) e Jung e colaboradores (2015), evidenciaram a redugéo
da producéo do anticorpo na mucosa intestinal na auséncia desse tipo celular. Um dos mecanismos de
acao dos eosinodfilos na manutencédo dos niveis de SIgA foi demonstrado por Chu e colaboradores
(2011), que é pela secrecéo fatores de sobrevivéncia de plasmécitos como APRIL e IL-6 na medula
Ossea, sem os quais essas células morreriam rapidamente. No mesmo estudo, os autores verificaram,
utilizando camundongos deficientes em eosindéfilos, que esses leucécitos contribuem para a
manutencéo da sobrevida de plasmacitos tanto diante de uma resposta Thl quanto Th2 (CHU et al.,
2011). Outro mecanismo é a estimulacdo da mudanca de classe para IgA, induzida por TGF-B
produzido por eosindfilos (CHU et al., 2014).

Além do efeito dos eosindfilos sobre a producéo de SIgA, é importante ressaltar o papel da IgA

em eosindfilos. Eosindfilos expressam receptores do tipo Fc (FcaR) em sua superficie, capazes de
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reconhecem IgA (MONTEIRO et al., 1993). Motegi e Kita (1998), demonstraram que tanto IgA sérica
guanto SIgA se ligam aos FcaR da superficie dos eosindfilos e, estimulam a producgéo de superoxido e
induz a desgranulacéo. Desse modo, sugerimos que durante a ascaridiose larval pulmonar, 0 aumento
do nimero de eosinofilos reconhecem PAMPs na superficie das larvas, por meio dos receptores do
tipo TLR2 e TLR4, e que a partir dai esse subtipo celular induz o aumento dos niveis de SIgA,
principalmente em camundongos reinfectados que, como demonstrado, apresentam maior nimero de
eosinofilos e nives de SlIgA, e consequentemente apresentam maior carga parasitaria em nivel
pulmonar, provavelmente em funcdo da acdo sinérgica de SIgA e eosindfilos. Desse modo, foi
evidenciado até aqui que os eosindéfilos exercem um importante papel, contribuindo tanto para o
controle da carga parasitaria quanto na fisiopatologia pulmonar decorrente da migracéo larval e do
remodelamento tecidual. Em estudos anteriores, os eosindéfilos foram associados ao controle da carga
parasitaria em infec¢des helminticas, como demonstrado por McCraw utilizando A. suum (1975) em
que o aumento da eosinofilia coincidiu com a dimunuicdo da carga parasitaria ap6s uma segunda
infeccdo em bezerros. Em modelo murino, Sasaki e colaboradores (1995), utilizando o helminto
Angiostrongylus cantonensis, demonstraram que o tratamento com anti-IL-5 contribuiu para 0 aumento
do namero de larvas em diferentes érgdos. Rotman e colaboradores (1996) utilizando S. stercoralis,
demonstraram que o tratamento com anti-IL-5 contribuiu para o aumento do niimero de larvas, contudo,
a diminuicdo do numero de eosindfilos ndo limitou a protecdo apods exposi¢cdes secundarias. Ja
O'Connell e colaboradores (2011), demonstraram que larvas de S. stercoralis tem a sobrevida
aumentada em camundongos deficientes em EPO.

Utilizando o modelo de multiplas exposi¢des ao A. suum, foi possivel constatar que a protecéo,
em relagdo a carga parasitaria, foi parcialmente dependente dos eosindfilos, com isso, camundongos
deficientes apresentaram maior niumero de larvas e, consequentemente, mais lesdes agudas no
parénguima pulmonar, provocadas pela migragéo larval. Os dados obtidos nesse estudo, corroboraram
os achados de Enobe e colaboradores (2006) e Gazzinelli-Guimarédes e colaboradores (2013), e
sugerem que a inflamacdo pulmonar em camundongos BALB/c, contribui para controlar as larvas de
Ascaris neste 6rgdo em infec¢des primarias. Esse achado foi ainda mais expressivo apos multiplas
exposi¢cBes, com o robusto aumento de células inflamatdrias tanto infiltradas no tecido, quanto nas vias
aéreas. Contudo, a deficiéncia em eosindfilos impactou na atividade de MPO no tecido mesmo diante
do aumento dos niveis da citocina IL-6 tecidual. Estudos in vitro e in vivo, demonstraram que a atividade
de MPO foi associada a morte de larvas de Trichinella spiralis e S. stercoralis, respectivamente, assim
como a atividade de EPO (BUYS; WEVER; RUITENBERG, 1984; O'CONNELL et al., 2011). Apesar da
menor atividade de MPO em camundongos reinfectados deficientes, os neutréfilos foram aumentados
no BAL. Desse modo, esse estudo sugere que MPO néo contribui diretamente para a morte de larvas
de A. suum, evidenciado no segundo capitulo, onde camundongos protegidos ndo apresentaram
aumento da atividade de MPO.

Além das acles ja citadas, os eosindfilos sdo capazes de sintetizar, armazenar e secretar
diversas citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, tais como IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IFN-y,
GM-CSF, TNF-a, RANTES, eotaxinas, MIP-1a, TGF-a e B (KITA; GLEICH, 1996; MACKENZIE et al.,
2001; SHI, 2004; ROTHENBERG; HOGAN, 2006; AKUTHOTA et al., 2008; DAVOINE; LACY, 2014;
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RAVIN; LOY, 2015). Além disso, os eosindfilos sao eficazes na apresentacao de antigenos (PADIGEL
et al., 2006; AKUTHOTA et al., 2008). Desse modo, apesar de ser mais bem descrita a participacdo
dos eosindfilos na ativagdo de linfocitos Th2, eles também produzem citocinas que atuam na
polarizacdo, mediacdo e atragdo de linfécitos Thl (AKUTHOTA et al., 2008; RAVIN; LOY, 2015) e
podem contribuir para a supresséo do fenétipo Th17 (JACOBSEN et al., 2011). Ao avaliar o perfil de
citocinas teciduais, foi verificada uma diminuigdo na producéo de IL-4 em camundongos GATA1" PI,
indicando uma dependéncia de eosindfilos para a producdo dessa citocina na fase inicial da
ascaridiose. Tal achado é similar ao verificado por Jacobsen e colaboradores (2015) que, evidenciaram
0 papel imunomodulador de eosindéfilos em modelo de inflamacédo pulmonar mediada por alérgeno,
verificado também em outros modelos de inflamacdo (GOH et al., 2013; HEREDIA et al., 2013;
JACOBSEN et al., 2014; QIU et al., 2014).

Segundo Isobe, Kato e Arita (2012), os eosindfilos sé@o recrutados para os sitios de inflamacao
e, contribuem para a resolucdo de lesdes. Foram associados também a regeneracéo hepética por Goh
e colaboradores (2013), Swartz e colaboradores (2006) demonstraram que em infec¢éo por S. mansoni,
os eosindfilos participam da formagéo de granulomas e, além disso, Wu e colaboradores (2011)
demonstraram que eosinofilos promovem macrofagos alternativamente ativados (M2), indicando desse
modo a importancia desse tipo celular no reparo de danos e resolucdo da inflamac¢éo aguda (ISOBE;
KATO; ARITA, 2012). A deficiéncia em eosindéfilos implicou na maior carga parasitaria e nas lesées
agudas que caracterizam a migracdo das larvas, na menor capacidade de reparar o tecido lesado,
provavelmente associado a deficiéncia na producéo de mediadores de fibrose como TGF-B e IL-13,

provocando perda da fung&o pulmonar (Figura 57).
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Figura 57: Representacdo esquematica de um alvéolo de camundongos BALB/c e GATAL",
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indicando os principais resultados da ascaridiose larval pulmonar em modelo de deficiéncia em

eosindfilos. Fonte: Propria.

Em conjunto, nossos dados indicam que, apés a ascaridiose larval mdltipla, o hospedeiro é

capaz de montar uma resposta protetora contra a reinfeccdo. Tal descoberta pode explicar a

distribuicao epidemioldgica mundial de Ascaris, dado que a maioria dos individuos infectados em areas

de alta endemicidade, sofrem apenas baixa carga parasitaria. Além disso, este estudo sugere as

intensas respostas inflamatérias sistémicas e pulmonares que ocorrem apds exposicbes repetidas

podem ser fundamentais para a inducdo de protecdo. No entanto, no mesmo cenério, a intensa

inflamacéo das vias aéreas e pulmdes, desencadeadas para controlar a migracdo larval pode ser

responsavel pelo mau funcionamento respiratdrio, em um hospedeiro que foi exposto a multiplas vezes

ao parasito.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados apresentados, nosso estudo sugere que, apés multiplas exposigées ao
parasito, o hospedeiro é capaz de montar uma resposta imune protetora contra a infecgdo. Sugere
ainda, que a intensa resposta inflamatéria sistémica, das vias aéreas e dos pulmdes que é
desencadeada para controlar a migracédo larval pode estar associada com a patogénese pulmonar da
ascaridiose e ser responsavel pelo comprometimento do funcionamento respiratério, levando a um
quadro histopatolégico semelhante a asma, como observado nos animais reinfectados com parasito.
Esta hipdtese ajuda a explicar, por exemplo, a pneumonia eosinofilica sazonal e a asma que ocorrem
entre os arabes sauditas naturalmente expostos ao Ascaris (GELPI; MUSTAFA, 1967), bem como em
criancas sul-africanas (JOUBERT; KLERK; MALAN, 1979; ADERELE; ODUWOLE, 1982) e em
modelos de infec¢des experimentais em humanos (dados nédo publicados).

Foi evidenciado que a inflamacao pulmonar mista é de extrema importancia para o controle da
migracdo larval, contudo, no que se refere as respostas Th2/Thl7, estdo associadas ao maior
comprometimento da funcéo pulmonar.

Os mecanismos envolvidos na reducdo da carga parasitaria apdés mdltiplas exposi¢des
independem da resposta Th1l, da atividade tecidual de neutrofilos e eosindfilos isoladamente. Contudo,
a auséncia de IFN-y determinou a acentuada perda da fungdo pulmonar em camundongos reinfectados.

A modulag&o negativa da resposta Thl7, propicia um microambiente tecidual favoravel ao
controle da migracdo larval, independente da atividade de EPO e MPO, e induz um aumento
consideravel de citocinas inflamatérias e regulatérias como, por exemplo, IFN-y e IL-10,
respectivamente. Por outro lado, mesmo diante de uma inflamacéo tecidual acentuada, a deficiéncia
na resposta Thl7 foi positiva, uma vez que ndo houve perda acentuada na funcdo pulmonar,
provavelmente devido a menor producdo de mediadores pré-fibréticos provenientes das respostas
Th2/Th17.

Por outro lado, no que se refere a resposta Th2, a deficiéncia na sinalizagao IL-33/ST2 leva ao
aumento das respostas do tipo Thl e Th17, evidenciado pelo aumento das citocinas IFN-y e IL-17A em
camundongos reinfectados. Foi detectado 0 aumento da atividade do EPO, inclusive em camundongos
primoinfectados. Contudo, o controle da carga parasitaria foi verificado apenas apds mudltiplas
exposi¢bes. A deficiéncia em ST2 foi associada também a melhora da capacidade pulmonar apds a
reinfeccéo.

J& a citocina IL-4 é de extrema importancia na resposta inicial contra larvas de A. suum,
contudo, apés mdltiplas exposicdes, a protecdo observada se da independente da resposta induzida
por essa citocina.

Além disso, este trabalho trouxe evidéncias contundentes da contribuicdo dos eosindfilos na
ascaridiose em modelo de miltiplas exposi¢des. Foi evidenciado que os eosinofilos sao indispensaveis
para o aumento da producdo de SIgA, avaliado na mucosa pulmonar e, essas células dependem da

sinalizacdo mediante a ativacdo de TLR2 e TLR4 para induzir a producdo de SIgA e controlar a carga
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parasitaria. Ficou comprovado que os eosinéfilos contribuem para a fibrose do parénquima pulmonar
em resposta as lesfes teciduais provocadas por A. suum.

Extrapolando para o atual cenario da ascaridiose humana, os dados desse trabalho podem
explicar ainda, a distribuicdo epidemiologica de Ascaris sp. dado que a maioria dos individuos
infectados em areas de alta endemicidade, onde sdo expostas multiplas vezes ao parasito, apresentam

baixa carga parasitaria.
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10 CONCLUSOES

O estudo da ascaridiose experimental possibilitou o maior aprofundamento do conhecimento
da relacdo Ascaris-hospedeiro. Por meio do uso de modelo murino, inicialmente, nosso grupo
descreveu aspectos da resposta imune frente a exposido primaria, onde evidenciou uma importante
participacdo da inflamacdo pulmonar em resposta a infeccdo. A partir dai, buscou-se aprimorar o
modelo experimental de modo que se aproxime das infecgBes naturais, tais quais ocorrem em areas
endémicas, em que os hospedeiros estdo frequentemente expostos aos ovos do parasito.

Este trabalho teve como hipétese norteadora inicial, que larvas de A. suum séo capazes de
induzir uma resposta imune protetora apdés mdltiplas exposicdes. Corfirmada pelos resultados
apresentados, verificamos que a migracgéo larval induz inflamacé&o tecidual intensa com consequente
reducdo da carga parasitaria. Tais achados foram de extrema importancia, uma vez que levantaram o
interesse pela investigagdo dos mecanismos envolvidos na prote¢do frente as mdultiplas exposicdes. E,
a partir dai, evidenciou-se que a inflamac&o pulmonar inespecifica contribui para a prote¢céo e que,
além disso, os eosindfilos participam de maneira extremamente importante na mediacdo da protecdo

nesse modelo.
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12 ANEXOS

12.1 TERMOS DE APROVAGAO CEUA/UFMG PARA O ESTUDO DA ASCARIDIOSE
EXPERIMENTAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

~ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senher(a) Professor(a) Ricardo Toshio Fujiwara.

Apds analise de sua solicitagao de avaliagao do projeto Avaliacao da resposta imunoldgica na ascaridiase experimental.
submetido a esta comissao pelo protocolo 45, a CEUA decidiu aprovar a sua solicitacao.

Jusuficativa: Aprovadoe na reuniao do dia 11/04/2012

Para acessar ao seu projeto clique no link:
http://www ufmg br/bioetica/cetea/ceua’
Belo Horizonte, 12/04/2012.

Atenciosamente.
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12.2 FOTOMICROGRAFIA DE PULMAO DE CAMUNDONGOS BALB/C E C57BL/C NAO
INFECTADOS

.
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Figura 18: Pulm&o de camundongos BALB/c e C57BL/6 ndo infectados. A) BALB/c NI imagem
panoramica do parénquima pulmonar, barra = 100 ym; B) BALB/c NI: imagem de maior aumento do
parénquima pulmonar, barra = 50 um; C) C57BL/6j NI imagem panoramica do parénquima pulmonar,
barra = 100 um; B) C57BL/6j NI: imagem de maior aumento do parénquima pulmonar, barra = 50 pym;
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12.3 PRODUGAO CIENTIFICA

12.3.1 MULTIPLE EXPOSURES TO ASCARIS SUUM INDUCE TISSUE INJURY AND MIXED TH2/TH17 IMMUNE
RESPONSE IN MICE

12.3.2 NEW INSIGHTS INTO THE IMMUNOPATHOLOGY OF EARLY TOXOCARA CANIS INFECTION IN MICE

12.3.3 CONCOMITANT HELMINTH INFECTION DOWNMODULATES THE VACCINIA VIRUS-SPECIFIC IMMUNE
RESPONSE AND POTENTIATES VIRUS-ASSOCIATED PATHOLOGY



