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RESUMO 

 

A ancilostomíase é uma das doenças parasitárias crônicas de maior prevalência no mundo, 

com uma estimativa entre 576 a 740 milhões de indivíduos infectados. Estudos da biologia 

do parasito demonstram que os ancilostomídeos conseguem sobreviver em seus 

hospedeiros por vários anos, mesmo diante de uma respostaa imune robusta, o que 

representa um forte indicativo da evasão imunológica pelo parasito. Entretanto, devido a 

escassez de estudos voltados para o estudo da resposta celular na ancilostomíase humana 

e experimental, os mecanismos de evasão desencadeados pelo parasito, dentre eles o perfil 

de ativação de monócitos na infecção, ainda não foram abordados. No presente estudo, 

avaliou-se, por meio de imunofenotipagem e pela expressão de alguns genes o tipo de 

ativação envolvida na infecção natural por ancilostomídeos. Além disso, verificou-se a 

capacidade de antígenos do parasito em converter o fenótipo de monócitos de indivíduos 

não infectados para um perfil semelhante ao observado nos monócitos de indivíduos 

infectados residentes em áreas endêmicas. Nossos resultados mostraram que indivíduos 

naturalmente infectados por ancilostomídeos possuem uma maior frequência de monócitos 

quando comparados aos indivíduos controles (não infectados) e que esses monócitos 

possuem características reguladoras evidenciadas principalmente pela elevada expressão 

de IL-10. Além disso, esses indivíduos possuem elevada expressão de óxido nítrico sintase 

(iNOS) associado ao aumento da expressão de receptores de IgE de baixa afinidade (CD23 

e baixa produção de IL-12. Ao verificarmos, em monócitos desses mesmo indivíduos, 

moléculas associadas ao perfil de ativação alternativo tais como: receptores de manose 

(CD206), expressão de IL-4 e de arginase-1 não foi observado diferenças significativas em 

relação ao grupo controle. Esses dados em conjunto, nos permitem concluir que monócitos 

de indivíduos naturalmente infectados por ancilostomídeos possuem predominantemente 

características reguladoras e que portanto, podem estar contribuindo para a sobrevivência 

prolongada do parasito no organismo do hospedeiro, uma vez que essas células podem  

estar contribuindo para a modulação de sua  resposta  imunológica. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The hookworm is one of the most prevalent parasitic chronic diseases, infecting an 

estimated 740 million people in tropical and subtropical regions of the world. A robust but 

ineffective immune response against the parasite allows it to survive in their host for 

several years, which is a strong indicator of immune evasion by the parasite. However, due 

to lack of studies about the cellular immune response in experimental and human 

hookworm infected, the evasion mechanisms triggered by the parasite, including the profile 

of activation of monocytes in infection, has not been addressed. In the present study, we 

evaluated by immunophenotyping and by the expression of some genes associated with 

different profiles of monocyte activation in the natural infection hookworms. Moreover, we 

verified the ability of parasite antigens in converting the phenotype profile of monocytes 

from controls individuals for resembling profile to that seen in monocytes infected 

individuals living in endemic areas. Our results showed that hookworm infected individuals 

have a higher frequency of monocytes when compared to controls and those monocytes 

have regulatory characteristics evidenced mainly by the high expression of IL-10. 

Furthermore, these individuals have elevated expression of nitric oxide synthase (iNOS) 

associated with the increased expression of IgE receptors low affinity (CD23) and low 

expression of IL-12. The evaluation of molecules associated with alternative activation 

profile in these monocytes such as mannose receptors (CD206), expression of IL-4 and 

arginase-1 showed no differences compared with the control group. Such data together, 

enabling us to conclude that monocytes from individuals naturally infected have 

predominantly regulatory characteristics and therefore may contribute to the prolonged 

survival of the parasite in the host organism, since these cells may contribute to the 

modulation of their immune response. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 



 

1.1 Aspectos gerais da infecção por ancilostomídeos 

 

1.1.1 Etiologia e distribuição mundial 

 A ancilostomíase é uma doença parasitária de caráter crônico causada por 

nematódeos pertencentes à família Ancylostomatidae (Ordem: Strongylidea, Super família 

Strongyloidea). Nos hospedeiros humanos destacam-se como agentes etiológicos os 

gêneros Necator e Ancylostoma, sendo Necator americanus e Ancylostoma duodenale as 

espécies de maior importância epidemiológica (Bungiro e Cappello, 2004; Hotez et al., 

2004; Brooker et al., 2004; Periago e Bethony, 2012). Atualmente, sabe-se que as infecções 

por N. americanus são muito mais prevalentes do que as infecções por A. duodenale 

(Tissenbaum et al., 2000; Geiger et al., 2004; Brooker et al., 2006b; Fleming et al., 2006). 

Apesar de também infectarem humanos, as espécies A. ceylanicum, A. braziliense e A. 

caninum não representam relevância epidemiológica por se tratarem de espécies zoonóticas 

e estarem localizadas em regiões geográficas pontuais (Brooker et al., 2004; Hotez et al., 

2004; Periago e Bethony, 2012). Vale ressaltar que as espécies A. braziliense e A. caninum 

são agentes causadores da Larva Migrans Cutânea (LMC), dermatose de evolução 

autolimitada em humanos, caracterizada pela presença de túneis sinuosos cutâneos 

principalmente nos pés, nádegas e abdome (Brooker et al, 2004; Heukelbach e Feldmeier, 

2008; Bowmanet al., 2010). 

 Apesar de alguns documentos egípcios e gregos fazerem referência a certo 

conhecimento sobre a ancilostomíase, as interpretações desses textos permanecem ainda 

muito discutíveis. Assim, os escritos de Aviacena, famoso médico àrabe do século XI, onde 

são citados pequenos vermes cilíndricos que provocam uma forma de anemia, são 

considerados as primeiras referências claras acerca da infecção. No Brasil, o primeiro relato 



 

sobre os ancilostomídeos foi feito no ano de 1637; a partir daí diversas outras descrições 

foram feitas em outras regiões do mundo, inicialmente em Guadalupe e posteriormente em 

países tropicais e em certas regiões temperadas da América, Europa, Ásia e nas ilhas do 

Pacífico (Rey, 2001). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a ancilostomíase é uma das 

doenças parasitárias crônicas mais prevalentes no mundo, sendo a terceira helmintoses mais 

freqüente, e é considerada até os dias de hoje como um grande problema de saúde pública 

(WHO, 2011). Estima-se que atualmente cerca de 576 a 740 milhões de pessoas estejam 

infectadas no mundo, sendo as regiões de maior endemicidade concentradas na África 

subsaariana, Ásia ocidental, sul da China, subcontinente indiano e Américas (Fig.1) 

(Garside et al., 1989; De Silva et al., 2003; Hotez, 2003). Os dados de prevalência e 

distribuição global da ancilostomíase foram estimados com base em um extenso 

levantamento de literatura realizado na década de 1990, entretanto, atualmente nenhum 

mecanismo de vigilância internacional se encontra em vigor (Loukas et al., 2006; Bethony 

et al., 2006; Hotez et al., 2008). As maiores taxas de infecção ocorrem na Indonésia, 

Bangladesh e Índia, seguida por Nigéria e República democrática do Congo, na África, e 

pelo Brasil (Hotez et al., 2003, 2008, 2009). Nessas regiões se encontram as 2,7 bilhões de 

pessoas mais pobres do planeta, as quais sobrevivem com menos de dois dólares por dia e 

em condições sanitárias extremamente precárias. A ancilostomíase apresenta uma nítida 

associação com baixos níveis sócios econômicos e representa uma perda de 1.825.000 anos 

de vida ajustados por incapacidade (“disability-adjusted life years”, DALYs), superando 

todas as outras doenças parasitárias, com exceção da malária, filariose linfática e 

leishmanioses (Hotez et al., 2005). 



 

No Brasil, estudos foram realizados com intuito de verificar a prevalência da 

ancilostomíase por Gonçalves et al., (1990) em Pernambuco no município de São Lourenço 

da Mata, até mais recentemente, no ano de 2010, por Silva e da Silva em Minas Gerais no 

município de Patos de Minas. Através desses estudos, trinta no total, sumarizados por 

Mudenda et al., (2012), pode-se verificar que as áreas endêmicas identificadas até então 

para ancilostomíase ocorrem desde o Estado do Amazonas até o Paraná, abrangendo, até o 

momento, dezesseis Estados do Brasil. 

O programa de controle preconizado pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 

2005; WHO, 2008) que é baseado no tratamento periódico em massa de populações 

afetadas, principalmente de crianças em idade escolar, com drogas anti-helmínticas (Hotez 

et al., 2005b) tem apresentado efeitos limitados. Isso ocorre devido diversos fatores como: 

(a) baixa taxa de cura após tratamento com anti-helmíntico (Bennett e Guyatt, 2000), (b) 

redução da eficácia dos benzimidazóis (droga padrão no controle da ancilostomíase) com o 

uso periódico e frequente (Albonico et al., 2003) e (c) alta taxa de reinfecção, geralmente 

observada poucos meses após o tratamento (Albônico et al., 1999) o que torna a 

ancilostomíase um problema ainda mais grave de saúde pública e que tem sido 

negligenciado pela comunidade científica internacional. 

A estimativa da intensidade de infecção por ancilostomídeos, principal índice 

epidemiológico utilizado nos levantamentos relacionados às helmintoses transmitidas pelo 

solo (HTS), são obtidas através da contagem de ovos nas fezes de seus hospedeiros. A 

Organização Mundial de Saúde define como infecções de intensidade baixa de 1 a 1.999 

ovos por grama de fezes (opg), infecções de intensidade moderada de 2.000 a 3.999 opg e 

infecções de intensidade alta aquelas com contagens superiores a 4.000 opg. 



 

Diferentemente das demais HSTs, como ascariadíase e tricuríase, em que maiores 

cargas parasitárias são freqüentes em crianças de 5 a 10 anos, a ancilostomíase possui um 

padrão oposto de distribuição por idade, com maior intensidade de infecção em adultos e 

adultos jovens e um segundo pico em pacientes acima dos 60 anos (Palmer et al., 1996). 

Outro aspecto curioso da ancilostomíase é a heterogeneidade da carga parasitária observada 

nos indivíduos infectados, observando uma frequência da distribuição de ovos/pessoa na 

população altamente concentrada, ou seja, uma minoria da população está densamente 

parasitada, enquanto a maioria libera poucos ovos em suas fezes (Hotez et al., 2004). 

 

Fig. 1. Distribuição mundial da ancilostomíase em 2005. Fonte: Hotez et al., 2005. 

 

 

 

 

 



 

1.1.2 Ciclo biológico 

A infecção no hospedeiro humano ocorre quando larvas de terceiro estádio, L3 

(filarióide ou infectante),penetram ativamente através da pele, conjuntiva ou mucosa, ou 

quando são ingeridas passivamente, no caso de A. duodenale (Brooker et al., 2004). Ao 

contrário das larvas de primeiro e segundo estádio, a L3 não se alimenta e sua 

sobrevivência depende dos nutrientes estocados em seus tecidos. Dentro de poucas horas as 

larvas atingem o tecido subcutâneo, invadem os capilares linfáticos e são carreadas para a 

região dos nódulos linfáticos a partir dos quais alcançam a circulação geral; em seguida são 

carreadas pela circulação aferente ao átrio e ventrículo direitos atingindo assim a circulação 

pulmonar. O processo de migração da larva, desde a penetração na pele até sua chegada nos 

pulmões dura aproximadamente 10 dias. 

Nos pulmões, a L3 sofre muda para larva de quarto estádio, penetra nos alvéolos e 

alcança o parênquima adjacente, causando peneumonite (Síndrome de Loffler) com 

aparecimento de intenso infiltrado eosinofílico. Geralmente, o quadro de infecção pulmonar 

não é grave, mas pode perdurar por até um mês a partir do qual as larvas chegarão ao trato 

respiratório por penetração progressiva nos bronquíolos e brônquios e finalmente na 

traquéia, auxiliadas pelos movimentos ciliares (Hotez et al., 2005). A migração das larvas 

pela traquéia induz o reflexo da tosse no hospedeiro fazendo com que, eventualmente, 

algumas delas sejam deglutidas atingindo assim o trato gastrointestinal. 

As larvas de quarto estádio (L4) adquirem uma cápsula bucal provisória que permite 

a fixação na parede do intestino. Após duas a sete semanas, variando de acordo com a 

espécie, os vermes alcançam o estádio adulto, diferenciando-se em machos e fêmeas, que 



 

ao atingir maturidade sexual, inciam a postura de ovos. Esses ovos geralmente passam por 

quatro a seis estágios celulares até chegarem às fezes do hospedeiro.  

Uma vez no ambiente e em condições adequadas de temperatura (20 - 30ºC) e 

umidade, em aproximadamente 24 horas a larva de primeiro estádio (L1) eclode do ovo 

embrionado. Decorridos aproximadamente dois dias, a larva de primeiro estádio sofre muda 

e se transforma em larva de segundo estádio (L2) de morfologia similar a larva de primeiro 

estádio. A larva de segundo estádio se torna letárgica e o desenvolvimento se procede para 

o terceiro estádio evolutivo, o estádio infectante (L3), que pode sobreviver por dias ou até 

semanas no solo dependendo das condições do ambiente (Brooker et al., 2004). 

O perído pré-patente, isto é, desde o momento da penetração das larvas de terceiro 

estádio até o a eliminação de ovos nas fezes varia entre 35 e 60 dias para A. duodenale, de 

42 a 60 dias para N. americanus, e de 21 a 35 dias para A. ceylanicum. 

 

1.1.3 Fisiopatologia 

A morbidade da ancilostomíase é resultado da perda de sangue no trato 

gastrointestinal do hospedeiro, resultante da espoliação sanguínea por larvas de quarto 

estádio e por vermes adultos (Muller et al., 2000; Hotez et al., 2004a) associado a 

hemorragia causada pela ruptura de capilares e arteríolas intestinais no local da fixação do 

parasito que secretam fatores anticoagulantes (Brooker et al., 2004, Hotez et al., 2005b). 

Em longo prazo, as infecções com cargas parasitárias moderadas e severas, levam a anemia 

por deficiência de ferro e perda proteica. A anemia ferropriva é detectada em quase todos 

esses casos e pode haver hipoalbuminemia em pacientes que a perda de sangue intestinal 

supere a ingestão diária de proteínas e esgotem as reservas proteicas previamente formadas 

(Roche e Layrisse, 1966; Fleming, 1982; Cooper et al., 1992; Brooker et al., 2004; Hotez et 



 

al., 2005b). Muitas vezes, esse quadro clínico provoca danos no funcionamento 

neurológico e cognitivo, retardo no crescimento físico e déficits intelectuais (Sakti et al., 

1999; Jardim Botelho et al., 2008) que  podem resultar em maior número de ausências 

escolares e consequentemente, prejuízos na produtividade econômica futura (Brown, 2005). 

Em adultos, ocasiona redução da capacidade de trabalho além de complicações materno-

fetais como redução na produção de leite e neonatos de baixo peso (Sakti et al., 1999; 

Jardim Botelho et al., 2008). 

 

1.2 Aspectos da resposta imune na infecção por ancilostomídeos 

A resposta imune na infecção por ancilostomídeos inicia-se após a penetração das 

larvas infectantes (L3) através da pele do hospedeiro que liberam uma grande variedade de 

moléculas imunorreativas responsáveis por auxiliar no processo de invasão tecidual 

(Loukas e Prociv, 2001). No caso de espécies antropofílicas, esse processo geralmente é 

assintomático, entretanto, em infecções por espécies zoonóticas (A. braziliense e A. 

caninun) provocam quadros clássicos de coceira e erupção cutânea (Pritchard et al., 1991). 

Após as larvas de ancilostomídeos atingirem a corrente sanguínea inicia-se uma 

nova fase de interação com o sistema imune. Essa fase é caracterizada por elevada 

produção dos cinco isotipos de imunoglobulinas (Ig) humanas e intenso infiltrado 

eosinofílico periférico e tecidual, principalmente nos pulmões devido à migração das larvas 

e a liberação de enzimas que facilitam a penetração nos alvéolos (Prociv, 1997). Infecções 

experimentais em humanos mostraram que a resposta eosinofílica periférica coincide com a 

chegada de vermes adultos no intestino do hospedeiro, fato provavelmente relacionado à 

fixação de larvas de quarto estádio na mucosa duodenal e início da espoliação sanguínea 



 

com consequente aumento da exposição antigênica (Maxwell et al., 1987; Nawalinski e 

Schad, 1974). 

A resposta imune contra os vermes adultos, como na maioria das infecções 

helmínticas é caracterizada pela produção de IgG1, IgG4 e IgE que é controlada pelas 

citocinas da resposta Th2, principalmente IL-4 (Maizels et al., 2004). Nessa fase, a 

ausência de IgA pode estar relacionado à clivagem específica dessas moléculas por 

proteases secretadas pelos vermes adultos (Pritchard et al., 1995). As imunoglobulinas, 

IgG4 e IgE são as mais prevalentes na infecção e já foi demonstrado estarem associadas 

com a cronicidade da doença (Palmer e Bundy, 1995). Nesse sentido, alguns estudos 

relacionam níveis de imunoglobulinas com o estatus da infecção, uma vez que se observa 

redução nos níveis dos mesmos após tratamento quimioterápico (Palmer et al., 1996; 

Geiger et al., 2004). 

A infecção por ancilostomídeos resulta em uma resposta imune celular mista 

Th1/Th2, com produção significativa de citocinas típicas tanto da resposta Th1 (IFN-γ e IL-

12) quanto da resposta Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) (Pit el al., 2001; Geiger et al., 2004; 

Quinnell et al., 2004). Estudo recente mostrou uma robusta resposta Th2 produzida em 

resposta a antígenos de N. americanus e uma presença sistêmica da resposta Th1 

caracterizada pela produção de IFN-γ. Nesse mesmo trabalho foi demonstrado que células 

de mucosa duodenal, obtidas por biópsia, após serem re-estimuladas com antígenos do 

parasito, não produzem IFN-γ, sugerindo que a resposta Th1 desenvolvida após a infecção 

não é antígeno-específica e sim associada a uma fonte inata (Gaze et al., 2012). 

Existem evidências de que a resposta imune protetora contra ancilostomídeos, assim 

como descrito para outras helmintoses (Anthony et al., 2007) é  mediada por componentes 

da resposta inata e adaptativa frente a uma ativação por citocinas Th2. Assim, a ativação e 



 

expansão de linfócitos T CD4
+
 Th2, altos níveis plasmáticos de IgE (policlonal e parasito-

específico), eosinofilia, aumento no número de  mastócitos e basófilos e modulação da 

secreção de citocinas Th1 resultam em uma infecção crônica com sobrevivência do parasito 

por períodos prolongados no intestino do hospedeiro (5 a 7 anos) (Pritchard et al., 1995; 

Loukas e Prociv, 2001; Fujiwara et al., 2006a; Anthony et al., 2007). 

Apesar da produção de anticorpos e eosinofilia apresentarem uma correlação 

negativa com carga parasitária e fecundidade do parasito (Pritchard et al., 1995; Pritchard e 

Walsh, 1995; Quinnell et al., 1995), ainda não é claro se esses eventos possuem um papel 

na proteção do hospedeiro ou se sinalizam meramente uma mudança para um perfil de 

resposta Th2 (Fujiwara et al., 2006a).   

 

1.2.1 Modulação da resposta imune na ancilostomíase humana  

O desenvolvimento de uma resposta Th2 na ancilostomíase coincide com a patência 

da infecção e é também concomitante com a modulação de uma resposta Th1 (Mendez et 

al., 2005; Fujiwara et al., 2006a; Geiger et al., 2007). Paradoxalmente, o parasito consegue 

sobreviver em seu hospedeiro mesmo em face de uma resposta imune robusta. O fato de a 

infecção persistir na presença de uma reação vigorosa do sistema imune do hospedeiro, a 

qual por sua vez não previne futuras reinfecções (Loukas et al., 2005b), é um forte 

indicativo da evasão da resposta imune pelo parasito. Assim, tem sido proposto que os 

ancilostomídeos possam criar um sítio de “privilégio imune” em seus arredores. Esta 

estratégia utilizada pelo parasito permitiria o desenvolvimento de uma resposta imune 

sistêmica contra o parasito, mas inibiria qualquer função da resposta imune localizada, 

como por exemplo, de células reativas que migrariam para os locais onde o parasito se 

aloca (Pritchard e Brown, 2001). 



 

Apesar da evasão da resposta imune ser extensivamente relatada na literatura 

(Brooker et al., 2004; Geiger et al., 2004; Hotez et al., 2004a; Hotez et al., 2005b; Loukas 

et al., 2005b; Mendez et al., 2005; Bethony et al., 2006a; Fujiwara et al., 2006a; Loukas et 

al., 2006; Geiger al., 2007), os mecanismos envolvidos nesse processo ainda não foram 

completamente elucidados. As primeiras evidências que demonstraram a evasão da resposta 

imune pelo parasito vieram da observação de que indivíduos infectados por 

ancilostomídeos apresentam uma redução da resposta proliferativa de linfócitos frente a 

antígenos do parasito ou mitógenos (Taylor e Turton, 1976; Maxwell et al., 1987; Olatunde 

e Onyemelukwe, 1994; Loukas e Prociv, 2001; Maizels et al., 2004; Loukas et al., 2005b; 

Geiger et al., 2007), e mesmo para antígenos exógenos (Olatunde e Onyemelukwe, 1994; 

Kalinkovich et al., 1998; Onyemelukwe e Musa, 2001) conforme a intensidade da infecção 

(Bethony et al., 2006b). A completa restauração da capacidade proliferativa de linfócitos 

seria observada somente se os pacientes permanecessem livres de infecção por um longo 

período (Kalinkovich et al., 1998).  

Posteriormente, foi demonstrado que indivíduos infectados por ancilostomídeos 

apresentam elevados níveis basais de IL-10, (Geiger et al., 2004; Bethony et al., 2006a), 

redução da frequência de células T CD4
+
, uma maior frequência de células T com perfil 

regulador (Ricci et al., 2011), indução de apoptose em linfócitos T (Chow et al., 2000, 

Gazzinelli-Guimarães et al., 2013), redução da maturação e diferenciação in vitro de 

células dendríticas (Fujiwara et al., 2009), sugerindo a redução de sua capacidade de 

apresentação antigênica e consequente contribuição na redução da capacidade proliferativa 

de linfócitos. Outros mecanismos possíveis de evasão da resposta imune descritos na 

literatura incluem ainda: a produção de metaloproteases pelo parasito, as quais clivam 

eotaxina e, portanto, poderiam prevenir o recrutamento e a ativação de eosinófilos no sítio 



 

de infecção (Culley et al., 2000), ou de proteínas secretadas que se ligam seletivamente à 

células Natural Killer, induzindo a secreção de IFN-γ, o que poderia redirecionar ou 

mesmo subverter o perfil local de citocinas (Hsieh et al., 2004; Teixeira-Carvalho et al., 

2008).  

Atualmente, sabe-se que os ancilostomídeos excretam e secretam diversos produtos 

com potencial efeito imunomodulatório. Estudos têm demonstrado que o desafio somente 

com os produtos de excreção/secreção (Es) induz a uma resposta imune similar a observada 

durante a infecção por nematódeos em modelos experimentais, a qual é caracterizada pela 

regulação negativa da proliferação celular (revisado por Loukas et al., 2005).  Esses 

produtos possuem em sua composição diferentes tipos de proteínas, incluindo proteases, 

inibidores de proteases, lectinas do tipo C, além de proteínas anti-oxidantes e anti-

inflamatórias, que poderiam estar associadas com a diminuição da resposta imunológica 

durante a fase crônica da infecção. (Lokas e Prociv, 2001; Loukas et al., 2005). Esses dados 

em conjunto ajudam a explicar os mecanismos de evasão promovidos pelo sistema imune e 

sobrevivência prolongada do parasito no hospedeiro. 

Finalmente, a modulação da resposta imune do hospedeiro pelo parasito poderia 

também ser mediada por outros mecanismos recentemente demonstrados para outras 

infecções helmínticas, como, por exemplo, a ação de células Th17 (Ricci et al., 2012; 

Bettelli et al., 2007; Diaz e Allen, 2007; Korn et al., 2007; Reece et al., 2008), pela 

regulação por histamina (Jutel et al., 2005; 2006a; 2006b) pela regulação de receptores do 

tipo Toll (Babu et al., 2005; 2006; van Riet et al., 2007; Semnani et al., 2008) ou ainda de 

macrófagos ativados alternativamente (Kreider et al., 2007; Reece et al., 2008). Devido à 

escassez de trabalhos voltados para o estudo da resposta celular na infecção por 



 

ancilostomídeos, nenhumas dessas vias foram ainda demonstradas para a ancilostomíase 

humana.  

Nesse contexto, uma hipótese que poderia auxiliar na elucidação dos mecanismos 

imunomodulatórios observados na infecção é a de que pacientes infectados por 

ancilostomídeos possuem um perfil de ativação de monócitos que favorece o 

desenvolvimento de um fenótipo regulador. Essa hipótese fundamenta-se em estudos 

prévios acerca da ancilostomíase humana que evidenciam a presença de fatores tais como 

(a) aumento de células T reguladoras (Ricci et al., 2011), (b) indução de apoptose em 

células T (Gazzinelli-Guimarães et al., 2013), (c) elevados níveis basais de IL-10 (Geiger et 

al., 2004; Bethony et al., 2006a) e (d) elevada produção de imunoglobulinas (Kumar et 

al.,1980; Pritchard et al., 1992) e consequentemente de imunocomplexos, fatores que estão 

diretamente relacionados a polarização para um fenótipo regulador de monócitos. 

 

1.3 Ativação de monócitos e macrófagos  

Monócitos são células derivadas de progenitores mielóides da medula óssea que fazem 

parte do sistema imune inato. Ao migrarem para dentro dos tecidos, essas células, passam 

por alterações em sua fisiologia e passam a ser denominadas macrófagos. Monócitos e 

macrófagos possuem papéis bem estabelecidos na resposta primária a patógenos, 

manutenção da homeostase tecidual e desenvolvimento da resposta imune adaptativa, 

inflamação, reparo de lesões entre outras funções (Gordon e Taylor, 2005). A diversidade 

de funções exercidas por essas células está relacionada à sua enorme plasticidade e 

habilidade de se adaptar a uma vasta gama de sinais do microambiente (Biswas e 

Mantovani, 2012). Quando em estado latente monócitos e macrófagos caracterizam-se por 

baixa síntese proteica, baixa produção de citocinas e baixa taxa de consumo de oxigênio 



 

(Grage-Griebenow et al., 2001; Hume et al., 2002), entretanto, uma vez iniciado processos 

de inflamação por danos teciduais ou infecções, passam por um processo de ativação que 

promovem aumento na produção de citocinas, quimiocinas e outros mediadores 

inflamatórios. No contexto de uma resposta imune específica, o ambiente de citocinas faz 

com que monócitos e macrófagos passem a induzir programas de ativação especializados 

(Martinez et al., 2006) que são mais focados e prolongados do que os estímulos inatos e 

dão origem a alterações de longo prazo na fisiologia dessas células (Gordon, 2007).  

Baseados na nomenclatura Th1/Th2, muitos autores se referem aos macrófagos 

polarizados como células M1 e M2 (Goerd e Orfanos, 1999; Gordon, 2003; Mantovani et 

al., 2004, 2005) associados aos fenótipo de ativação clássico e alternativo. Atualmente 

sabe-se que os macrófagos anteriormente classificados como M2 incluem outros tipos 

celulares que possuem diferenças dramáticas em sua bioquímica e fisiologia. Assim, novas 

classificações foram propostas por diversos autores com intuito de diferenciar as 

subpopulações de macrófagos ativados por via “não clássica”. Nesse estudo, optamos por 

utilizar a classificação proposta por Mosser e Edwards (2008), que se baseia nas funções 

básicas dessas células que são: macrófagos ativados classicamente (defesa do hospedeiro), 

macrófagos ativados alternativamente (reparo tecidual) e macrófagos reguladores 

(imunorregulação). No modelo ilustrativo proposto pelo mesmo grupo (Fleming e Mosser, 

2011), as três principais populações de macrófagos estão representadas por cores primárias 

e fazem parte de um espectro de cores para mostrar como essas células podem se 

desenvolver para exibir características que são compartilhadas por mais de uma população 

(Fig.2). 



 

 

Fig.2. Os três principais subtipos de população de macrófagos. Adaptado de Fleming e 

Mosser (2011). 

 

 

 Perfil de ativação clássico/ Defesa do hospedeiro 

O termo “macrófago classicamente ativado” é usado para designar macrófagos 

efetores que são produzidos durante respostas imunes mediadas por células. Nessa via de 

ativação, uma combinação dos sinais interferon-γ (IFN-γ) e fator de necrose tumoral (TNF) 

resultam em uma população de macrófagos que possuem elevada capacidade microbicida e 

tumoricida devido à sua capacidade de produzir citocinas pró-inflamatórias, ânions 

superóxidos e radicais de oxigênio e nitrogênio, fundamentais na eliminação de patógenos 

intracelulares (Mackness, 1977; Nathan e Shiloh, 2000; O`Shea e Murray, 2008). A 

produção de IFN-γ pode vir de fontes inatas, de células Natural Killer (NK) ou da resposta 

imune adaptativa Th1. Além disso, alguns agonistas de Toll Like Receptors (TLR) podem 

estimular a produção de IFN-γ e TNF. A produção endógena de IFN-γ pode substituir o 
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papel das células NK e Th1 na manutenção da ativação clássica de macrófagos (Mosser e 

Edwards, 2008). 

 As citocinas produzidas pela ativação clássica de macrófagos (IL-1, IL-6, IL-12 e 

IL-23) são importantes componentes da defesa do hospedeiro contra patógenos 

intracelulares, entretanto, podem causar danos teciduais extensivos uma vez que essas 

citocinas estão associadas à expansão de células Th17, que promovem o recrutamento de 

leucócitos polimorfonucleares (PMN) para o sítio de inflamação (Kolls e Linden, 2004). 

Também são observados elevados níveis das quimiocinas CCL15, CCL20, CXCL9, 

CXCL10 e CXCL11 (Martinez et al., 2006; Martinez et al., 2008). 

Os macrófagos classicamente ativados expressam, em sua superfície, grandes 

quantidades do complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC-II) e das 

moléculas coestimuladoras B7.1 e B7.2 (CD80 e CD86 respectivamente), sendo assim 

considerados células com elevada capacidade de apresentação antigênica. Também é 

observado na superfície desses macrófagos uma elevada expressão de receptores de 

Interleucina 1 (IL-1R), receptores do tipo Toll 2 e 4 (TLR2 e TLR4) e receptores opsônicos 

como por exemplo FcγRI, II e III (CD64, CD32 e CD16 respectivamente) (Mantovani et 

al., 2004). Nessa via de ativação, a arginina é metabolizada pela óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), que se encontra expressa  em altas concentrações (MacMicking et al., 

1997). 

 

 

 

 

 



 

Perfil de ativação alternativa de macrófagos (Reparo tecidual) 

Os macrófagos ativados alternativamente se desenvolvem em resposta aos estímulos 

das Interleucinas 4 e 13 (IL-4, IL-13) provenientes de fontes inatas ou adaptativas. Com 

relação às fontes inatas, mastócitos, basófilos e eosinófilos podem produzir IL-4 em 

resposta ao dano tecidual (Loke et al., 2007) ou em resposta à quitina, biopolímero 

estrutural presente em alguns fungos e parasitos (Kreider et al., 2007). As fontes 

adaptativas associadas à resposta Th2 auxiliam no desenvolvimento/manutenção desses 

macrófagos, e são primariamente induzidas por alterações em superfície de mucosas, 

principalmente do intestino e pulmões, especialmente em resposta a infecções helmínticas. 

A IL-4 é capaz de desencadear rapidamente a conversão de fenótipo de macrófagos para 

uma população de células que são programadas para promover cicatrização tecidual pela 

indução da atividade da arginase. A arginase converte a arginina em onitina, aminoácido 

precursor de poliaminas e colágeno, contribuindo assim para a síntese de matriz 

extracelular (Ji e Chowla, 2011). Além disso, esses macrófagos secretam outros fatores 

como VEGF (Fator de crescimento vascular endotelial), CSF1 (Fator 1 de crescimento de 

colônia), IL-8 (Interleucina  8) e MMP9 (Matrix metalo peptidase 9) que promovem 

funções necessárias para o reparo tecidual e remodelamento (Ji e Chawla, 2011). A fibrose 

tecidual que ocorre durante a fase crônica da esquistossomose tem sido atribuída a uma 

ativação incontrolada de macrófagos de reparo tecidual (Hesse et al., 2001). Esses 

macrófagos podem ter efeitos regulatórios indiretos na resposta imune, pois, as poliaminas 

que são produzidas por essas células podem influenciar na produção de citocinas e suprimir 

a expansão clonal de linfócitos vizinhos (Wilson et al., 2007). 

Em modelos murinos, os macrófagos ativados alternativamente produzem grandes 

quantidades de quitinases e moléculas quitinases-like incluindo YM1/2 (proteína 



 

eosinofílica), Fizz/RELM -α (proteína encontrada na zona inflamatória) que possuem 

papéis na degradação da quitina presente na superfície de alguns parasitos e fungos (Chang 

et al., 2001; Raes et al., 2002). 

O perfil de ativação alternativa induz a produção de Interleucina 1β (IL-1β), 

citocina que está associada ao aumento da síntese de colágeno (Goldring e Krane, 1988) e a 

produção das quimiocinas CCL17 (Wirnsberguer et al., 2006), CCL18 (Kodelja et al., 

1998) e CCL22 (Mantovani et al., 2002). Com relação aos marcadores encontrados na 

superfície desses macrófagos estão o receptor de manose (CD206), receptor de IL-4 (IL-

4R), scavenger receptor (CD163), DC-SIGN, molécula de adesão a carboidratos 

manosilados e receptor de Interleucina 27 (IL-27Rα) (Martinez et al., 2008). Outros 

marcadores para essa população de macrófagos tais como IDF1 (fator 1 de crescimento de 

insulina 1 like) (Wynes e Riches, 2003), DCIR (Imunoreceptor de células dendríticas) 

(Martinez et al, 2006), estabilina 1 (Goerdt e Orfanos, 1999) e Fator de coagulação VIIIA 

(Torocsik et al., 2005) também já foram descritos. 

 

Perfil regulador (Imunorregulação) 

Como descrito para os macrófagos inflamatórios e macrófagos de reparo tecidual, 

os macrófagos reguladores podem surgir em decorrência a estímulos inatos ou adaptativos. 

Essa população pode ser gerada in vitro após a estimulação com agonistas de TLR na 

presença de imunocomplexos (Gerber e Mosser, 2001). A combinação desses estímulos 

leva ao desenvolvimento de uma população de macrófagos que produzem elevados níveis 

da citocina imunossupressora IL-10. Outros fatores, como glicocorticóides (Sternberg, 

2006), também podem levar a esse tipo de polarização. Embora respostas ao estresse não 

sejam tipicamente consideradas como parte da resposta imune inata, células da glândula 



 

adrenal, ao secretar glicocorticóides, podem inibir macrófagos com funções inflamatórias 

(defesa ao hospedeiro) pela inibição transcricional de genes de citocinas pró-inflamatórias, 

diminuindo assim a estabilidade do mRNA dando origem a macrófagos reguladores. Além 

desses fatores, diversos outros como: prostaglandinas (Strassmann et al., 1994), células 

apoptóticas (Erwig e Henson, 2007), IL-10 (Martinez et al., 2008), ligantes da proteína 

acopladora G (GPCRs), adenosina (Hasko et al., 2007) podem dar origem a esse tipo de 

macrófago. Fadok et al., (2008) mostraram que a produção de TGF-β por macrófagos, 

seguida de fagocitose de células apoptóticas na presença de um estímulo pró-inflamatório, 

também podem contribuir para a função imunorregulatória desses macrófagos. Vale 

ressaltar que alguns estímulos sozinhos como de prostaglandinas, imunocomplexos e 

células apoptóticas não são capazes por si só de induzir o fenótipo regulador; entretanto, 

quando combinados a um segundo estímulo, ligantes TLR, induzem a produção de IL-10 

nesses macrófagos (Edwards et al., 2006). Macrófagos reguladores também podem surgir 

em estágios tardios da resposta imune inata para reduzir a esta resposta e assim limitar a 

inflamação (Mosser, 2003).  

 Além da alta produção de IL-10, o fenótipo regulador possui como característica a 

baixa produção de IL-12. Altos níveis de IL-10 são capazes de inibir a produção e atividade 

de várias citocinas pró-inflamatórias apesar do fato de que essas células mantêm a 

capacidade de produzir citocinas inflamatórias (Mosser e Edwards, 2008). Com relação a 

produção de quimiocinas, já foi mostrado que essa população de macrófagos é capaz de 

produzir altos níveis de CCL1 através do estímulo de TLR presentes na superfície dessas 

células em combinação com outros estímulos (Sironi et al., 2006). Similarmente aos 

macrófagos ativados por via clássica, os macrófagos reguladores também podem 



 

metabolizar a argina através da óxido nítrico sintase e possuem boa capacidade de 

apresentação antigênica (Edwards et al., 2006). Também já foram estudados como 

possíveis marcadores dessa população a alta expressão de SPHK1 (esfingonosina quinase 

1) e LIGHT (membro da superfamília TNF) (Edwards et al., 2006).  

 

1.3.1 Ativação de macrófagos em infecções parasitárias 

Com relação à polarização de macrófagos em infecções parasitárias, atualmente 

existem uma grande variedade de estudos que mostram uma associação clara entre o perfil 

de ativação clássico, resposta Th1 e infecções por parasitos intracelulares e por outro lado, 

estudos que mostram associação entre o perfil de ativação alternativo, resposta Th2 e 

infecções parasitárias por parasitos extracelulares (Gordon, 2003). Entretanto, com as novas 

descobertas acerca das diferenças na bioquímica e fisiologia entre as subpopulações de 

macrófagos “não clássicos” (Edwards et al., 2006) associada à identificação de marcadores 

para as mesmas, torna-se possível fazer estudos mais focados na função dessas células e da 

sua participação nos processos patológicos. 

Embora a via clássica de ativação de macrófagos seja amplamente descrita para 

infecções com tripanossomatídeos, estudos já mostraram que estágios intracelulares de 

alguns parasitos, como por exemplo, amastigotas de Leishmania spp, que se ligam às IgGs 

do hospedeiro promovendo a formação de imunocomplexos que interagem com receptores 

Fc de macrófagos (FcγR) induzindo o desenvolvimento de macrófagos reguladores (Miles 

et al., 2005). Outro estudo demonstrou que o T. brucei, protozoário extracelular, ao alterar 

antígenos imunodominantes da família das VSGs (Glicoproteína de superfície variante) 

para evadir a resposta imune humoral, promove a geração de uma robusta resposta de 

anticorpos e, consequentemente, na formação de imunocomplexos que por sua vez 



 

desencadeia a indução do fenótipo regulador nos macrófagos (de Baetselier et al., 2001). 

Interessantemente, esses macrófagos também podem produzir óxido nítrico (NO) para 

tentar conter a infecção (Edwads et al., 2006). 

Estudos já demonstraram a indução da formação de macrófagos “não clássicos” 

(alternativamente ativados) na infecção por helmintos, onde se observa uma resposta imune 

polarizada Th2. Dentre entre esses estudos, foram demonstrados a formação desses 

macrófagos na infecção por Schistosoma mansoni (Herbert et al., 2004), 

Heligomosomoides polygerus (Anthony et al., 2006), Nippostrongylus brasiliensis (Reece 

et al., 2006), Taenia crassiceps (Rodriguez-Sosa et al., 2002), Trichinella spirallis (Dzik et 

al., 2004), Fasciola hepática (Donnelly et al., 2005),  Ascaris suum (Oshiro et al., 2005) e, 

finalmente, por parasitos filarióides (Nair, Cochrane e Allen, 2003). Alguns desses estudos 

apontam para o fato de que produtos do parasito também podem estimular a ativação de 

macrófagos embora uma ativação eficiente só ocorra no ambiente de citocinas do tipo Th2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Justificativa 



 

A ancilostomíase é uma das doenças parasitárias crônicas mais prevalentes no 

mundo, com estimativa variando entre 576 a 740 milhões de indivíduos infectados. É 

considerada um grande problema de saúde pública mundial, principalmente nos países em 

desenvolvimento com maior número de casos atingindo as populações rurais e de baixa 

renda (Silva et al., 2003). 

Os ancilostomídeos são parasitos que sobrevivem em seus hospedeiros por vários 

anos (Loukas e Prociv, 2001) mesmo na presença de uma resposta imune robusta, o que 

representa um forte indicativo da presença de mecanismos de evasão imunológica (Loukas 

et al., 2009). A modulação da resposta imune do hospedeiro pelo parasito permite a 

continuidade de seu desenvolvimento, alimentação e reprodução (Maizels et al., 2004). 

Além de garantir sua sobrevivência, a modulação da resposta imunológica poderia ter 

importante implicação em processos vacinais contra a ancilostomíase ou mesmo contra 

outras infecções. 

Considerando os mecanismos de imunomodulação já descritos para a 

ancilostomíase humana, juntamente com os dados da literatura que indicam que infecções 

helmínticas propiciam o desenvolvimento de monócitos e macrófagos com o perfil de 

ativação alternativo/ “não classico”, torna-se relevante o estudo mais detalhado do papel 

dessas células na infecção por ancilostomídeos. Dessa forma, a determinação do perfil de 

ativação de monócitos poderá fornecer dados sobre uma possível contribuição dessas 

células nos mecanismos de modulação da resposta imune do hospedeiro e ampliar a 

compreensão da biologia da infecção.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Objetivos 



 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o perfil de ativação de monócitos na infecção humana por ancilostomídeos. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

3.2.1- Caracterizar o perfil de monócitos do sangue periférico em indivíduos naturalmente 

infectados por ancilostomídeos; 

3.2.2- Avaliar níveis de expressão das citocinas IL-10 e IL-12 em monócitos de indivíduos 

naturalmente infectados por ancilostomídeos; 

3.2.3- Avaliar a expressão de IL-4 em células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs) em indivíduos infectados por ancilostomídeos; 

3.2.4-Caracterizar o perfil fenotípico de monócitos de indivíduos infectados por 

ancilostomídeos; 

3.2.5-Avaliar a expressão de arginase-1 e óxido nitrico sintase induzível em células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes infectados por ancilostomídeos; 

3.2.6- Caracterizar in vitro o perfil fenotípico de monócitos cultivados na presença de 

antígenos excretados/secretados (Es) e de antígeno bruto (Br) derivados de 

ancilostomídeos. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. População, Materiais e Métodos 



 

4.1 Delineamento experimental 

O presente estudo é um estudo transversal que se iniciou em Janeiro do ano de 2010 

no distrito de Virgem das Graças, pertencente ao município de Ponto dos Volantes, região 

do Vale do Jequitionha, como parte de projetos de pesquisa envolvendo estudos imuno 

epidemiológicos de algumas helmintoses humanas dentre elas a ancilostomíase (Fig.3). 

 

Delineamento experimental 

 

Fig.3. Esquema geral da metodologia utlizada no estudo 
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4.2 Caracterização da população estudada 

Para realização deste trabalho foram utilizadas amostras de sangue periférico de 

indivíduos infectados por ancilostomídeos residentes em áreas endêmicas para N. 

americanus. Para constatar a presença ou não de ovos de ancilostomídeos nas fezes desses 

indivíduos, foi realizado o exame parasitológico de fezes, método Kato-Katz (Katz et al., 

1972) e para avaliação do perfil hematológico dos indivíduos com exame parasitológico 

positivo, foi realizado hemograma completo. 

O grupo de pacientes que apresentou exame parasitológico de fezes positivo apenas 

para ovos de ancilostomídeos (grupo infectado – INF),  foi composto por 19 indivíduos (8 

mulheres e 11 homens), com idade variando entre 21 e 78 anos e contagem de ovos por 

grama de fezes variando entre 12 a 840 ovos (Tab.1). Neste estudo, adotou-se a 

classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS) para avaliação de baixas, 

moderadas e altas cargas parasitárias. Sendo assim, todos os indivíduos deste grupo foram 

classificados como baixa carga parasitária segundo a OMS. 

Os pacientes até o momento da coleta das amostras residiam no distrito de Virgem 

das Graças, município pertencente a Ponto dos Volantes, área rural. A população dessa 

região vem sendo avaliada em estudos transversais como parte dos projetos de pesquisa 

realizados no Laboratório de Imunologia e Genômica de Parasitos do Instituto de Ciências 

Biológicas (LIGP/ICB) na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)- Belo 

Horizonte. Os trabalhos de área endêmica foram coordenados pelo Dr. Rodrigo Corrêa 

Oliveira (Centro de Pesquisas René Rachou – CpqRR) e Dr
a 

Andréa Gazzinelli (Escola de 

Enfermagem – UFMG). 

Foram utilizadas também amostras de sangue periférico de voluntários com exame 

parasitológico de fezes negativo para ancilostomídeos e outros helmintos (grupo não 



 

infectado-NI), residentes em área não endêmica (Belo Horizonte) para N. 

americanus,composto por 13 indivíduos (5 mulheres e 8 homens), com idade variando de 

23 a 65 anos. Esses indivíduos também passaram por exame hematológico (Tab.1). 

É importante ressaltar que o exame parasitológico foi realizado anteriormente à 

coleta sanguínea e que esses pacientes não receberam qualquer medicação 

imunossupressora nesse período. Após a realização da coleta, todos os pacientes foram 

submetidos ao tratamento, independente da participação nesse estudo.  

 

Tabela 1- Caracterização da população avaliada 

                                                                                                Número de indivíduos 

 

Grupos Sigla Variação 

Idade 

Variação 

Ovos/grama 

de fezes 

Masculino Feminino Total 

 

Negativos para ovos 

de helmintos nas 

fezes 

NI 23- 65 0-0 8 5 13 

 

Positivos para ovos 

de N. americanus 

nas fezes 

INF 21- 78 12-840 11 8 19 

 

 

  

4.3 Exame parasitológico de fezes  

 Recipientes plásticos foram distribuídos aos pacientes para que fossem coletadas 

duas amostras de fezes de cada indivíduo em dias consecutivos. A presença e o número de 

ovos do parasito por grama de fezes foram determinados através do exame de 5 lâminas de 

cada amostra de fezes, utilizando o método parasitológico de Kato-Katz (Katz et al., 1972). 

A contagem do número de ovos total por grama de fezes de cada paciente foi apresentada 



 

pelo resultado da média aritmética da leitura das cinco determinações e definidas como 

ovos por grama de fezes (opg). 

 

4.4 Coleta de sangue periférico 

 Amostras de 5mL de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo 

anticoagulante EDTA (Vacutainer – BD, EUA) e encaminhadas ao laboratório terceirizado 

(Laboratório Paula Castro – Medicina Laboratorial/Belo Horizonte-MG). As determinações 

foram feitas em contador hematológico eletrônico de células Coulter MD18, EUA. Os 

parâmetros avaliados foram global de leucócitos e diferencial de células com determinação 

do percentual e do número absolutos de neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e monócitos. 

Para as demais avaliações propostas para este estudo, foram coletados 30mL de 

sangue contendo heparina sódica (Vacutainer - BD, EUA). As coletas do sangue periférico 

da população avaliada foram realizadas nas áreas endêmicas e coordenadas pela Dr
a 
Andréa 

Gazzinelli (UFMG). 

 

4.5 Separação de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

Para separação de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), 

aproximadamente 30mL de sangue periférico foram coletados em tubos contendo heparina 

sódica (Vacutainer - BD, EUA) e aplicados lentamente em tubos cônicos de polipropileno 

com capacidade para 50mL (Falcon, BD Biosciences, EUA) contendo 15mL de solução 

Ficoll-Hypaque (Histopaque®1.077, Sigma-Aldrich, EUA). Posteriormente os tubos foram 

centrifugados a 400g por40 minutos a 20ºC. Ao término da centrifugação formou-se um 

anel contendo as PBMCs na interface entre plasma e eritrócitos o qual foi coletado e 

transferido para outros tubos cônicos contendo meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich, 



 

EUA). Posteriormente foram lavadas por duas vezes por centrifugação (400g, 10 minutos a 

4ºC). Ao final das duas lavagens, as células foram ressuspendidas novamente em 1mL de 

meio RPMI suplementado com 5% soro humano (Sigma-Aldrich), 1,6% de L-glutamina 

(Invitrogen) e 3,0% de antibiótico penincilina/estreptomicina (Cultilab), contadas em 

câmara hemocitométrica de Neubauer, na diluição 1:20, em solução de Azul de Turks 

(Sigma-Aldrich, EUA) e ajustadas para a concentração de 1,0 x 10
6
 células/mL. 

 

4.6 Congelamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) em RNA 

later® 

Parte das células, aproximadamente 1,0 x 10
6
, foram congeladas em RNAlater ® 

(Life technologies, EUA) para utilização nos métodos envolvendo biologia molecular. Essa 

solução tem como objetivo preservar tanto a qualidade como a quantidade dos ácidos 

nucleicos das células, eliminando assim a necessidade de processar as amostras 

imediatamente após a sua obtenção. As células foram concentradas para o volume 3,0 x 10
6
 

células/mL e, a cada 300µL de suspensão celular foi adicionado 500µL de RNAlater® e 

então congeladas a -80ºC.  

No momento do descongelamento, as amostras foram deixadas a temperatura 

ambiente até que todo o conteúdo estivesse líquido e em seguida foram centrifugadas para 

remoção do RNAlater® para posterior extração de RNA total. 

 

4.7 Congelamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) em 

nitrogênio líquido 

O restante das células mononucleares do sangue periférico foram criopreservadas 

até o momento da realização dos ensaios por citometria de fluxo. Para tanto, após serem 

ajustadas para a concentração de 1,0 x 10
6
 células/mL, as PBMCs foram então 



 

ressuspendidas em criotubos (Imec) contendo 1,5mL de solução de congelamento para cada 

1,0 x 10
6
 células. A solução de congelamento é constituída de 90% de Soro Fetal Bovino 

(Cultilab) e 10% de Dimetilsulfóxido – DMSO (Merck). Os criotubos foram deixados 

overnight a -80ºC em recipiente próprio de congelamento (Nalgene) contendo álcool 

isopropílico e então transferidos para nitrogênio líquido.  

No momento do descongelamento, os tubos de criopreservação foram retirados do 

nitrogênio líquido e levados rapidamente ao banho maria 37ºC. Antes do descongelamento 

completo, as amostras foram transferidas para tubos cônicos de polipropileno com 

capacidade para 15mL (Falcon, BD Biosciences, EUA) contendo 10mL de meio RPMI 

(Sigma-Aldrich, EUA) 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab) e mantido em gelo para então 

ser iniciado o processo de avaliação fenotípica das PBCMs por citometria de fluxo. 

 

 

4.8 Imunofenotipagem de células mononucleares do sangue periferico (PBMCs) por 

citometria de fluxo   

 

Alíquotas de 200µL da suspensão de PBMCs após serem descongeladas, foram 

transferidas para tubos de poliestireno de 5mL (Falcon, BD Biosciences, EUA) contendo 

2µL de anticorpos monoclonal anti-receptores de superfície celular marcados com 

fluorocromos específicos (Isoticianato de fluoresceína - FITC; Ficoeritrina - PE, 

Ficoeritrina/Cychrome -PECy; Aloficocianina - APC) (Tab.2) 

As amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Após o período de incubação, foram adicionadas às amostras 2mL de solução de 

lavagem (PBS-W) (Solução salina tamponada com fosfato 0,015M - PBS, albumina sérica 



 

bovina- BSA 1% e azida sódica 0,5%) e submetidas à centrifugação a 400g por 10 minutos 

a 18ºC. O sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas novamente com PBS. Em 

seguida as células foram permeabilizadas com PBS-P (PBS 0,015M, BSA1%, 0,5% azida 

sódica, 0,5% saponina) para marcação com anticorpos anti-citocinas intracelulares durante 

10 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 400g por 10 minutos a 18ºC e o 

sobrenadante foi descartado.  

Posteriormente foi adicionado as amostras 2µL dos anticorpos anti-citocinas 

(Tab.2) e incubadas por um período de 30 minutos. Decorrido o período de incubação, as 

amostras foram novamente lavadas com PBS-W e centrifugadas a 400g por 10 minutos a 

18ºC e o sobrenadante descartado. Por fim, as amostras foram lavadas com PBS 0,015M, 

centrifugadas (400g por 10 minutos a 18ºC). O sobrenadante foi descartado e em seguida, 

as amostras foram fixadas com 300µL de solução fixadora - Macs Fax Fix (MFF) (10g/L 

paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67 g/L de cloreto de sódio, pH 7,2 - Sigma-

Aldrich, EUA). A análise dos parâmetros morfométricos e imunofenotípicos das células 

presentes em cada tubo foi determinada comauxílio de umcitômetrode fluxo (FACScalibur 

- BD, EUA),utilizando-se o programa CELLQuest
TM

 para aquisição e análise dos dados. 

Para cada imunofenotipagem, foram coletadas informações relativas aos aspectos 

morfométricos de tamanho e granulosidade bem como aspectos imunofenotípicos de 

10.000 eventos.  Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos da Becton e Dickinson, 

EUA. 

 

 

 



 

Tabela 2- Anticorpos utilizados para imunofenotipagem de PBMCs 

    
Marcador Clone Concentração 

Anticorpos- marcação de superfície celular 

 

Anti - CD14 FITC MP9 0,5µg 
    

Anti - CD14 PE MP9 0,5µg 
    

Anti - CD23 FITC M-L233 0,5µg 

    

Anti – CD206 PE-

Cy5 

19.2 0,5µg 

    

Anticorpos- marcação intracitoplasmática 

    

Anti - IL-10 APC JES3-19F1 0,25µg 

    

Anti - IL-12 PE C11.5.14 0,25µg 

 

 

 

 

 

4.9Extração de RNA total e síntese de cDNA 

Após o descongelamento das amostras dos indivíduos infectados (INF) e não 

infectados (NI) armazenadas em RNAlater® (Life technologies, EUA), foi extraído o 

RNAtotal das mesmas por meio do Kit de extração de RNA NucleoSpin® RNAII 

(Macherey-Nagel, Alemanha) seguindo-se as instruções do fabricante. Após a extração, o 

RNA foi eluído em 60µL de água ultra pura para PCR (Fermentas) e quantificado em 

espectofotômetro de absorbância a 260nm (Spectrophotometer ND-1000, Nanodrop®, 

ThermoScientific, EUA).Após a quantificação as amostras de RNA foram imediatamente 

congeladas a - 80ºC em tubos isentos de RNase fornecidos pelo Kit e descongeladas a 

temperatura ambiente anteriormente a síntese de cDNA. 

Para síntese de cDNA, foram utilizados em média100nmol de RNA de cada 

amostra, 1,0µL de iniciadores (0,5µg/mL) e o sistema de transcriptase reversa Superscript 



 

II (Invitrogen, USA) em volume final de 20µL. A reação foi realizada conforme as 

instruções do fabricante. 

Após a reação, para a confirmação da síntese do cDNA, foi feito para cada amostra 

uma reação de PCR para o gene constitutivo humano Gliceraldeído 3-Fosfato 

Desidrogenase (GAPDH) (Integrated DNA Technologies –IDT, EUA), utilizando-se 2,0µL 

decDNA,1,0µL de cada um dos iniciadores,direto e reverso2mM,3,0µL de DNTPs 5mM 

(Fermentas) 5,0µL de tampão Gotaq 5X (Promega), 1,25µL de Taq polimerase (Invitrogen) 

e 6,75µL de água ultra pura para PCR (Fermentas) totalizando um volume final de 20µL. 

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1%, corado com solução de 

brometo de etídio (Bio-Rad) a 0,25µg/mL, visualizados sob luz ultravioleta e fotografado 

no fotodocumentador ImageQuant LAS 4.000 (GE Healthcare, USA). No gel foi aplicado, 

além das amostras, 20µL do padrão de peso molecular (Fermentas) de 500 bp. 

É importante ressaltar que durante a síntese de cDNA foi feito um controle negativo 

(branco), onde a transcriptase reversa foi substituída por água ultra pura para PCR 

(Fermentas) impossibilitando a síntese de cDNA. Essa estratégia teve como objetivo 

descartar a presença de contaminação por DNA genômico nos iniciadores ou em qualquer 

outro reagente da PCR. 

 

4.10 Reação de PCR em Tempo Real  

Após comprovada ausência de contaminação dos reagentes da PCR com DNA 

genômico e eficiente transformação do RNA em cDNA, realizou-se então, a PCR 

quantitativa (qPCR) para avaliação do nível de expressão dos genes que codificam para as 

proteínas humanas: óxido nítrico sintase induzível (iNOS), Interleucina 4 (IL-4), Arginase-

1 (Arg-1) e Gliceraldeído 3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH) nos pacientes infectados 



 

(INF) e não infectados (NI) por ancilostomídeos, sendo o GAPDH o gene normalizador da 

reação. Os iniciadores para os genes GAPDH, Arg-1 e iNOSforam adquiridos da empresa 

Integrated DNA Technologies(IDT, EUA) com especificidade e valor de eficiência 

previamente padronizados pelo fabricante. O iniciador para o gene da IL-4 foi desenhado 

utilizando a versão demonstrativa do programa AlleleID® e foram padronizados em nosso 

laboratório anteriormente a execução das reações. 

As reações foram realizadas em placas de 96 poços (MicroAmp®, Applied 

Biosystems, EUA) e, para cada gene alvo, foi preparado um master mix composto por: 

25µL do iniciador direto, 25µL do iniciador reverso, 250µL de Sybr®- Green (Applied 

Biosystems, EUA) e 100µL de água ultra pura para PCR, suficientes para preparação de 

uma placa completa. Todas as reações foram realizadas em triplicata. 

O equipamento utilizado para execução das reações e fornecimento dos resultados 

foi o ABI PRISM 7500 Sequence Detection SySTEM (Applied Biosystems, EUA). O nível 

de expressão de cada gene foi determinado pelo método de Quantidade relativa (Rq). 

Inicialmente foi feita uma curva padrão relativa para cada gene, utilizando-se cinco pontos 

obtidos por diluição seriada de uma amostra de cDNA com elevada concentração de genes 

alvos e constitutivo. Para cada indivíduo a Rq de cada gene pelo valor de CT 

(cyclethreshold) e a equação da reta obtida para cada um dos genes alvos. Os mesmos 

foram normalizados utilizando a Rq do controle endógeno (GAPDH) e a expressão foi 

comparada entre os grupos avaliados. 

 

 

 



 

4.11 Separação magnética de monócitos do sangue periférico por seleção positiva com 

microesferas magnéticas anti-CD14
+ 

 Para separação dos monócitos por seleção positiva com microesferas magnéticas, 

amostras de sangue periférico foram coletadas de 10 indivíduos negativos para ovos de 

ancilostomídeos e outros helmintos nas fezes (grupo NI). Para tanto foram utilizados 6 

tubos de 10mL contendo heparina sódica (Vacutainer – BD, EUA). Em seguida foi 

utilizada a metodologia de separação de células monucleares do sangue periférico (PBMCs) 

descrita no tópico 4.5 deste capítulo.  

 Após obtidas as PBMCs, as mesmas foram transferidas para tubos cônicos de 

polipropileno com capacidade para 50mL (Falcon 2074, BD Biosciences, EUA) e para que 

fossem removidos resíduos de hemácias foi realizada a lise com 45 mL de cloreto de 

amônio (NH4Cl 155mM, KHCO310mM e EDTA 0,1Mm) (Sigma-Aldrich, EUA) pH 7,2. 

Posteriormente os tubos foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente e, em 

seguida centrifugados a 400g por 10 minutos a 18°C. O sobrenadante foi descartado e as 

amostras foram lavadas com 20mL de meio RPMI (Sigma-Aldrich, EUA), sendo logo em 

seguida submetidas novamente a centrifugação a 400g por 10 minutos a 4°C. A partir desta 

etapa, todos os tubos contendo as PBMCs foram mantidas em banho de gelo para 

manutenção da estabilidade e viabilidade das células. O procedimento de 

lavagem/centrifugação foi repetido mais uma vez e em seguida as células foram 

ressuspendidas em 500µL de solução tampão (Solução salina tamponada com fosfato, 0,5% 

BSA e 2mM EDTA). 

 Uma vez em solução tampão (2 - 8°C) as amostras foram e incubadas por 30 

minutos com 40µL das esferas magnéticas anti-CD14 (Miltenyi Biotec, Alemanha) em 

banho de gelo. Após a incubação foi acrescentado 1,0 mL de solução tampão e os tubos 



 

foram centrifugados a 400g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e as 

amostras ressuspendidas em 500µL de solução tampão. 

 A seleção positiva dos monócitos foi feita em coluna magnética LS (Miltenyi 

Biotec, Alemanha) que tem capacidade para separar 1,0 x 10
8
 células marcadas em um total 

de 1,0 x 10
9
 células, acoplada ao quadro MACS (Miltenyi Biotec, Alemanha). A coluna foi 

lavada inicialmente com 60mL de solução tampão e posteriormente as PBMCs transferidas 

para coluna e o fluxo de passagem das células foi monitorado pelo controlador de fluxo 

(22G) (BD, Irlanda) que é encaixado em um sistema de três caminhos – “3-way stopcock” 

(UNO Plast Alemanha). As células que possuem os receptores CD14 (monócitos) e que se 

ligaram às microesferas ficaram retidas na coluna LS. As células que são negativas para 

esse receptor (CD14) e, portanto, não se ligaram às microesferas magnéticas passaram pela 

coluna e foram recolhidas em um tudo cônico de polipropileno com capacidade para 15 mL 

(Falcon, BD Biosciences, EUA), que foi colocado abaixo do sistema “3-way stopcock”. 

Os monócitos recuperados foram contados em câmara de Neubauer e utilizados nas 

culturas na presença dos antígenos excretado/secretado e bruto de A.ceylanicum (ES e Br 

respectivamente).É importante ressaltar que foram aceitas para o uso em cultura, as 

suspensões celulares com pureza acima de 85,0% de células CD14
+
(Fig.4). 



 

 
Fig. 4: Análise da pureza e do rendimento de monócitos, após purificação células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) em coluna magnética. A) Perfil fenotípico de 

PBMCs totais. B) Perfil fenotípico de PBMCs depletadas de células CD14
+
. C) Perfil 

fenotípico de células CD14
+
 após eluição da coluna magnética. Para todos os esquemas (A, 

B e C), a esquerda, perfil da população em função da granulosidade, ao meio, análise da 

expressão de CD3
+
e CD14

+ 
em função das fluorescências 2 (FL-2) e 3 (FL-3) 

respectivamente. E, a direita, percentual de células CD3
+
e CD14

+ 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) PBMCs depletadas de monócitos (CD14-) – Percentual de linfócitos T (CD3+) e monócitos (CD14+) após a

separação das células em coluna magnética
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C) PBMCs enriquecidas de monócitos (CD14+) – Percentual de linfócitos T (CD3+) e monócitos (CD14+) após

remoção das células retidas na coluna magnética
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A) PBMCs totais – Percentual de linfócitos T (CD3+) e monócitos (CD14+) antes da separação das células em

coluna magnética
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4.12 Manutenção da cepa de A.ceylanicum 

 Para manutenção da cepa de A.ceylanicumforam utilizados hamsters (Mesocricetus 

auratus), fêmeas ou machos, de 4 a 6 semanas de idade, nascidos no Biotério de 

Reprodução do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). Os animais foram mantidos em 

temperatura ambiente, em gaiolas plásticas, em grupos de 5 animais. A limpeza das gaiolas 

foi feita duas vezes por semana com água, detergente e hipoclorito de sódio 1%. Além 

disso, foram fornecidas ração granulada balanceada (Labina, Cargill Nutrição Animal) e 

água potável ad libitum. Os animais foram submetidos previamente a infecção ao 

tratamento oral com 4mg/Kg de Ivermectina (Chemitec, Agro) por sete dias consecutivos 

(Klementet al., 1996).  

 As infecções dos animais foram feitas utilizando-se 50 larvas de terceiro estádio 

(L3) foram então inoculadas nos hamsters com auxílio de uma agulha de gavagem. 

Decorridos 25 dias após a data da infecção, as fezes dos animais foram coletadas por dois 

dias consecutivos a partir das quais se realizava o exame de fezes pela técnica de 

McMaster. Uma vez positivas para ovos de ancilostomídeos nas fezes foram misturadas em 

vermiculita e incubadas em estufa de câmara úmida5% de CO2, 26 °C durante 7 dias. Após 

o período de incubação, foi realizada a técnica de Baermann Moraes modificado (Barcante 

et al., 2003) para recuperação das larvas infectantes (L3) que então eram utilizadas para 

novas infecções. 

 

 

  



 

4.13 Produção de antígenos: excretados/secretados de vermes adulto (Es) e extrato 

bruto de verme adulto (Br) 

 Para a produção de antígenos Es e Br, os hamsters foram anestesiados utilizando-se 

cetamina 225mg/Kg e xilazina 30mg/Kg após 28 dias após a data da infecção. 

 Inicialmente, para a produção de antígenos Es, os vermes recuperados da mucosa 

intestinal dos animais, foram depositados em placa de Petri contendo solução salina 

tamponada com fosfato de sódio 0,015M, pH 7,4 (PBS), em seguida, os parasitos foram 

lavados por mais duas vezes também em PBS e outras duas vezes com meio RPMI (Sigma-

Aldrich, EUA) com a finalidade de remover ao máximo os contaminantes presentes. Após 

as lavagens aproximadamente 100 vermes adultos foram transferidos para tubos cônicos de 

polipropileno com capacidade para 15mL (Falcon 2074, BD Biosciences, EUA) contendo 

4,0mL de meio RPMI (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com 3%  de antibiótico 

(penincilina/estreptomicina) (Cultilab). Em seguida, os tubos foram colocados em cultura 

em câmara úmida contendo5% CO2, 37°C por um período de 96 horas. A cada 24 horas, o 

sobrenadante contendo os produtos excretados/secretados foram retirados e congelados a -

80˚C e os 4mL de meio RPMI suplementado repostos. Após o período total de incubação, 

todos os sobrenadantes foram agrupados em tubos cônicos de polipropileno com 

capacidade para 50mL (Falcon 2074, BD Biosciences, EUA), concentrados em alta 

centrifugação em tubos Centricon 10kDa (Millipore, EUA) e filtrados em filtro de seringa 

estéril 0,22µm. Uma vez estéreis os produtos Es foram armazenados a - 80°C até sua 

utilização nas culturas de monócitos. 

 Os vermes remanescentes da preparação do antígeno excretado/secretado (Es) foram 

utilizados para obtenção do extrato bruto (Br). Para tanto, inicialmente foi feita a 

maceração mecânica dos vermes em solução PBS com auxílio do macerador de tecidos 



 

(Tissue Grinder, Fisher Scientific, EUA) e em seguida, intensificada pelo uso de um 

sonicador a 40 Wats. O extrato bruto foi mantido sob resfriamento durante o processo que 

constou de 3 ciclos de 1 minuto em sonicação e 30 segundo em repouso. Em seguida o 

extrato bruto foi centrifugado por 3 minutos a 400g e 20°C. O sobrenadante foi coletado em 

outro tubo cônico de polipropileno com capacidade para 50mL e o sedimento descartado e 

os sobrenadantes armazenados a -80°C até sua utilização na cultura de monócitos. 

 A quantidade de antígenos para as duas preparações Es e Br foi dosada 

anteriormente ao seu uso em cultura de células,  através do kit comercial BCA (Pierce, 

EUA) e realizado conforme as instruções do fabricante. 

 

4.14 Cultura de monócitos do sangue periférico na presença e ausência de antígenos 

Es e Br 

Após a obtenção dos monócitos por seleção negativa com microesferas magnéticas 

anti-CD14 (tópico 4.11), as células foram centrifugadas a 400g, 4°C por 10 minutos. Em 

seguida o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em meio RPMI 

suplementado com 5% soro humano (Sigma-Aldrich), 1,6% de L-glutamina (Invitrogen) e 

3,0% de antibiótico penicilina/estreptomicina (Cultilab), contadas em câmara 

hemocitométrica de Neubauer e  ajustadas para a concentração desejada (2,0 x 10
5
 células/ 

200µL).  

Os monócitos purificados foram então transferidos para placa de cultura de células 

de 48 poços da seguinte forma: para cada um dos indivíduos foi plaqueado 3 poços 

contendo cada um deles 2,0 x 10
5
 células (200µL de suspensão celular). No primeiro poço 

denominado cultura controle (CC) foi adicionado apenas meio RPMI suplementado 

(300µL). Ao segundo e ao terceiro poço foram adicionados 5µg/100µL dos antígenos Es e 



 

Br respectivamente além de 200µL de RPMI suplementado, de forma que cada poço 

atingiu um volume final de 500µL. Posteriormente os tubos foram incubados em estufa de 

câmara úmida contendo 5% de CO2 a 37°C por 48 horas.  

Decorridas as 48 horas, os monócitos foram removidos da placa e transferidos para  

tubos de poliestireno de 5mL (Falcon, BD Biosciences, EUA) para avaliação 

imunofenotípica de acordo com o tópico 4.8 deste capítulo 

 

4.15 Análise dos dados 

  Para análise estatística dos dados gerados neste trabalho foi utlizado o software 

GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc, EUA). Para verificar se os dados eram paramétricos ou 

não-paramétricos foi utilizado os testes Kolmogorov-Smirnov e o de Shapiro-Wilk. Em 

seguida para comparação entre dois grupos em que os dados foram considerados não-

paramétricos foi utilizada o teste Mann-Witnney e para os testes entre dois grupos que 

foram considerados paramétricos foi utilizado Teste. Somente para os dados de cultura de 

monócitos foi utilizado o teste de Wilcoxon para os dados não-paramétricos e Teste T 

pareado para os dados paramétricos uma vez que se tratava de comparações da mesma 

amostra em diferentes tempos experimentais. 

  Para verificação da presença de outliers nos dados foi utilizado o teste de 

Grubb. As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas como p<0,05 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Resultados 



 

5.1- Avaliação do perfil de monócitos do sangue periférico de indivíduos não infectados 

(grupo NI) e de pacientes monoinfectados por N.  americanus (grupo INF) 

 

Diante da necessidade de compreender o papel dos monócitos na ancilostomíase 

humana, neste estudo, nos propomos a avaliar o perfil de ativação dessas células em 

indivíduos infectados por ancilostomídeos uma vez que essas células podem estar 

envolvidas nos demais mecanismos de imunoregulação já previamente identificados. 

 Foi realizado o leucograma nas amostras de sangue periférico dos indivíduos do 

grupo de indivíduos não infectados (grupo NI) e de indivíduos infectados por 

ancilostomídeos (grupo INF), residentes em áreas endêmicas para N. americanus. A análise 

dos dados mostrou diferença significativa do número de monócitos/mm
3
 (Fig. 5) no grupo 

INF (493,5+158,0) em relação ao grupo NI (124,0+96,4) com p < 0,001. 
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Fig.5: Perfil hematológico de monócitos do sangue periférico de indivíduos não infectados (NI   

n=13) e de indivíduos monoinfectados por N. americanus (INF n=19). Os resultados estão 

expressos pela mediana do valor absoluto de monócitos/mm
3 

(barras) e pela dispersão dos 

valores individuais (círculos). A diferença estatística entre os grupos está representada pelo 

valor p 



 

5.2- Análise da produção das citocinas IL-10 e IL-12 em monócitos de indivíduos não 

infectados (grupo NI) e de indivíduos monoinfectados por N.  americanus (grupo INF) 

 

Embora muitos estudos acerca dos perfis de ativação de monócitos e macrófagos em 

infecções parasitárias extracelulares evidenciem a polarização para o fenótipo alternativo, 

para o caso da ancilostomíase humana, a presença de um perfil de ativação clássica não 

pode ser descartado uma vez que se observa a presença de resposta imune do tipo mista, 

com produção significativa de citocinas tanto da reposta Th1 quanto da resposta Th2. 

Sendo assim, com intuito de direcionar o estudo de ativação em monócitos, avaliamos 

imunofenotipicamente por citometria de fluxo, em células mononucleares do sangue 

periférico (PBMCs), as populações positivas para a molécula CD14
+ 

e, através de marcação 

intracelular, a expressão das citocinas IL-12 e IL-10, mediadores com papel chave na 

determinação do fenótipo de monócitos. 

Foi realizada uma avaliação comparativa entre a produção de IL-10 e IL-12 em 

monócitos (células CD14
+
) nos grupos NI e INF e, posteriormente, uma análise com base 

na razão entre células CD14
+
IL-10

+
 e células CD14

+
IL-12

+
 nos grupos NI e INF. Os 

resultados mostraram que, tanto no grupo NI quanto no grupo INF, a produção de IL-10 é 

significativamente maior que a produção de IL-12 (p<0,001) (Fig. 6A e 6B). Porém, ao 

avaliarmos a proporção entre a produção dessas citocinas nos dois grupos avaliados, 

observamos que indivíduos infectados (INF) apresentaram frequência significativamente 

maior (p<0,001) de células CD14
+
IL-10

+ 
em relação ao número de células CD14

+
IL-12

+ 

(10,78+7,77) quando comparados aos indivíduos controles (grupo NI, 4,01+1,46) (Fig. 

6C). Essa abordagem foi realizada considerando o valor absoluto de monócitos/mm
3
 para 

as moléculas avaliadas. 
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Fig.6: Expressão das citocinas IL-10 e IL-12 em monócitos (CD14
+
) do sangue periférico de 

indivíduos não infectados (NI n=17) (A), de indivíduos monoinfectados por N. americanus 

(INF n=17) (B) e razão da expressão das citocinas IL-10 e IL-12 entre indivíduos NI e INF (C). 

Os resultados estão expressos pela média do valor absoluto de monócitos por mm
3
(barras) e 

pela dispersão dos valores individuais (círculos). A diferença estatística entre os grupos estão 

representadas pelo valor de p.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5.3- Análise da expressão de IL-4 em PBMCs de indivíduos não infectados (grupo NI) e 

de indivíduos monoinfectados por N.  americanus (grupo INF) 

 

A partir dos dados obtidos que mostram que monócitos de indivíduos infectados por 

ancilostomídeos possuem um perfil de produção de citocinas predominantemente regulador 

(IL-10) em relação ao perfil pró-inflamatório (IL-12) e, portanto, eliminam a hipótese de 

ativação por via clássica (caracterizada por um perfil oposto de produção dessas citocinas), 

o próximo passo foi avaliar a expressão de IL-4 em PBMCs, uma vez que esta citocina 

presente em quantidades significativas no meio é capaz de induzir a ativação para a via 

alternativa (reparo tecidual). A avaliação dos níveis de expressão do gene de IL-4 não 

mostrou diferença significativa entre indivíduos infectados e indivíduos controles 

(p=1,000) (Fig.7). 
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Fig.7: Análise da expressão de IL-4 em PBMCs de indivíduos não infectados (NI n=5) e de 

indivíduos monoinfectados por N. americanus (INF n=9). Os resultados estão expressos pela 

mediana da quantidade relativa (Rq) (barras) de moléculas alvo para cada molécula do controle 

endógeno (GAPDH) e pela dispersão dos valores individuais (círculos). 



 

5.4- Análise imunofenotípica da expressão de moléculas relacionadas ao fenótipo de 

ativação “não clássico” em monócitos de indivíduos não infectados (grupo NI) e de 

indivíduos monoinfectados por N.  americanus (grupo INF) 

 

A observação de uma elevada produção de IL-10 em monócitos infectados por 

ancilostomídeos associado a um perfil semelhante de expressão de IL-4 em PBMCs de 

indivíduos infectados e controles sugere que monócitos de indivíduos do grupo INF 

possuem um fenótipo predominantemente regulador. Entretanto, a hipótese da polarização 

para ativação alternativa (reparo tecidual) de monócitos nesses indivíduos, não pode ser 

desconsiderada. 

  Nesse sentido, foram avaliados imunofenotipicamente, por citometria de fluxo, 

alguns marcadores associados aos fenótipos alternativamente ativado e regulador de 

monócitos. Para tanto, optamos por utilizar como marcador da população de monócitos o 

receptor de manose (CD206) uma vez que esta molécula além de ser expressa 

constitutivamente apenas por monócitos e macrófagos e em alguns casos especiais em 

células dendríticas, possui níveis de expressão diferenciados nas duas subpopulações de 

fenótipos “não clássicos” (alternativamente ativado e regulador). 

 A avaliação do nível de expressão da proteína de superfície CD206 foi feita através 

da análise semi-quantitativa por intensidade média de fluorescência (MFI) em PBMCs de 

indivíduos do grupo NI (3,054+0,01) e do grupo INF (3,053+0,04). Os resultados não 

mostraram diferenças estatisticamente significativas (p=0,958) entre os grupos avaliados 

(Fig. 8A). 

Avaliamos também a frequência de células positivas para a molécula de superfície 

CD206 que também eram positivas para a citocina IL-10 (CD206
+
IL-10

+
). Esta abordagem 

teve como objetivo reforçar os dados que mostram que na ancilostomíase humana 



 

monócitos são fonte de citocinas reguladoras. Os resultados mostraram que indivíduos do 

grupo INF apresentaram frequência significativamente maior (p=0,002) de células 

CD206
+
IL-10

+
 (13,46+10,63) quando comparados aos indivíduos do grupo NI (4,77+5,97). 

Essa abordagem foi realizada considerando o valor absoluto de monócitos/mm
3
 para as 

moléculas avaliadas (Fig. 8B). 

Além disso, foi também avaliado em monócitos duplamente positivos para as 

moléculas CD206 e IL-10 (CD206
+
IL-10) aqueles que também eram positivos para o 

receptor de IgE de baixa afinidade FcγRII ou CD23 (CD206
+
CD23

+
IL-10. Essa análise teve 

o intuito de verificar a presença de moléculas relacionadas à ativação celular bem como a 

produção de mediadores inflamatórios que poderiam auxiliar na determinação do fenótipo 

de ativação predominante na ancilostomíase humana. Os dados dessa análise mostraram 

que indivíduos do grupo INF apresentam frequência significativamente maior (p<0,001) de 

células CD206
+
CD23

+
IL-10

+ 
(6,07+4,75) quando comparados aos indivíduos do grupo NI 

(0,48+0,51). Essa abordagem foi realizada considerando o valor absoluto de 

monócitos/mm
3
 para as moléculas avaliadas (Fig. 8C). 
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Fig.8: Avaliação da expressão de (A) CD206, (B) CD206
+
IL-10

+
, (C) CD206

+
CD23

+
IL-10

+
 em 

PBMCs de indivíduos não infectados (NI (A) n=17, (B) n= 13, (C), n=11) e de indivíduos 

monoinfectados por N. americanus (INF (A) n=18, (B) n= 16, (C) n=12). Os resultados estão 

expressos pela média do valor absoluto de monócitos por mm
3
(barras) e pela dispersão dos 

valores indivíduais (círculos). A diferença estatística entre os grupos está representada pelo valor 

de p.  



 

5.5- Análise da expressão de genes relacionados aos fenótipos regulador (iNOS) e 

alternativamente ativado (Arg-1) em PBMCs do sangue periférico de indivíduos não 

infectados (grupo NI) e de indivíduos monoinfectados por N.  americanus (grupo INF) 

 

Uma vez demonstrado a presença de marcadores que indicam que indivíduos 

infectados por ancilostomídeos possuem monócitos com fenótipo regulador e objetivando 

aumentar a veracidade dos dados obtidos, optamos por avaliar também a expressão de 

genes que estão expressos diferentemente em monócitos ativados alternativamente (reparo 

tecidual) e monócitos reguladores. Para este fim, avaliamos a expressão dos genes que 

codificam para arginase-1 (Arg-1) e óxido nitrico sintase induzível (iNOS), enzimas que 

participam metabolismo da L-arginina. 

A avaliação do gene da Arg-1, enzima associada ao reparo de danos teciduais e 

altamente expresso em monócitos ativados alternativamente, não mostrou diferença 

significativa entre os grupos avaliados (p=0,602) (Fig. 9A). Interessantemente, quando 

avaliamos a expressão do gene da iNOS, enzima relacionada ao perfil regulatório em 

monócitos, verificou-se que indivíduos do grupo INF apresentam uma maior expressão 

desse gene quando comparado ao grupo NI (p=0,022) (Fig. 9B). 
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Fig.9: Análise da expressão de Arg-1 (A) e iNOS (B) em PBMCs de indivíduos não infectados 

(NI (A) n=7 (B) n=6) e de indivíduos monoinfectados por N. americanus (INF (A) n=13 (B) 

n=10). Os resultados estão expressos pela mediana da quantidade relativa (Rq) (barras) de 

moléculas alvo para cada molécula do controle endógeno (GAPDH) e pela dispersão dos valores 

individuais (círculos). 

 

 

 

 



 

5.6- Análise imunofenotípica da expressão de moléculas relacionadas aos fenótipos de 

ativação “não clássico” em monócitos de indivíduos não infectados (grupo NI) após 

estimulação com antígeno excretado/secretado e antígeno bruto de A. ceylanicum 

 

  Para se avaliar a capacidade dos antígenos de A. ceylanicum em promover 

mudanças associadas ao fenótipo regulador em monócitos de indivíduos não infectados por 

ancilostomídeos, foram realizadas, após purificação das células em coluna magnética, 

culturas de monócitos com duração de 48 horas, na presença e na ausência dos antígenos Es 

e Br do parasito, na concentração de 100µg/mL para ambos. Após o término do período de 

cultura, foi feita análise imunofenotípica das células por citometria de fluxo. 

A avaliação de células duplamente positivas para as moléculas CD206 e IL-10 

(CD206
+
IL-10

+
) bem como de células triplamente positivas para as moléculas CD206, 

CD23 e IL-10 (CD206
+
CD23

+
IL-10

+
) não evidenciaram diferenças estatisticamente 

significativas entre culturas estimuladas com antígenos do parasito (Es e Br) e culturas 

controles (CC) (Fig. 10A,B,C). Essa abordagem foi realizada considerando o valor 

percentual de células para as moléculas avaliadas.  
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Fig.10: Avaliação da expressão de CD206
+
IL-10

+ 
(A,B) e CD206

+
CD23

+
IL-10

+ 
(C,D) em  

cultura de monócitos de indivíduos não infectados (NI) estimulados (EST) com antígenos 

excretado/secretado do parasito (Es n=9), antígeno bruto (Br n=9) e em culturas controles (CC 

n=9). Os resultados estão expressos por percentual de células positivas para as moléculas 

avaliadas.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Discussão 



 

Inúmeros são os trabalhos voltados para caracterização bioquímica e funcional das 

três diferentes populações de macrófagos. Estes estudos buscam identificar diferenças na 

produção de citocinas e quimiocinas (Martinez et al., 2008; Mantovani et al., 2004), no 

metabolismo da arginina (Edwards et al., 2006) e do ferro (Cairo et al., 2011), nos níveis de 

glutationa (Murata et al., 2002), em receptores de superfície celular (Geissmann et al., 

2003; Gordon e Martinez, 2010; Mantovani et al., 2002), entre outras moléculas. 

Neste trabalho foram avaliados parâmetros fenotípicos e moleculares de monócitos 

circulantes de indivíduos infectados por ancilostomídeos com objetivo de investigar o perfil 

de ativação dessas células na ancilostomíase humana. Foi também avaliado a expressão de 

alguns genes em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) desses pacientes 

bem como a capacidade de antígenos de A. ceylanicum em induzir, em células de 

indivíduos não infectados, fenótipo similar ao observado nos pacientes infectados. 

Inicialmente foi feita uma avaliação do perfil de monócitos no sangue periférico de 

indivíduos infectados e não infectados por ancilostomídeos e foi observado aumento do 

número de células/mm
3
 em pacientes do grupo INF quando comparados aos indivíduos do 

grupo NI (Fig.5), dados semelhantes aos obtidos por Gazzinelli-Guimarães et al. (2013). 

Alterações hematológicas como esta podem ser observadas em uma grande variedade de 

processos patológicos como, por exemplo, na tuberculose (Singh et al., 2001), artrite 

reumatóide (Kojo et al., 2001; Dalbeth e Callan, 2002), endocardite bacteriana (Daland et 

al., 1956) entre outras. Porém, em infecções parasitárias, o aumento do número de 

monócitos é comumente observado em infecções por protozoários, como na malária 

(Akhtar et al., 2012), toxoplasmose (Sklenar at al., 1986) e nas leishmanioses (Kawakami 

et al., 1996). 



 

 Devido à grande variedade de funções exercidas pelos monócitos, a observação do 

aumento do número absoluto dessas células no sangue periférico de indivíduos infectados, 

por si só não é capaz de fornecer informações sobre seu papel no contexto da 

ancilostomíase. Entretanto, sabe-se que uma elevada frequência dessa população pode 

indicar aumento da reatividade dessas células associada, provavelmente, à uma constante 

estimulação promovida pela infecção de caráter crônico. Nesse sentido, o presente trabalho 

buscou contribuir para ampliação do entendimento da participação e função destas células 

na infecção por ancilostomídeos. 

 Diversos estudos apresentados na literatura que abordam o perfil de produção de 

citocinas nas diferentes vias de polarização de monócitos e macrófagos mostram que a 

proporção entre a produção de IL-12 e IL-10 é determinante na identificação do fenótipo de 

ativação de macrófagos (Anderson e Mosser, 2002; Mantovani et al., 2004; Mantovani et 

al., 2007; Martinez et al., 2008 Mosser e Edwards, 2008; Biswas e Mantovani, 2010; 

Fleming e Mosser, 2011). Nesse sentido, ao avaliarmos a expressão dessas citocinas em 

células CD14
+ 

(monócitos) observamos que tanto indivíduos do grupo NI quanto do grupo 

INF apresentam níveis elevados da citocina IL-10 quando comparados aos níveis de 

expressão de IL-12 (Fig. 6A e B). Entretanto, ao avaliarmos a razão da produção dessas 

citocinas em monócitos (CD14
+
IL-10

+
/CD14

+
IL-12

+
) nos grupos avaliados, foi constatado 

que indivíduos infectados por ancilostomídeos apresentam um perfil de produção de IL-10 

superior ao de IL-12 quando comparados aos indivíduos do grupo NI (Fig. 6C). 

A utilização do perfil de expressão dessas citocinas como indicadores de 

polarização de macrófagos baseia-se no fato de que os mediadores envolvidos na ativação 

dessas células induzem diferentes programas de sinalização intracelular que levarão a 

transcrição de genes que estão associados aos diferentes fenótipos de macrófagos. Nesse 



 

sentido, a ativação de macrófagos via IFN promove, pela ativação dos fatores de 

transcrição NF-κβ (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), AP-1 

(activator protein 1), IRF3 (Interferon regulatory factor 3) e STAT1 ( Signal Transducers 

and Activators of Transcription 1 ), a transcrição de genes associados ao fenótipo clássico 

como, por exemplo, de  IL-12p40 (Biswas e Mantovani, 2010). Por outro lado, a ativação 

de macrófagos envolvendo imunocomplexos irá promover, por ativação de ERK 

(extracellular-signal-regulated kinase), a produção de IL-10, caracterizando um perfil de 

ativação oposto ao perfil clássico (Fleming e Mosser, 2011). Vale ressaltar que, uma 

elevada produção de IL-10 é capaz de inibir a ativação de TLR4, receptores que ao se 

ligarem a lipopolissacarídeos (LPS) são também capazes de induzir a transcrição de genes 

associados ao fenótipo clássico de ativação (Biswas e Mantovani, 2010).  

A via de ativação alternativa, vinculada a função de reparo tecidual, é promovida 

por estímulos provenientes da resposta Th2, em particular, em resposta a ligação das 

citocinas IL-4 e IL-13 em seus receptores na superfície de monócitos. Uma vez ativado por 

essa via, monócitos e macrófagos, através de sinais de transcrição via STAT6 (Signal 

Transducers and Activators of Transcription 6), tem sua capacidade de pinocitose e 

endocitose aumentadas, inibição da produção de óxido nítrico com consequente aumento da 

atividade da arginase, aumento expressão de MHC-II e outros mediadores de remodelação 

tecidual (Martinez et al., 2009).  

No presente estudo, a avaliação do nível de expressão do gene que codifica IL-4 em 

PBMCs não mostrou diferenças significativas entre os grupos avaliados (Fig. 7). Assim, o 

fato de células de indivíduos dos dois grupos apresentaram expressão similar do gene em 

questão, sugere a inexistência de ambiente favorável para polarização alternativa de 

monócitos nos indivíduos infectados por ancilostomídeos. 

http://en.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
http://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein
http://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein
http://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein
http://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein


 

Os dados até então obtidos sugerem que a população de monócitos envolvida na 

infecção por ancilostomídeos são os monócitos reguladores, uma vez que, observa-se 

elevada proporção da produção de IL-10 em relação a produção de IL-12 associado a 

constatação de níveis similares de expressão de IL-4 aos observados no grupo controle 

(NI).  

Nesse sentido, foram avaliados também o nível de expressão dos genes que 

codificam para arginase-1 (Arg-1) e óxido nítrico sintase indizível (iNOS), enzimas 

envolvidas no metabolismo da arginina. Os resultados mostraram que não há diferença na 

expressão de Arg-1 entre indivíduos do grupo INF e do grupo NI. Macrófagos ativados 

alternativadamente (reparo tecidual) expressam elevados níveis de Arg-1, que confere a 

essas células grande potencial em converter arginina em poliaminas e hidroxiprolina, 

contribuindo diretamente para síntese de matriz extracelular (Hesse et al., 2001).  Por outro 

lado, interessantemente, observou-se um aumento na expressão de iNOS no grupo INF em 

relação ao grupo NI. Edwards et al., (2006) mostrou que macrófagos regulatórios gerados 

in vitro eram capazes, assim como os macrófagos ativados por via clássica, de produzir 

óxido nítrico (NO), evidenciando que essas células podem manter alguma capacidade em 

limitar infecções intracelulares, apesar do fato de que esse não é seu papel fisiológico 

primário (Fleming e Mosser, 2011).  

Para identificação do perfil de ativação em monócitos, marcadores de superfície 

celular também são utilizados, dentre eles o receptor de manose (MR). O MR é um receptor 

ligante de carboidratos, expresso em determinadas populações de monócitos, macrófagos, 

em células dentríticas inflamatórias de tecidos linfóides e no endotélio não vascular. O MR 

(CD206) está em constante trânsito entre membrana plasmática e compartimento 

endossomal (Gazi e Pomares, 2009). O processo de ativação celular tem importante efeito 



 

sobre a expressão desses receptores na superfície celular uma vez que o aumento da sua 

expressão está associado ao aumento do número de ligantes. Dentre funções já descritas 

para este receptor estão a remoção de moléculas endógenas, promoção de apresentação 

antigênica, modulação de ativação celular e internalização de colágeno (Pomares, 2012) In 

vitro, o tratamento com IL-4 e IL-13 induz aumento da expressão dos níveis de CD206 

enquanto que o tratamento com INF-γ e LPS tem efeito negativo na expressão dos mesmos 

(Taylor et al., 2005). Em humanos e camundongos, MR é considerado um indicador 

altamente confiável de ativação alternativa (reparo tecidual).  

Diante do exposto avaliamos a expressão de células CD206
+
 em PBMCs de 

indivíduos infectados e não infectados por ancilostomídeos. A observação de que os dois 

grupos estudados apresentaram níveis similares (Fig. 8A) de expressão de MR e de IL-4, 

citocina envolvida no desencadeamento da transcrição do gene que codifica para este 

receptor (Stein et al., 1992), reforça a hipótese de que a população de monócitos 

predominantemente envolvida na infecção por ancilostomídeos são os monócitos 

imunorregulatórios. Além disso, a expressão de CD206 em PBMCs foi avaliada 

concomitantemente com a marcação intracitoplasmáticas de IL-10, de forma a determinar 

possível corroboração com os dados observados em células CD14
+ 

(Fig. 8A e B e Fig. 6B e 

C).  

Conjuntamente com os ensaios imunfenotípicos para avaliação de células CD206
+
 e 

CD206
+
IL-10

+ 
foi realizado a avaliação da expressão do receptor de IgE de baixa afinidade 

(FcγRII), o CD23. Nossos dados evidenciaram um aumento de monócitos produtores de IL-

10 apresentando o receptor CD23 (CD206
+
CD23

+
IL-10

+
) em indivíduos do grupo INF 

quando comparados aos indivíduos do grupo NI (Fig. 8C). O receptor de IgE de baixa 

afinidade (CD23 ou FcγRII) é uma molécula expressa na superfície de monócitos, 



 

neutrófilos eosinófilos e células B que participa da regulação da síntese de IgE através da 

clivagem  proteolítica dessa molécula com consequente liberação de sua forma solúvel 

(CD23s) no plasma que promove mecanismos de feedback negativo (Pritchard, 1997). 

Além disso, o CD23 está envolvido nos processos de ativação celular e citotoxicidade. A 

ligação de IgE ao CD23 aumenta a capacidade de apresentação antigênica das células e 

resulta em produção e liberação de NO (Vouldoukis et al., 1995), nesse sentido, o bloqueio 

deste receptor tem sido utilizado como alvo terapêutico para o tratamento de doenças 

autoimunes (Acharya et al., 2010).  

Diante disso e de dados da literatura que indicam que indivíduos infectados por 

ancilostomídeos produzem elevados níveis de IgE (Loukas e Prociv, 2001; Fujiwara et al., 

2006), podemos sugerir que o aumento da expressão de CD23 em monócitos de indivíduos 

infectados por ancilostomídeos pode estar associada a elevada expressão de iNOS (Fig. 9B) 

observada no presente trabalho e que, o aumento de CD23, pode indicar que essas células 

possuem boa capacidade de apresentação antigênica. Vale ressaltar que, por outro lado, 

macrófagos ativados alternativamente (reparo tecidual) apresentam propriedades opostas, 

com baixa expressão de iNOS e ausência da capacidade de apresentação antigênica 

(Fleming e Mosser, 2011). 

Uma vez definido o perfil regulador em monócitos na ancilostomíase humana, nos 

questionamos se antígenos do parasito eram capazes de induzir o perfil imunofenotípico 

observado nos indivíduos infectados de área endêmica. Assim, monócitos purificados a 

partir de células de indivíduos não infectados, foram colocados em cultivo na presença de 

antígenos excretados/secretados e bruto de A. ceylanicum. As análises imunofenotípicas dos 

marcadores CD206, CD23 e IL-0 não evidenciaram indução de fenótipo similar ao 

observado em indivíduos infectados por N. americanus com aumento da expressão de IL-



 

10 e do receptor CD23. Esses resultados nos alertaram para hipóteses que podem estar 

associados a indução do fenotípico regulador em monócitos. Uma dessas hipóteses é de que 

a exposição única dos monócitos aos antígenos do parasito não promovem alterações na 

expressão das moléculas em questão (CD206, CD23 e IL-10) uma vez que as condições 

estabelecidas in vitro não refletem as condições de área endêmica em que os indivíduos são 

constantemente expostos e estimulados pelo parasito. Além disso, os componentes do 

antígeno talvez não possuam a complexidade de mediadores necessários para desencadear 

esse tipo de polarização, indicando assim a importância da presença de outras células e 

mediadores imunes no microambiente.  

Os resultados desse trabalho auxiliam na compreensão da interação entre os 

mecanismos imunomodulatórios envolvidos na infecção por ancilostomídeos que permitem 

a sobrevivência prolongada do parasito no organismo do hospedeiro. Entre os mecanismos 

já propostos, a observação de uma elevada frequência de células T reguladoras (Ricci et al., 

2011) podem atuar como fonte de TGF-β e IL-10 promovendo um ambiente favorável para 

o desenvolvimento de monócitos reguladores (Tiemessen et al., 2007; Mosser e Edwards, 

2008), uma vez que essas citocinas são importantes estímulos para esta via de polarização. 

A observação de altos níveis séricos de imunoglobulinas, principalmente IgG4 e IgE 

secretadas por linfócitos B (Palmer e Bundy, 1995) contribuem para a formação de 

imunocomplexos que podem se ligar a receptores (FcγR) na superfície de monócitos e 

promover a transcrição de genes associados ao fenótipo regulador (Biswas e Mantovani, 

2010). Estudos já demonstraram que células apoptóticas são importantes moduladoras da 

função de macrófagos (Voll et al., 1997; Erwig e Henson, 2007) e interessantemente, 

Gazzinelli-Guimarães et al., (2013) mostrou que antígenos de ancilostomídeos possuem 

potencial efeito citotóxico e pró-apoptótico em linfócitos T CD4
+
, T CD8

+ 
e linfócitos B em 



 

indivíduos infectados por N. americanus. Além de ser um importante mecanismo de evasão 

da resposta imune desenvolvido pelo parasito, a indução de apoptose em células do 

hospedeiro contribui duplamente para a modulação do sistema imune uma vez que também 

fornece sinais para indução da formação de monócitos reguladores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. Conclusão 



 

Após a realização deste trabalho, podemos concluir que indivíduos naturalmente 

infectados por ancilostomídeos apresentam uma elevada freqüência de monócitos 

circulantes e que essas células apresentam perfil predominantemente regulador, 

participando principalmente como fonte de IL-10. Dessa forma, essa população, 

conjuntamente como os demais mecanismos de evasão e regulação já descritos para a 

ancilostomíase humana, pode contribuir para a sobrevivência prolongada do parasito no 

organismo do hospedeiro através da modulação da resposta imune. 
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