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RESUMO 

 

A partir da segunda metade do século XX, doenças inflamatórias do intestino (DII), 

como doença de Crohn e colite ulcerativa, tiveram um grande aumento de prevalência 

na população da América do Norte e na Europa que coincide com melhorias nas 

condições médicas e de higiene. Estudos indicam que múltiplos fatores possam atuar no 

estabelecimento e evolução das DII, culminando na indução de uma resposta imune 

inapropriada a antígenos intestinais com subsequente estabelecimento da inflamação 

intestinal. Estudos epidemiológicos e infecções experimentais indicam que a resposta 

imune induzida por helmintos parasitos pode reduzir a gravidade de doenças 

inflamatórias intestinais. Entretanto, os mecanismos que atuam na modulação da 

inflamação intestinal ainda não estão totalmente esclarecidos, sendo verificadas 

diferenças relacionadas com a espécie de helminto estudada e com a fase da infecção. 

No presente estudo foi avaliado o efeito da infecção aguda por Strongyloides 

venezuelensis na evolução clínica da colite ulcerativa induzida por Sulfato de Sódio 

Dextrano (DSS). Para tanto, camundongos BALB/c infectados ou não por S. 

venezuelensis foram tratados oralmente com solução aquosa de 4% de DSS durante 

7dias. Durante o tratamento com DSS, animais dos diferentes grupos experimentais 

foram comparativamente avaliados com relação à intensidade dos sinais clínicos 

relacionados com a gravidade da colite e da inflamação intestinal. Os dados mostram 

que a infecção aguda por S. venezuelensis foi capaz de reduzir significativamente o 

escore clínico da colite induzida pelo tratamento com DSS. A melhora clínica dos 

animais infectados e tratados com DSS foi acompanhada por reversão do encurtamento 

do colón e redução das lesões macroscópicas na mucosa do intestino grosso. Também 

foi verificado que camundongos infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS 

apresentaram inicialmente uma redução significativa da concentração de IL-4, INF-γ e 

IL-17 no homogenato do intestino grosso e com a manutenção do tratamento com DSS 

houve aumento de IL-4 e IL-10 em relação aos animais somente tratados. A infecção 

por S. venezuelensis também resultou em redução significativa da atividade de EPO e 

MPO e reversão da depleção de células caliciformes e produção de muco observada no 

colón de camundongos somente tratados com DSS. Nossos dados demonstram que a 

infecção aguda por S. venezuelensis modula a evolução da colite ulcerativa induzida por 

DSS em camundongos. Este efeito é possivelmente mediado por um balanço na 

produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, resultando em menor 

recrutamento e ativação de granulócitos no cólon. 

 

Palavras-chave: Colite ulcerativa induzida por DSS, Strongyloides venezuelensis, 

imunomodulação. 
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ABSTRACT 

 

Inflammatory bowel diseases (IBD), such as Crohn's disease and ulcerative colitis, 

showed increasing prevalence among North American and European population that 

was associated with better medical and hygiene conditions. Currently, IBD affect 

millions of people worldwide. The etiology of these inflammatory diseases is not fully 

understood; however, studies indicate that several factors can act in the induction of an 

inappropriate immune response to intestinal antigens with subsequent establishment of 

the intestinal inflammation. Epidemiological studies and experimental evidences 

indicate that the immune response induced by helminth parasites can reduce the severity 

of inflammatory bowel disease. However, the mechanisms that operate in the 

modulation of inflammatory bowel disease are not fully understood, and mechanistic 

differences among the studies would be related to different helminth species and stage 

of infection. In the present study we evaluated the effect of Strongyloides venezuelensis 

acute infection on the clinical course of ulcerative colitis induced by dextran sulfate 

sodium (DSS). S. venezuelensis infected or not infected BALB/c mice were treated 

orally with 4% DSS aqueous solution during 7 days. During the treatment with DSS, 

animals of the different experimental groups were comparatively evaluated for the 

clinical signs related to the severity of colitis and intestinal inflammation. The data 

showed that the acute infection with S. venezuelensis was able to significantly reduce 

the clinical score of colitis induced by DSS treatment. Clinical improvement of animals 

infected and treated with DSS was followed by reversal of the colon shortening and 

reduction of macroscopic lesions in large intestine. It was also shown that mice 

previously infected by S. venezuelensis and treated with DSS initially showed an initial 

reduction of IL-4, INF-γ and IL-17 and later increasing in IL-4 and IL-10 concentration 

in the colon homogenate as compared to animals treated only. Infection with S. 

venezuelensis also resulted in significant reduction eosinophil and neutrophil activation, 

but goblet cells and mucus production in colon mucosa was preserved in this 

experimental group. Our data demonstrate that S. venezuelensisa cute infection 

modulates DSS-induced ulcerative colitis in mice. This effect is possibly mediated by 

initial suppression of pro-inflammatory cytokines local production and granulocyte 

migration and subsequent increase of anti-inflammatory cytokines in colon. 

 

Keywords: Ulcerative colitis DSS-induced, Strongyloides venezuelensis, 

immunomodulation. 
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1- INTRODUÇÃO 
 

Infecções por nematódeos intestinais são altamente prevalentes em humanos e 

em animais, especialmente em criações intensivas. Na população humana, estudos 

estimam que aproximadamente um quarto da população mundial possa estar infectado 

por nematódeos parasitos intestinais, sendo que a maioria das pessoas infectadas vive 

em países em desenvolvimento localizados em regiões tropicais e subtropicais (Chan 

1997; Khan & Collins 2004; Stepek et al. 2006; Hotez et al. 2008). A infecção crônica 

por estes nematódeos, especialmente em crianças expostas a altas cargas parasitárias, 

pode acarretar diversos problemas de saúde, por diferentes mecanismos, que em muitos 

casos resultam em deficiência no desenvolvimento físico e cognitivo do indivíduo 

(Stephenson et al. 2000).  

Entre as infecções humanas produzidas pelos nematódeos parasitos destaca-se a 

estrongiloidose produzida por Strongyloides stercoralis (S. stercoralis). A 

estrongiloidose é uma doença emergente e negligenciada, e sua prevalência vem 

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

O aumento da estrongiloidose tem sido associado principalmente à elevada prevalência 

da infecção por S. stercoralis em imigrantes ou viajantes frequentes e em pacientes com 

deficiências imunes (Puthiyakunnon et al. 2014). Em áreas endêmicas, o hospedeiro 

inicialmente se infecta através da penetração percutânea de larvas filarióides do 

parasito, que migram através da circulação sanguínea, passando pelos pulmões até 

atingirem o intestino delgado, onde os vermes completam seu desenvolvimento até a 

fase adulta. Os vermes intestinais são exclusivamente fêmeas que formam seus ovos por 

partenogênese, que são eliminados no intestino delgado, onde as larvas rabditoides se 

formam e eclodem (Schad et al. 1989; Yamada et al. 1991; Genta et al 2005). A maioria 

das larvas rabditoides é eliminada para o ambiente com as fezes do hospedeiro, mas 

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

mucosa do intestino grosso e reto, levando ao processo de autoinfecção, responsável 

pelas infecções crônicas de longa duração em humanos (Grove & Northern 1989; 

Siddiqui & Berk 2001). Strongyloides venezuelensis é um nematódeo de roedores, 

amplamente utilizado como modelo experimental da estrongiloidose. Esta espécie 

também penetra pela pele do roedor, migra pelo pulmão e estabelece na mucosa do 

intestino delgado. Entretanto, diferente do observado em S. stercolaris, na infecção por 

S. venezuelensis em camundongos, os vermes intestinais são espontaneamente 
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eliminados ainda na fase aguda da infecção, entre 12 e 14 dpi (dias após infecção),não 

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

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

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

hospedeiro uma resposta imunológica de perfil Th-2, com produção de citocinas do 

tipo-2 resultando em aumento de ativação de eosinófilos e mastócitos, níveis de IgE e 

IgG4, macrófagos alternativamente ativados e produção de muco pelas células 

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

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

revisto por Anthony et al. 2007; Jenkins& Allen 2009). Em infecções helmínticas 

também tem sido caracterizado a indução de células T-regulatória (T-reg), as quais 

exercem um papel de controle da resposta imune, favorecendo a sobrevivência dos 

vermes e a cronificação da infecção (Wilson et al 2005; Maizels et al 2009; Grainger et 

al 2010). Evidências epidemiológicas e experimentais indicam que a resposta imune 

induzida por helmintos parasitos, onde ocorre predomínio da resposta do tipo 2 

modificada por uma forte resposta modulatória, pode alterar a evolução de outros 

processos inflamatórios a que o hospedeiro esteja sujeito, entre os quais doenças 

crônicas auto-imunes e alérgicas (Wilson & Maizel 2004). 

Um grupo importante de doenças imunes que impactam a saúde pública são as 

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

que são doenças inflamatórias crônicas e recidivantes do trato gastrointestinal, e 

acometem principalmente pessoas jovens residentes em países desenvolvidos (revisto 

por Xavier & Podolsky 2007; Ponder & Long 2013). Múltiplos fatores são 

determinantes no estabelecimento e evolução das DII, sendo verificada que a interação 

de fatores genéticos, ambientais e imunológicos pode levar à resposta imune exacerbada 

à microbiota intestinal característica destas doenças (Podolsky et al. 2002; revisto por 

Geremia et al 2014). A partir da segunda metade do século XX, as DII se tornaram 

muito comuns na Europa e na América do Norte, enquanto que as taxas de infecções 

provocadas por helmintos declinaram rapidamente em residentes destas regiões, em 

consequência da melhoria das condições sanitárias e ambientais, revelando uma relação 

inversa entre a prevalência de DII e a frequência da infecção por helmintos (Elliott 

2000; Weinstock & Elliott 2009). Uma possível justificativa para a diferença da 

incidência e prevalência de DII entre as nações desenvolvidas e em desenvolvimento 

começou a ser testada com a “Hipótese da Higiene”, que foi inicialmente postulada por 
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Strachan a mais de 20 anos atrás, e relaciona o aumento da alergia e doenças 

autoimunes com a falta de exposição a agentes infecciosos na primeira infância 

(Strachan 1989).  

Corroborando com os dados epidemiológicos, estudos clínicos e com modelos 

experimentais demonstraram que a exposição aos helmintos ou produto dos mesmos, 

como Heligmosomoides polygyrus, Hymenolepis diminuta, Trichinella spiralis, 

Trichuris suis, Schistosoma mansoni, Ancylostoma caninum, A. ceylanicum, 

Echinococcus granulosus podem prevenir ou melhorar os sinais clínicos da colite 

ulcerativa (Elliott et al. 2000, 2004 e 2008; Reardon et al. 2001; Khan et al. 2002; 

Summers et al. 2003; Smith et al. 2007; Ruyssers et al. 2009; Cançado et al. 2011; 

Soufli et al. 2015). Entretanto, os mecanismos envolvidos nessa proteção não estão 

totalmente esclarecidos, e as vias imunológicas envolvidas nesse processo foram 

diferentes nos variados modelos de indução da colite e espécies de helmintos. Além 

disso, os dados experimentais também indicam que não são todas as infecções 

helmínticas que são capazes de produzir modulação da colite ulcerativa. Neste sentido, 

Wang et al. (2010) relataram que a infecção por H. diminuta levou ao agravamento da 

colite ulcerativa induzida por oxazolona. 

A maioria desses trabalhos utilizou helmintos que podem levar a infecções 

crônicas em seus hospedeiros e sugerem que a indução da resposta imune regulatória 

seja essencial para o controle do processo inflamatório. Diante disso, esse trabalho 

visou investigar o papel da infecção por S. venezuelensis na modulação da colite 

experimentalmente induzida por DSS em camundongos BALB/c, bem como as 

alterações imunológicas e histopatológicas envolvidas nesse mecanismo. 
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2- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 – Aspectos do desenvolvimento de espécies de Strongyloides 

 

O gênero Strongyloides pertence à Classe Secernentea, Ordem Rhabiditida e família 

Strongyloididae (Adamsom, 1987). Entretanto, estudos filogenéticos baseados na análise 

de genes da subunidade do RNA ribossomal de mais de 300 espécies de nematódeos 

propõem nova classificação do filo Nematoda, sendo o gênero Strongyloides agora 

incluído na Classe Chromadorea, Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem 

Panagrolaimomorpha, Superfamília Strongyloidoidea e Família Strongyloididae (Blaxter 

et al. 1998). Dentre as 52 espécies descritas no gênero Strongyloides, duas foram 

naturalmente encontradas parasitando o intestino delgado de seres humanos: S. 

stercoralis e S. fuelleborni. A espécie S. fuelleborni é um parasito de primatas não 

humanos, porém ele tem sido responsável pela infecção de humanos em algumas áreas 

da África e Papua Nova Guiné, Zambia, Filipinas, Rhodesia e Peru (Siddiqui & Berk 

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

pela quase totalidade dos casos de infecção humana. Estima-se que 30 – 100 milhões de 

pessoas no mundo estejam infectadas por S. stercoralis (Genta et al. 2005, Siddiqui & 

Berk 2001). Em áreas endêmicas, onde o contato com fezes humanas contendo larvas 

deste nematódeo e as condições climáticas são favoráveis ao seu desenvolvimento, 

como ocorre em partes da África Ocidental, Caribe, Sudesteda Ásia, regiões tropicais do 

Brasil, Camboja e algumas regiões da Espanha, a prevalência da infecção pode chegar a 

50% (Glinz et al. 2010, revisto por Puthiyakunnon et al. 2014). No Brasil, entre os anos 

de 1990 e 2009 a prevalência média da estrongiloidose foi estimada em 5,5%, porém a 

distribuição do nematódeo não é uniforme entre as regiões brasileiras, sendo sua 

prevalência de 5,3% na região Norte, 7,9% no nordeste, 6,6% no Centro-Oeste, 3,9% no 

Sudeste e 4,0% na região Sul. Estas taxas de prevalência são consideradas como 

subestimadas devido à dificuldade de diagnóstico (revisto por Paula & Costa-Cruz 

2011). 

As espécies do gênero Strongyloides apresentam em seu ciclo biológico alternância 

de gerações de vida livre e vida parasitaria, sendo que larvas rabditóides de primeiro 

estádio (L1) presentes no ambiente, em condições ideais de umidade e temperatura, 

podem sofrer quatro mudas formando machos e fêmeas, que se reproduzem dando 

origem a novas gerações de vida livre e/ou larvas infectantes que, após penetrarem no 

hospedeiro vertebrado, completam seu desenvolvimento. Este tipo de desenvolvimento 



18 

 

é denominado de ciclo heterogônico ou indireto (Yamada et al. 1991; Viney & Lok 

2007). Alternativamente, o desenvolvimento destes parasitos pode se processar de 

maneira direta (ciclo homogônico), no qual as larvas L1 evoluem para larvas filarioides 

de terceiro estádio (L3) infectantes, que penetram ativamente na pele ou mucosa e 

alcançam a circulação sanguínea do hospedeiro, com o auxílio de proteases que são 

secretadas pelo parasito (Mckerrow et al. 1990). As larvas filarioides oriundas do 

desenvolvimento direto ou indireto são morfologicamente semelhantes. Estudos 

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

larvas provenientes da reprodução sexuada se desenvolvem em L3 infectante que precisa 

infectar um hospedeiro suscetível para completar seu desenvolvimento pelo ciclo 

indireto (Schad et al. 1989; Yamada et al. 1991). Entretanto, algumas espécies do 

gênero Strongyloides, como S. fuelleborni, podem apresentar várias gerações de vida 

livre em condições laboratoriais, mas ainda não se sabe se o mesmo ocorre na natureza 

(Streit 2008).  

Os mecanismos responsáveis pela determinação do tipo de desenvolvimento entre as 

espécies do gênero Strongyloides não estão completamente descritos. Estudos iniciais 

realizados por Graham (1938) sugeriram que o tipo de desenvolvimento (direto ou 

indireto) era influenciado por diferenças inerentes as cepas de S. ratti. Posteriormente, 

Chang e Graham (1957) estudando a espécie S. papillosus relatam diferenças no número 

de cromossomos nos diferentes estágios evolutivos e sugeriram que as fêmeas 

partenogenéticas seriam triplóides (3n), e ao se reproduzir gerariam três tipos de larvas 

rabditóides, uma triplóide (3n) que desenvolveriam em larvas filarióides infectantes; 

larvas diploides (2n) que evoluiriam para fêmeas de vida livre; e larvas haploides (n) 

que dariam machos de vida livre. Entretanto, a diferença de ploidia não foi confirmada 

em estudos posteriores com S ratti, onde foi mostrado que todas as formas evolutivas do 

ciclo de vida de Strongyloides são dipliodes (Harvey & Viney 2001). 

Estudos subsequentes demonstraram que fatores ambientais, como temperatura e 

disponibilidade de nutrientes, são decisivos na determinação do ciclo de vida livre. O 

grau de diluição das fezes e a temperatura da coprocultura foram determinantes para 

evolução de S. stercoralis em larvas filarióides infectantes ou fêmeas de vida livre, mas 

não influenciaram no surgimento de machos de vida livre, sugerindo que a 

determinação do sexo ocorre no ovo enquanto que fatores ambientais influenciam na 

determinação da vida parasitária ou livre das fêmeas (Shiwaku et al. 1988). Berezhnaia 

et al.(1991) relataram que cepas de algumas espécies de S. stercoralis provenientes de 
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regiões tropicais desenvolvem predominantemente pelo ciclo indireto, e de regiões 

temperadas pela forma direta, principalmente em temperaturas mais baixas. A 

importância da temperatura na determinação do ciclo de vida livre foi confirmada por 

Viney (1996), que verificou que larvas de S. ratti se desenvolvem preferencialmente em 

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

temperatura do hospedeiro que a liberou. Estudos posteriores mostraram que todas as 

formas evolutivas de S. ratti são diplóides e que a determinação sexual é genética; 

sendo verificado que as fêmeas apresentam seis cromossomos, dos quais 2 

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

recebem apenas um dos cromossomos sexuais (2n=5, X0) (Harvey & Viney 2001).É 

provável que a diferenciação entre fêmeas de vida livre aconteça devido à diferenciação 

na expressão gênica, que pode ser influenciada pela resposta imune do hospedeiro, 

disponibilidade de nutrientes e temperatura ambiental, entre outros fatores (Viney, 

1999). Corroborando com essa hipótese Viney e Lok (2007) mostraram que larvas de S. 

ratti provenientes de fêmeas paternogenéticas que parasitam hospedeiro com resposta 

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

que fêmeas parasitas.  

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

ou indireto infectam seu hospedeiro por penetração ativa. Após a penetração no 

hospedeiro humano, S. stercoralis migrada pele para os pulmões, preferencialmente 

através da corrente sanguínea e/ou linfática, e ascende à árvore brônquica e em seguida 

são deglutidas e então atingem o intestino delgado (Grove 1996; Genta 2005; Viney & 

Lok 2007). Semelhante ao S. stercoralis, as larvas L3 de S. Venezuelensis penetram pela 

pele de ratos ou camundongos -hospedeiros naturais- e migram, pela musculatura e 

tecidos subcutâneos ou circulação, até atingir os pulmões (Hasegawa et al. 1988; 

Negrão-Corrêa 1990). Quarenta e oito horas pós-infecção é encontrado o maior número 

de larvas no pulmão, o que causa intensa hemorragia neste órgão. Em seguida, essas 

larvas deixam o órgão, gradualmente, passando pela traqueia, esôfago e estômago até 

atingir o intestino delgado, se instalando na porção inicial do duodeno (Dawkins et al. 

1983; Negrão-Corrêa 1990, Takamure 1995). No intestino delgado, as larvas completam 

seu desenvolvimento atingindo o amadurecimento sexual, em que fêmeas 

partenogenéticas produzem ovos. No modelo murino, as fêmeas do nematódeo 

começam a produzir ovos após cinco dias de infecção, e ao 7º dia pós-infecção, 

encontramos maior quantidade de fêmeas adultas partenogenéticas na superfície mucosa 
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do intestino delgado, onde invadem o espaço intercelular das células epiteliais e se 

movem ativamente entre elas, deixando túneis por onde migraram (Dawkins et al. 1983; 

Negrão-Corrêa 1990; Takamure 1995). As fêmeas de Strongyloides não penetram na 

lamina própria através da membrana basal, sugerindo que os vermes se movem para 

dentro e para fora da camada epitelial repetidamente durante o curso da infecção 

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

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

mais de 50% dos vermes já foram eliminados do intestino delgado, ocorrendo autocura 

entre 12 e 14 dias em camundongos (Sato & Toma 1990) e em ratos após 30 – 45 dias 

(Baek et al. 2003). Dessa forma a estrongiloidose em modelo murino é uma infecção 

aguda que não evolui para uma fase crônica. 

No caso de S. stercoralis, larvas L1 eclodem dos ovos eliminados pelas fêmeas 

ainda no intestino delgado, sendo que o hospedeiro infectado elimina larvas do parasito 

nas fezes. No entanto, parte das L1 sofre muda e transforma em L3 ainda no intestino 

grosso, penetram na mucosa intestinal levando a autoinfecção interna (Grove & 

Northern 1989). Esse fenômeno de autoinfecção interna pode levar a uma hiperinfecção 

ou infecções persistentes que apresentam diferentes manifestações clínicas (Concha et 

al. 2005). 

  

2.1.2 – Aspectos patológicos e imunológicos 

 

Apesar de outros parasitos gastrintestinais possuírem maior prevalência mundial, 

a estrongiloidose mostra-se uma parasitose importante para a saúde pública devido à 

dificuldade de diagnóstico e de controle da infecção e pela cronicidade resultante do 

processo de autoinfecção que ocorre no ciclo de S. stercoralis (Liu & Weller 1993; Qu 

et al.2008). A evolução clínica da estrongiloidose é bastante variada em cada paciente 

infectado com S. stercoralis, sendo que a carga parasitária e a resposta imunológica do 

hospedeiro são fatores fundamentais nesse processo. Assim como na grande maioria das 

infecções produzidas por helmintos, em cerca de 50% dos indivíduos infectados a 

infecção evolui para uma parasitose crônica e assintomática de difícil diagnóstico 

(Concha et al. 2005; Olsen et al. 2009). A maioria dos pacientes sintomáticos apresenta 

uma série de sintomas cutâneos ou gastrintestinais pouco específicos (Siddiqui & Berk 

2003). O encontro de altos níveis de anticorpos específicos contra S. stercoralis no soro 

de habitantes de área endêmica também indica a possibilidade de casos humanos de 
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erradicação espontânea do parasito e proteção contra reinfecções (Genta 1986). Além de 

evidências de casos de erradicação espontânea da infecção, existem também os casos 

sintomáticos graves associados à hiperinfecção e/ou disseminação do parasito passível 

de ocorrer em pacientes imunossuprimidos, que podem evoluir para óbito do paciente 

(Bradley et al. 1978; Genta 1986; Siddiqui & Berk 2003; Concha et al. 2005). 

Na estrongiloidose aguda pode-se observar sintomas relacionados a migração 

das larvas, como urticária, irritação da pele e tosse; e alguns sintomas gastrointestinais 

como dores abdominais, náusea, anorexia, inchaço abdominal, prurido anal, alternância 

de períodos de constipação e diarreia. Pacientes infectados também podem apresentar 

má absorção de gordura e vitamina B12 e perda de peso (Siddiqui & Berk 2003; 

Vadlamudi et al. 2006; Ramanathan et al. 2008). Como as manifestações clínicas 

intestinais iniciais são parecidas com de outras doenças, é muito comum o diagnóstico 

não apontar para a estrongiloidose, e dessa forma não tratar a infecção, levando ao 

hospedeiro permanecer abrigando o parasito por meses ou anos, levando ao estado 

crônico da doença (Stephenson et al. 2000; Costa-Cruz 2003; Vadlamudi et al. 2006). 

No caso da estrongiloidose crônica, embora possa ser assintomática em 

indivíduos imunocompetentes, em 75% das pessoas leva ao aumento da eosinofilia 

periférica e dos níveis séricos de imunoglobulina-E (IgE) (Nutman et al 2007). 

Eventualmente pode resultar em manifestações atípicas, incluindo obstrução duodenal, 

lesões hepáticas, síndrome nefrótica e artrite (revisto por Ramanathan et al. 2008). 

Entretanto, um dos maiores problemas da estrongiloidose é a autoinfecção, que 

em pacientes com o sistema imune comprometido pode levar à hiperinfecção. É 

estimado que a síndrome da hiperinfecçao ocorra em 1,5 a 2,5% dos pacientes com 

estrongiloidose (Milder et al. 1981). Em alguns casos de hiperinfecção pode ocorrer 

disseminação das larvas para o fígado, pulmão, coração e sistema nervoso central 

(Siddiqui & Berk 2003). Como consequência da migração das larvas durante o processo 

de autoinfecção, o órgão extra intestinal mais acometido é o pulmão causando a 

síndrome de Loffler: cujos sinais clínicos incluem tosse, diminuição da taxa de 

respiração, chiado e intenso infiltrado pulmonar, podendo os pacientes apresentar asma 

bronquial, bronquite crônica e broncopneumonia (Concha et al. 2005). Pode ocorrer 

intensa dor de garganta, grande perda de peso e sintomas intestinais intensos devido a 

ulcerações e sangramento no intestino delgado causado pela perfuração das larvas 

(Keiser et al. 2004; Csermely et al. 2006). A maioria dos pacientes (83%-87%) com 
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estrongiloidose disseminada vai a óbito (Link et al. 1999). Nesses casos os níveis de 

eosinófilos podem ser normais ou até mesmo reduzidos (Keiser et al. 2004). 

O aumento da carga parasitária e a potencial ameaça de disseminação das larvas 

para todos os órgãos internos são frequentemente relatadas em indivíduos com função 

comprometida do sistema imune, que pode ser decorrente de uso continuado de drogas 

imunossupressoras, ou por infecções que afetem a resposta imune do hospedeiro, tais 

como a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) e infecção pelo Vírus 

Linfotrópico para Células T Humanas Tipo 1 (HTLV-1) (Grove 1996; Porto et al. 2002; 

Concha et al. 2005; Rogers et al, 2005;Vadlamudi et al. 2006). Nestes pacientes tem 

sido relatado um grande aumento da carga parasitária com disseminação das larvas 

infectantes do parasito pelo hospedeiro, sendo que nesses casos a infecção é fatal em até 

87% dos pacientes (Siddiqui & Berk 2003; Concha 2005). Há relatos, ainda, de 

transmissão de S. stercoralis por transplante de órgão (Bem-Yossef et al. 2005; Patel et 

al. 2007). 

Fica evidente que a evolução clínica da estrongiloidose humana está diretamente 

associada à capacidade do hospedeiro de montar uma resposta imunológica protetora. 

Por isso o estudo da relação parasito-hospedeiro é importante para a busca de 

alternativas de tratamentos e diagnóstico para essa helmintose. Como o S. stercoralis 

não completa seu ciclo em modelos experimentais, diversos estudos são feitos com 

utilizando a espécie S. venezuelenis. 

No modelo murino, a infecção por S. venezuelensis, assim como a maioria dos 

helmintos, induz no hospedeiro uma resposta imune do tipo 2, que é caracterizada pela 

produção das citocinas interleucina-4 (IL-4), IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, produzidas 

principalmente por células T que expressão o antígeno de superfície CD4 (Células Th2). 

Atualmente, tem sido demonstrado que a infecção por nematódeos pode induzir a 

produção destas citocinas por outras células associadas ao sistema imunológico, como 

células B, eosinófilos, macrófagos, mastócitos e basófilos, bem como outras citocinas 

como IL-21, IL-25 e IL-33 também podem contribuir para o desenvolvimento da 

resposta imune do tipo-2. A produção de citocinas do tipo-2 induz diferenciação, 

migração e ativação de eosinófilos para o sitio inflamatório, diferenciação de células 

caliciformes com aumento de produção de muco, mastocitose, diferenciação de 

macrófagos alternativamente ativados e aumento de níveis séricos de IgE e IgG1 

(Finkelman et al. 1997; Finkelman et al. 2004; Patel et al. 2009, revisto por Anthony et 

al.2007). As citocinas do tipo-2 também agem diretamente em células epiteliais 
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intestinais e na musculatura resultando em alterações fisiológicas e funcionais do órgão 

(Jenkins & Allen 2009). Esse tipo de resposta é importante para mediar à eliminação e 

controle das infecções por nematódeos gastrintestinais. 

No caso específico da infecção por espécies do gênero Strongyloides, a associação 

da resposta Th2 com proteção tem sido verificada tanto na infecção humana como em 

modelos experimentais. Na estrongiloidose humana, pacientes co-infectados por HTLV-

1, vírus que promove uma alta produção de IFN-γ e desvio da resposta imune para o 

tipo Th1, apresentam aumento da carga parasitária e disseminação do nematódeo que 

coincide com a redução na produção de IL-4, IL-5, IL-13 e IgE, componentes 

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

al. 2002). A participação da resposta imune do tipo-2 no mecanismo de controle da 

infecção por nematódeos do gênero Strongyloides foi confirmada por estudos de 

infecção experimental utilizando S. venezuelensis em camundongos geneticamente 

deficientes no receptor de IL-4 e no fator de transcrição induzido por esta via (IL-4Rα
-/-

 

ou STAT6
-/-

), onde ficou demonstrado que animais deficientes no estabelecimento da 

resposta do tipo-2 tiveram um retardo no período de eliminação dos vermes quando 

comparado ao período de eliminação da infecção em camundongos selvagens (Sasaki et 

al. 2005; Negrão-Corrêa et al. 2006). Neste modelo experimental a produção de IL-4, 

mas não de IL-13 é essencial para eliminação dos vermes intestinais (Ferreira et al 

2010). 

Apesar da importância da resposta do tipo-2 no controle de nematódeos parasitos, na 

grande maioria dos pacientes infectados, os vermes têm uma sobrevivência prolongada 

e a infecção é assintomática. Evidências experimentais indicam que helmintos parasitos, 

além de induzir uma resposta Th-2, podem estimular células T com perfil regulatório 

(T-Regs), macrófagos com fenótipo de ativação alternativa e células TCD4+ que são 

elementos que participam de mecanismos de imunoregulação, principalmente através da 

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

níveis das moléculas co-estimulatórias GITR e CTLA-4, (revisto por Maizels et al. 

2004). A resposta imune detectada durante infecções por helmintos, que apresenta 

características efetoras do tipo 2associadas com mecanismos modulatórios, tem sido 

designada de resposta do tipo-2 modificada (Anthony et al. 2007). 

Além de afetar a sobrevivência do parasito, a indução de mecanismos moduladores 

pode influenciar a evolução de doenças inflamatórias crônicas originadas por uma 

resposta imunológica exacerbada, como no caso de doenças alérgicas e doenças 
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inflamatórias do intestino (DII). Este mecanismo tem sido utilizado como possível 

justificativa de estudos epidemiológicos que mostram que populações humanas expostas 

a infecções crônicas por helmintos apresentam uma baixa prevalência de doenças 

inflamatórias (Weinstock & Elliott, 2009). 

No caso específico de Strongyloides foi demonstrado que a infecção por S. 

venezuelenis foi capaz de inibir a hiperreatividade brônquica em modelo murino de 

asma alérgica (Negrão-Corrêa et al 2003). Apoiando esse papel regulatório desse 

helminto, foi visto que na co-infecção de S. venezuelenis e Micobacterium bovis ocorre 

o aumento da suscetibilidade do hospedeiro a ambos parasitos, que foi associado ao 

aumento da expressão de moléculas regulatórias CTLA-4 e IL-10 e supressão de IL-17 

(Carmo et al. 2009; Dias et al.2011). Mais recentemente foi demonstrado que a infecção 

prévia por esse parasito preveniu a diabetes do tipo I, experimentalmente induzida em 

camundongos, e essa prevenção foi acompanhada do aumento de IL-5 e IL-10 

produzidas no baço (Peres et al. 2013). Em outro estudo, foi visto ainda uma relação 

inversa entre a infecção por S. stercoralis e diabetes do tipo II em população humana 

(Hays et al 2015). Entretanto, seu possível efeito sobre as DII ainda não foi estuda. 

 

2.2 – Doenças Inflamatórias do Intestino (DII) 

 

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

inflamação crônica do trato intestinal que é principalmente representada pela colite 

ulcerativa e doença de Crohn. As DII são caracterizadas por diarreia, dor abdominal, 

hemorragia, perda de peso e febre, apresenta recidivas frequentes, impactando 

negativamente a qualidade de vida dos pacientes (Shils et al. 2006; Motomura et al. 

2008). 

A doença de Crohn pode atingir qualquer parte do trato intestinal, mas 

geralmente as lesões ocorrem com maior frequência na mucosa do íleo, a inflamação 

pode estender-se da mucosa até a serosa. Microscopicamente é caracterizada pela 

agregação de macrófagos formando granulomas, geralmente sem necrose. Quando as 

lesões atingem o cólon, ocorre diarreia sem muco ou sangue, e é de difícil diagnóstico. 

Por outro lado, as lesões da colite ulcerativa atingem inicialmente o reto e estendem-se 

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

ulcerações que afetam a mucosa e submucosa, as quais podem causar um intenso 

infiltrado inflamatório e estresse oxidativo no cólon. Os sinais clínicos da colite 
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ulcerativa são mais intensos que a doença de Crohn, apresentando diarreia 

sanguinolenta e com muco, sendo seu diagnóstico mais fácil do que a doença de Crohn 

(Podolsky 2002; Danese & Fiocchi 2006; Xavier & Podolsky 2007; Lakatos & Lakatos 

2007). 

Estas doenças atingem preferencialmente pessoas jovens residentes em países 

desenvolvidos, apresentando alta prevalência na Europa e na América do Norte. Na 

América do norte a prevalência da colite ulcerativa chega a 249 casos por 100.000 

habitantes, e 319 casos por 100.000 habitantes para doença de Crohn. Na Europa essas 

prevalências são ainda maiores, sendo que para colite ulcerativa pode alcançar a 505 

casos por 100.000 habitantes, e para doença de Crohn, 322 casos por 100.000 

habitantes. Além da prevalência de DII ser alta nessas áreas, a sua incidência anual tem 

aumentado, podendo atingir a 19,2 novos casos de colite ulcerativa por 100.000 

habitantes e 20,2 para doença de Crohn na América do Norte. Na Europa essas 

incidências anuais chegam a 24,3 novos casos de colite ulcerativa por 100.000 

habitantes e 12,7 novos casos de doença de Crohn (Molodecky et al. 2012). Ainda não 

há estudos epidemiológicos sobre a prevalência e incidência dessas doenças no Brasil. 

A etiologia das DII ainda é pouco conhecida, mas a hipótese mais aceita é de 

que seja resultado de uma resposta imune inapropriada e descontrolada desenvolvida 

pelo individuo contra antígenos da microbiota intraluminal, sendo fortemente 

influenciada por fatores genéticos e/ou ambientais (Weinstock & Elliott 2009).A 

influência genética nas DII pode ser corroborada pela alta taxa de concordância em 

gêmeos idênticos - 50 % para doença de Crohn e 10% para colite ulcerativa. Somando-

se a isso entre 15 e 30 % dos pacientes tem histórico dessas doenças intestinais na 

família (Halfvarson et al. 2003; Loftus 2004; Leonel 2012). Diversos fatores ambientais 

também foram associados as DII, entre os quais tabagismo, dieta, drogas e stress 

(Danese et al 2004). 

Além do impacto direto das lesões intestinais, as DII são doenças cujo controle 

do processo inflamatório depende de uso prolongado de corticoides ou 

imunossupressores de largo espectro, que afetam significativamente a qualidade de vida 

e a produtividade do paciente (Motomura et al., 2008). Recentemente, muitos estudos 

estão sendo realizados com o intuito de aumentar e melhorar o arsenal terapêutico para 

DII, sendo testado tratamento neutralizante de TNF e de moléculas anti-integrina 

(Danese et al 2015). Entretanto, as alternativas terapêuticas não funcionam em todos os 

casos e para escolha terapêutica mais adequada ou mesmo desenvolver novas estratégias 
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faz-se necessário conhecer os mecanismos imunológicos envolvidos na evolução dessas 

doenças. 

Os aspectos imunológicos envolvidos na evolução destas patologias são mais 

bem caracterizados para doença de Crohn, onde a evolução da lesão tem sido associada 

à produção aumentada de citocinas Th-1, como INF-γ, TNF-α e IL-2, e de citocinas Th-

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

Fuss et al. 1996; revisto por Xu et al. 2014). Já para colite ulcerativa a literatura é 

contraditória; inicialmente a colite ulcerativa foi associada à resposta Th-2, uma vez que 

pacientes com colite ulcerativa apresentam níveis aumentados de IL-5 e IL-13, porém a 

concentração de IL-4, citocina característica da resposta do tipo Th-2,não se encontra 

aumentada nos pacientes com colite ulcerativa (Fuss et al. 2004, revisto por Xu et al. 

2014). Dados obtidos em modelos murino de colite demonstram que a resposta do tipo 

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

IL-6 e TNF-α, também participa da gênese dessa patologia (Weinstock& Elliott, 2009).  

As citocinas regulatórias, como IL-10 e TGF-β, ajudam a manter a homeostase 

imune do intestino, suprimindo assim a produção de citocinas pró-inflamatórias por 

células da imunidade inata (Elliott et al. 2008). Camundongos deficientes na produção 

de IL-10 ou TGF-β, ou tratados com anti-IL-10 ou anti- TGF-β, desenvolvem colite 

mais grave (Kuhn et al. 1993; Fahlen et al. 2005), e os animais deficientes na produção 

do fator de transcrição Foxp3, via de sinalização envolvida na diferenciação de células 

Treg, tem predisposição a desenvolver colite fatal (Liu et al. 2006; Chaudry et al. 

2011). Em contrapartida, infecções por helmintos, que induzem a produção de citocinas 

regulatórias, apresentam redução dos sinais clínicos da colite ulcerativa (revisto por 

Whelan et al. 2012). 

Dada a gravidade da doença, a dificuldade de tratamento, o restrito 

conhecimento sobre as DII e a dificuldade de estudo em humanos faz-se necessário a 

padronização de modelos experimentais que permitam conhecer melhor a gênese da 

colite ulcerativa. Entre os modelos experimentais mais utilizados estão o tratamento 

intra-retal com ácido di- ou tri-nitrobenzeno sulfônico (DNBS, TNBS), responsável 

pelo rompimento da camada epitelial do cólon e indução de um processo inflamatório 

caracterizado por estimulação de células Th-1/Th-17, dependente de IL-12/23 e TNF-α 

e da ativação de macrófagos (revisto por Whelan et al. 2012). Camundongos deficientes 

na produção de IL-10 (IL-10
-
/
-
) desenvolvem espontaneamente colite ulcerativa, por 

isso também são utilizados no estudo experimental dessa doença. É importante salientar 
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que a colite observada em camundongos IL-10 
-/-

 não se desenvolve se os camundongos 

forem mantidos em condições germ-free. Nesse modelo, a inflamação se estabelece com 

a participação de células Th-1/Th-17, sendo verificado que o bloqueio de IL-12 e/ou a 

co-transferência de células T-reg inibe o desenvolvimento da colite nesses 

camundongos (revisto por Whelan et al. 2012). Outro modelo experimental que tem 

sido muito estudado é a indução da colite ulcerativa pelo tratamento com Sulfato de 

Sódio Dextrano (DSS) em água. A ingestão de DSS (Peso Molecular = 

aproximadamente 40 kDa) lesa o epitélio da mucosa do cólon permitindo a translocação 

de bactérias e indução de processo inflamatório. A inflamação intestinal induzida por 

DSS ativa a resposta Th-1, Th-17 e Th-2, sendo verificado a participação de 

macrófagos, células dendríticas, neutrófilos e eosinófilos. O tratamento com antibiótico 

e bloqueio de IL-12/23 e TNF-α levam a melhora na inflamação do cólon nesse modelo 

(revisto por Whelan et al. 2012). A importância da microbiota na colite induzida pelo 

tratamento com DSS é controversa, sendo relatada que a colite foi mais branda em 

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

entretanto, camundongos C57Bl/6 “germ free” tratados por DSS desenvolveram colite 

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

do cólon (Maslowski et al. 2009).  

No presente trabalho, a colite ulcerativa foi induzida através do tratamento oral com 

DSS em camundongos BALB/c. A colite ulcerativa induzida por DSS assemelha-se 

patológica e imunologicamente à observada em humanos, causando hematoquezia, 

perda de peso corporal, retração do intestino, úlceras nas mucosas e infiltração de 

neutrófilos (Jurjus et al. 2003), sendo a região distal do cólon a mais acometida (Yan et 

al. 2009). Dieleman et al. (1998) demonstraram que a administração de DSS em 

camundongos Swiss-Webster resulta em colite aguda, seguida de lenta regeneração do 

epitélio do cólon e estabelecimento de inflamação crônica da mucosa e aumento focal 

de INF-γ e IL-4. A colite induzida por DSS não possui um perfil típico Th1/Th-17 e sua 

cronicidade se deve a uma ativação imune na qual atuam citocinas de perfil Th1 e Th2. 

Na colite ulcerativa induzida pelo tratamento com DSS ocorre infiltração/ativação de 

neutrófilos e macrófagos, acúmulo de células T e B e aumento da permeabilidade trans-

mucosa no cólon (Yan et al. 2009; Hall et al. 2011). Os eosinófilos também são 

importantes no processo inflamatório do cólon, uma vez que foi visto que camundongos 

deficientes para a maturação de eosinófilos desenvolvem colite menos grave quando 

tratados com DSS que os camundongos selvagens (Vieira et al. 2009). 
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2.2.3 - Associação entre doenças inflamatórias crônicas e infecção por helmintos 

 

A partir de 1940 estudos tem demonstrado que as taxas de infecções provocadas 

por helmintos declinaram rapidamente em países desenvolvidos (Elliot et al. 2008). Este 

decréscimo está diretamente relacionado com a disponibilidade de tratamento 

antiparasitário mais eficaz e com a melhoria das condições sanitárias nestes locais. 

Concomitantemente, constatou-se um acréscimo significativo na ocorrência de doenças 

imuno-mediadas como asma, esclerose múltipla, diabetes tipo 1 e doenças inflamatórias 

do intestino (DII). A verificação de uma associação entre baixa prevalência de infecções 

parasitárias com alta prevalência de doenças imuno-mediadas em países desenvolvidos 

levou a proposição da Teoria da Higiene, que sugere que a falta de exposição a agentes 

infecciosos na infância poderia influenciar o desenvolvimento do sistema imune, 

predispondo o desenvolvimento de doenças imuno-mediadas na fase adulta do 

indivíduo (Elliott et al. 2000; Weinstock & Elliott 2009; Ruyssers et al. 2009).  

Um estudo clínico apresentado por Summers et al. (2003) relatou que pacientes 

com doença de Crohn ou colite ulcerativa expostos a ovos de Trichuris suis por tempo 

prolongado apresentaram melhora dos sintomas da doença inflamatória, sugerindo a 

possibilidade de regular a inflamação exacerbada do intestino em humanos com 

infecção por helmintos. Estudos em modelos experimentais também demonstram que a 

exposição à Schistosoma mansoni, Trichinella spiralis, Hymenolepis diminuta ou 

Heligmosomoides polygyrus pode modular a colite do tipo-1 induzida pela 

administração de TNBS (revisto por Ruyssers et al. 2009). Entretanto, a modulação da 

doença inflamatória pela infecção por helminto não foi detectada em todos os modelos 

experimentais (Weinstock & Elliott 2009). 

Os mecanismos pelos quais helmintos parasitos gastrintestinais modulam DII e 

outras doenças inflamatórias crônicas ainda não são completamente conhecidos e parece 

variar em diferentes modelos experimentais. Em alguns desses modelos tem sido 

proposto que o aumento de IL-4 induzido pelo helminto modula a inflamação do tipo-1 

associada à colite. No modelo de colite ulcerativa induzida por TNBS existe evidências 

experimentais de que citocinas regulatórias, como IL-10 e TGF-β, induzidas pela 

presença do helminto possam participar na modulação da resposta inflamatória da 

colite. Por outro lado, vários trabalhos experimentais mostram que a melhora da 
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gravidade da colite ulcerativa induzida por TNBS ou DNBS pela co-infecção por 

helmintos ou por tratamento com antígenos dos mesmos foi acompanhada de aumento 

de citocinas Th-2 no cólon (Khan et al. 2002, Sutton et al. 2008, Motomura et al. 2008, 

Du et al. 2011). 

Também não foi experimentalmente confirmado que citocinas regulatórias sejam 

responsáveis na modulação induzida pela infecção por Schistosoma em animais com 

colite induzida por DSS (Weinstock & Elliott 2009). Produtos de Ancylostoma 

ceylanicum, Trichinella spiralis e antígenos da vesícula de cisto hidático de 

Echinococcus granulosus também foram capazes de melhorar os sinais clínicos da 

colite induzida pelo tratamento com DSS através da supressão de citocinas Th1 e Th17 

(Cançado et al. 2011; Yang et al 2014; Soufli et al. 2015). Entretanto, apenas no caso 

da infecção por T. spiralis, a redução da concentração de citocinas Th-1 e Th-17 

induzidas por DSS foram acompanhadas por aumento de citocinas T-reg, mas neste 

modelo experimental os autores não relatam diferenças nas citocinas Th-2 no cólon 

(Yang et al 2014). Estes dados mostram claramente a necessidade de maiores estudos 

que visem esclarecem os mecanismos envolvidos na modulação de DII por helmintos. 

Com base nestas informações, o presente trabalho visa verificar se a infecção de 

camundongos por S. venezuenlensis pode interferir na evolução da colite induzida por 

DSS. A espécie de nematódeo S. venezuelensis se estabelece na mucosa do intestino 

delgado de roedores e induz a produção local de citocinas do tipo 2, como IL-4, IL-5 e 

IL-13, bem como de citocinas regulatórias como IL-10, de maneira transitória. A 

cinética da resposta imunológica e sua participação no controle desta infecção têm sido 

amplamente estudadas em nosso laboratório, permitindo a associação desta infecção ao 

modelo de colite proposto.  A partir dos dados obtidos, espera-se contribuir para o 

esclarecimento de mecanismos induzidos por helmintos gastrintestinais envolvidos no 

controle de inflamação intestinal crônica, como colite e em demais doenças imuno-

mediadas de perfil semelhante, permitindo o desenvolvimento de alternativas 

terapêuticas mais seguras e eficazes para o tratamento desta doença.  
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3 – JUSTIFICATIVA 

Um dos maiores desafios para a clínica médica é tratar daquelas doenças em que 

não se sabe com exatidão a sua etiologia, como é o caso das Doenças Inflamatórias do 

Intestino (DII).  A doença de Crohn e a colite ulcerativa são as duas principais formas 

das DII, e apesar de serem doenças distintas, apresentam alguns sinais clínicos 

semelhantes (Danese & Fiocchi 2006). Os pacientes com DII sofrem com dores 

abdominais, diarreia, hemorragias, perda de peso e febre, e sua evolução é crônica. 

Apesar das novas medidas terapêuticas disponíveis, as opções de tratamento dependem 

basicamente do uso prolongado de glicocorticoides, imunossupressores e antibióticos, 

porém nem todos os pacientes respondem bem a esses tratamentos (Motomura et al. 

2008, revisto por Nielsen 2014). Desta forma, o melhor conhecimento da gênese destas 

doenças inflamatórias e a descoberta de novas alternativas terapêuticas são necessários. 

Dados epidemiológicos mostram que há uma correlação inversa entre a 

prevalência de DII e doenças parasitárias, principalmente as causadas por helmintos, 

sendo observado que a prevalência de DII é maior em países desenvolvidos em relação 

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

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

infecciosas observada em crianças de países desenvolvidos com o aumento da 

incidência de alergia (Strachan 1989, Elliott et al. 2000). As DII apresentam um perfil 

de resposta imunológica polarizada para Th-1/Th17 e em alguns casos também para Th-

2, enquanto a resposta induzida por helmintos gastrintestinais é de perfil Th-2 e T-reg. 

A maioria dos trabalhos experimentais sugerem que a exposição à infecções crônicas 

por helmintos parasitos possa modular o processo inflamatório observado em DII e 

consequentemente levar a uma melhora dos sinais clínicos (revisto por Whelan 2012). 

Entretanto, a maioria dos estudos realizados utilizou infecções crônicas provocadas por 

helmintos para a modulação da DII. Além disso, os mecanismos imunológicos 

associados à modulação da colite ulcerativa por helmintos foram variados nos estudos 

realizados.  

Strongyloides venezuelensis é um nematódeo de roedores, que se estabelece na 

mucosa do intestino delgado do hospedeiro induzindo uma resposta de perfil Th-2. Em 

camundongos ocorre auto cura entre 12dpi e 14dpi, o que a caracteriza como uma 

infecção aguda (Sato & Toma 1990; Negrão-Corrêa et al.1990 e 2004; Onah et al. 

2000). A curta duração do ciclo biológico desse nematódeo, sua fácil manutenção e 
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manipulação laboratorial, associado ao tipo de resposta imune por ele induzido, torna 

esse parasito promissor ao estudo do efeito modulatório promovido pelas infecções 

helmínticas na evolução da colite ulcerativa em modelo murino. 

Nossa hipótese é que a infecção S. venezuelensis, mesmo sendo um processo 

agudo, possa produzir alterações capazes de modular a gravidade da colite 

experimentalmente induzida pelo tratamento com DSS. Para tanto, avaliamos os sinais 

clínicos da colite ulcerativa e a inflamação tecidual induzida pelo tratamento com DSS 

em camundongos infectados ou não com S. venezulensis. Nossos dados confirmam que 

a infecção por S. venezuelensis foi capaz de modular a resposta pró-inflamatória 

induzida pelo tratamento por DSS, resultando em significante melhora clínica. 
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4 – OBJETIVOS 

 

4.1 – Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da infecção aguda por Strongyloides venezuelensis na evolução 

da colite experimentalmente induzida por Sulfato de Sódio Dextrano (DSS) em 

camundongos BALB/c. 

 

4.2 – Objetivos específicos 

 

1. Verificar o efeito do tratamento com DSS na carga parasitária e na cinética da 

infecção experimental por S. venezuelensis em camundongos BALB/c. 

 

2. Avaliar comparativamente a evolução e a gravidade dos sinais clínicos da colite 

ulcerativa em camundongos BALB/c apenas tratados com DSS e camundongos 

infectados por S. venezuelensis e tratados. 

 

3. Analisar comparativamente as alterações histopatológicas no intestino grosso de 

camundongos BALB/c apenas tratados com DSS e em camundongos previamente 

infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS. 

 

4. Analisar comparativamente a produção de citocinas e a infiltração celular no 

intestino grosso de camundongos BALB/c apenas tratados com DSS e em 

camundongos infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS. 

  



33 

 

5 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 –Animais Experimentais 

 

Camundongos BALB/c fêmeas, com 8 semanas de idade, foram fornecidas pelo 

Biotério Central da UFMG e mantidos no Biotério de Imunohelmintologia do 

Departamento de Parasitologia, ICB-UFMG, durante o período de experimentação. 

Neste período, os animais foram mantidos em “racks” ventiladas, alimentados com 

ração comercial para camundongos (Labina, Primor, Brasil) e tiveram acesso livre a 

água. Os experimentos aqui descritos foram previamente aprovados pelo Comitê de 

Ética Animal – UFMG protocolo Nº. 129/2011. 

 

5.2 - Infecção por Strongyloides venezuelensis 

 

O nematódeo S. venezuelensis foi isolado inicialmente de Rattusnorvegicus 

(Brener& Chaia 1967) e tem sido mantido no Departamento de Parasitologia, ICB-

UFMG, através de infecções sucessivas em ratos da linhagem Wistar. A infecção dos 

animais foi feita conforme descrito por Negrão-Corrêa et al. (2006). Resumidamente, as 

larvas filarióides infectantes (L3) de S. venezuelensis foram obtidas através da 

coprocultura de fezes de rato Wistar infectados. Após 48-72 de cultura, as larvas 

infectantes foram isoladas através da técnica de Baermann modificada por Morais 

(1948), filtradas e então lavadas em solução fisiológica (0,85% NaCl). Setecentas larvas 

L3 foram inoculadas subcutaneamente na região abdominal de cada camundongo dos 

diferentes grupos experimentais. Para isso o número de larvas em solução foi estimado 

sob microscópio estereoscópio e sua concentração foi ajustada para 700L3/200 µL de 

solução 0,85% NaCl. 

 

5.3 - Indução a colite 

 

A colite ulcerativa foi induzida por meio da ingestão de solução aquosa 

contendo 4% de Sulfato de Sódio Dextrano (DSS –TdBConsultancy, peso molecular de 
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40.000 dalton), administrada em água ad libitum, durante 7 dias consecutivamente 

(Cooper, 1993). Animais controle receberam somente a água.  

5.4 - Delineamento experimental 

 

Nesse estudo os animais foram divididos em quatro grupos experimentais com 

12 animais cada, exceto o grupo controle que continha 6 animais, conforme esquema da 

Fig 1A. O primeiro grupo foi designado de grupo controle, e os animais não foram 

infectados e receberam apenas água sem adição de DSS. O segundo grupo experimental, 

designado de grupo infectado, os camundongos foram infectados individualmente com 

700 L3 S. venezuelensis pela via subcutânea. No terceiro grupo experimental (DSS) os 

camundongos receberam água contendo 4 % de DSS por 7 dias consecutivos, entre o 5
0
 

e 12
0
 dia do início do procedimento experimental; e no quarto grupo experimental 

(infectado-DSS), os camundongos foram infectados subcutaneamente com 700 L3 de S. 

venezuelensis e, a partir do 5
0
 dia da infecção, receberam água contendo 4% de DSS. 

Durante o experimento, os camundongos dos diferentes grupos experimentais 

foram avaliados diariamente em relação ao peso corporal, aparência clínica e 

consistência das fezes, conforme detalhado a seguir. Metade dos animais dos grupos 

infectados e/ou tratados foram anestesiados e eutanasiados após 9 dias da infecção e 4 

dias de tratamento (9dpi/4dt) com DSS, e a outra metade dos animais foram 

anestesiados e eutanasiados ao final do tratamento com DSS para avaliação da carga 

parasitária e do processo inflamatório na mucosa do intestino grosso. Todos os 

camundongos do grupo controle foram eutanasiados no final do experimento (Fig. 1A). 

Para as necropsias os animais foram anestesiados via intraperitoneal com 

solução anestésica/analgésica (10 mg/kg xilazina e 80mg/kg de ketamina, ambas da 

marca Agener União Saúde Animal ), foi retirado o amostra de sangue do plexo 

braquial para obtenção de soro, o qual foi congelado a -20ºC para posterior análises. Em 

seguida esses animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O cólon de cada 

animal foi retirado e seu tamanho mensurado e em seguida foi aberto longitudinalmente 

para análise macroscópica da lesão da mucosa. A parte distal do cólon, região mais 

afetada pelo tratamento com DSS (Yan et al. 2009; Serpe et al. 2010), foi congelada a -

20ºC para posteriormente ser homogeneizada para a avaliação das atividades 

enzimáticas, Peroxidase de Eosinófilos (EPO) e Mieloperoxidase (MPO), e para 

quantificação de citocinas. A parte proximal do intestino delgado de cada animal dos 
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grupos infectado e infectado-DSS foram retiradas para recuperação de vermes adultos 

(Fig. 1B). 

Um experimento independente foi realizado para a avaliação histopatológica 

induzida pelos diferentes tratamentos no intestino grosso dos animais experimentais. 

Neste experimento, 5 camundongos de cada grupo experimental foram anestesiados e 

eutanasiados aos 12dpi/7dt e o intestino grosso de cada animal foi retirado, separado em 

metade distal e proximal, para então ser fixado em formalina 10% e processado para 

análise histológica. 

 

 

 

Figura 1: Delineamento experimental 1. 

Controle = animais não infectados com S. venezuelensis e não tratados com 4%DSS; Infectados = animais 

infectados por 700 larvas filarióides infectates (L3) de S. venezuelensis; DSS = animais não infectados e 

tratados com 4% DSS em água; e Infectado-DSS = animais infectados por 700 L3de S. venezuelensis e 

tratados com 4%DSS a partir de 5dpi. EPO = Peroxidase de Eosinófilos e MPO = Mieloperoxidase. A 

eutanásia foi realizada em dois períodos: aos 9 dias pós infecção (9dpi) que correspondem a 4 dias de 

tratamento (4dt) e, portanto, aos 9dpi/4dt, e aos 12dpi/7dt. 
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5.5 –Análise parasitológica 

 

A infecção por S. venezuelensis foi avaliada conforme rotineiramente realizada 

em nosso laboratório (Silveira et al. 2002; Negrão-Corrêa et al. 2004; Fernandes et 

al.2007). Para tanto, a metade anterior do intestino delgado dos animais infectados, aos 

9dpi e aos 12dpi, foi separada, aberta longitudinalmente e incubada em solução 

fisiológica (0,85 % NaCl) por 4h a 37ºC. Os vermes recuperados foram quantificados 

em microscópio estereoscópico. O número de ovos do parasito eliminados por 0,1 grama 

de fezes foi quantificado em fezes coletadas aos 7dpi, 9dpi e 12dpi, que foram pesadas, 

homogeneizadas em volume conhecido de formalina tamponada e contadas em 

microscópio óptico (Nikon E200). 

 

5.6–Análise clínica e macroscópica da colite ulcerativa induzida por DSS 

 

A gravidade da colite experimental induzida por 4% DSS foi estabelecida 

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

aspecto das fezes e sangramento retal. Uma pontuação clínica foi estimada de acordo 

com score proposto por Taylor et al. (2009) e detalhado na tabela 1. 

 

Tabela 1 

Alterações clínicas utilizadas para score clínico 

Características Pontuação 

1. Aparência geral 

Normal 0 

Ereção de pelo 2 

Pouca locomoção, aspecto doente 4 

2. Perda de peso 

<5% 1 

6% - 10% 2 

11% -20% 3 

> 20% 4 

3. Consistência das fezes  

Normal 0 

Pastosa ou semi-formada 2 

Líquida 4 

4. Sangramento retal 

Sem sangue 0 

Sangue visível no reto 1 

Sangue visível no pelo 2 
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Nos animais necropsiados aos 9dpi/4dt e aos 12dpi/7dt o cólon foi inteiramente 

retirado e seu tamanho foi medido com régua milimétrica, sendo o comprimento total 

do colón de cada animal experimental registrado em centímetros. 

Para análise macroscópica da lesão da mucosa, o cólon desses animais foi aberto 

longitudinalmente e analisados segundo Ilan et al. 2000, para determinar uma pontuação 

macroscópica da lesão, detalhada na tabela 2. 

 

Tabela 2 

Alterações macroscópicas da inflamação da mucosa 

Características Pontuação 

1. Aderências 

Normal 0 

Moderado 1 

Severo 3 

2. Pontos hemorrágicos 

Normal 0 

Moderado 1 

Severo 3 

 Normal 0 

3. Edema  Moderado 1 

  Severo 3 

4. Ulcerações 

Normal 0 

Moderado 1 

Severo 3 

 

 

5.7 - Análise histopatológica 

 

Aos 12dpi/7dt, aproximadamente 5 cm da metade proximal e distal do cólon de 

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

retirada dos detritos, a amostra de intestino grosso foi transferida para um papel de filtro 

com a superfície da mucosa voltada para cima e o tecido foi embebido em tampão 

fosfato (PBS - 13,7mM de NaCl, 0,27mM de KCl, 0,14mM de KH2SO4 e 0,43mM de 

Na2HPO4.7H2O) contendo 10% de formalina. O material foi enrolado em um palito de 

madeira e amarrado com uma linha formando um rolo, que foi então fixado em tampão 

fosfato contendo 10% de formalina, por 24 h. Em seguida as amostras de intestino 

fixadas foram lavadas por 3-4 h em água corrente e armazenada em álcool 70% até o 

processamento. Posteriormente, todo material foi desidratado em séries crescentes de 

álcool (70º GL a absoluto), clarificado em xilol e emblocados em parafina. O tecido foi 
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seccionado (5µm) e corado com Hematoxilina e Eosina (H & E) ou Ácido Periódico de 

Schiff (PAS). Os cortes histológicos do cólon proximal corados em HE foram analisados 

apenas de forma qualitativa. Para análise das alterações histológicas observadas na 

porção distal do colón, área onde o tratamento com DSS provocou alterações mais 

intensas e extensas, o material foi fotografado no aumento de 400X com câmara 

Olympus DP12 acoplada ao microscópico óptico Olympus BX41. As fotos foram 

obtidas de maneira aleatória, sendo fotografado um campo a cada cinco, com um 

mínimo de 15 campos por tratamento. As fotos foram codificadas e analisada sem 

conhecimento prévio do tratamento, seguindo os parâmetros descritos por McCaffert et 

al. (2000) detalhados na tabela 3. 

 

Tabela 3 

Score Microscópico 

Características Pontuação 

1. Destruição da arquitetura da mucosa 

Normal 0 

Leve 1 

Moderada 2 

Severa 3 

2. Infiltração celular 

Normal 0 

Leve 1 

Moderada 2 

Severa 3 

3. Presença de abscesso nas criptas 
Ausente 0 

Presente 1 

4. Espessamento da musculatura 

Normal 0 

Leve 1 

Moderado 2 

Severo 3 

 

Para analisar as células produtoras de muco nos cortes de colón dos diferentes 

tratamentos experimentais, as lâminas coradas com PAS também foram aleatoriamente 

fotografadas, sendo obtido uma foto a cada 2 campo e um mínimo de 30 fotos 

examinadas por tratamento. A produção de muco no tecido foi estimada utilizando-se o 

programa ImageJ de domínio público (http://imagej.nih.gov/ij/), que calcula a área 

corada em relação a área total examinada e os resultados foram expressos em 

porcentagem de muco presente na área total de tecido de cada fotomicrografia. 

 

http://imagej.nih.gov/ij/
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5.8-Infiltração Celular no Tecido 

 

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

indiretamente estimadas através da atividade enzimática em amostras de homogenato de 

cólon dos animais experimentais. Para eosinófilos, foi quantificada a atividade de 

peroxidase de eosinófilo (EPO), conforme padronização de Strath (1985) 

detalhadamente descrita com modificações por Silveira et al. (2002), e para neutrófilos 

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

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

parte distal do colón de cada animal foi homogeneizado em 1 ml de tampão PBS 

contendo 0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina de soro bovino e inibidores de 

proteases (0,01 mM de EDTA e 20 UI de aprotinina A) utilizando um homogeneizador 

de tecido (Power General 125; Fisher Scientific, Pittsburg, PA). O homogenato 

resultante foi centrifugado (10.000 rpm por 10 min. a 4°C) e o sobrenadante foi 

guardado a -70°C para posterior quantificação de citocinas, conforme detalhamento a 

seguir. As hemácias presentes no sedimento foram então lisadas através da adição de 

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

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

cloreto de sódio contendo 5 % de glicose, foram divididos em partes iguais para o ensaio 

de EPO e de MPO e então foram centrifugados (10.000 rpm por 10 min. a 4°C) e o 

sobrenadante foi descartado.  

Para quantificar a atividade de EPO, o material foi ressuspendido em PBS pH 7,4 

contendo 0,5 % de Brometo de Hexadeciltrimetilamônio (HTAB), homogeneizado e 

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

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

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

ensaio enzimático feito em placas de 96 poços (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, Inc. 

USA). Este ensaio constituiu da adição de 75 µl de cada amostra ou diluente (sem 

amostra) a 75 µl de solução de substrato (O-phenylenediamtnadihydrochloride, OPD - 

1,5 mM, em tampão Tris-HCI - 75 mM, pH 8 suplementado com H202 - 6,6 mM). Após 

30 minutos, a reação foi interrompida pela adição de 50µL de solução 1M de ácido 

sulfúrico (H2S04), sendo a intensidade colorimétrica estimada através da leitura da 

absorbância no leitor de ELlSA em comprimento de onda de 492nm.  

Para quantificar a atividade de MPO, o sedimento foi homogeneizado com 200 
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µL de solução contendo 0,1M de NaCl, 0,02M de Na3P04, e 0,015M de Na2EDTA pH 

4,7 e em seguida centrifugado (10.000 rpm por 10 min. A 4°C). O sobrenadante foi 

descartado, o sedimento foi ressuspendido em 800 µL de solução 0,05 M de Na3P04, 

pH 6,4 contendo 0,5% de HTAB. Após ser submetido a 3 ciclos de congelamento em 

nitrogênio líquido, para lise de vesículas, foi centrifugado (10.000 rpm por 15 min. a 

4°C) e o sobrenadante utilizado em método colorimétrico para atividade de 

mieloperoxidase. Para tanto, 25µL da amostra foram acrescentados a placas de 96 

poços (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, inc. USA) contendo 25µL de substrato 

composto por 1,6 mM de 3,3'-5,5'-tetramethylbenzine (TMB) diluído em 

dimetilsulfóxido (DMSO) seguindo-se à incubação a 37°C por 5 min. Após este 

período foram adicionados 100 µl de tampão de diluição (0,05 M de Na3PO4, pH 6,4 

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

por 5 min. A reação foi então parada por adição de 100 µL de solução 0,5 mM de 

H2S04e a absorbância estimada em leitor de ELISA em comprimento de onda de 450 

nm. 

 

5.9 - Quantificação da concentração de citocinas no homogenato de cólon 

 

A metade distal retirada do cólon dos animais dos diferentes grupos 

experimentais foi homogeneizada em tampão de extração de citocina, como descrito no 

item anterior. O tecido homogeneizado foi centrifugado a 10000g por 15 min. a 4 ºC, o 

sobrenadante foi estocado a –70ºC para posterior teste de Imunoensaio Enzimático 

(ELISA). As concentrações de interleucina-4 (IL-4), IL-5, IL-13, IL-10, IL-17, gama 

interferon (INF-γ), Transforming Grouwth Factor Beta (TGF-β) e Tumor Necrosis 

Factor Alpha (TNF) foram mensuradas através do kit de ELISA sanduíche para 

citocinas (R & D Systems) seguindo as instruções do fabricante. A absorbância das 

amostras foi estimada em leitor de EILSA (VersaMax , Molecular Devices ) a 450 nm e 

a concentrações de citocina foi obtida por interpolação em curva padrão construída com 

valores conhecidos da proteína recombinante, utilizando o software SOFT max Pro 5.2 

(Molecular Devices) e os resultados finais foram expressos em pg/mL. 

 

5.10 - Análise estatística 
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Os dados com distribuição normal foram apresentados como média ± erro padrão 

da média (SEM) e analisados utilizando o teste t de Student, quando comparado apenas 

dois grupos experimentais, ou de uma análise unidirecional da variância (ANOVA) para 

mais de dois grupos. Na última análise, os valores de P foram atribuídos utilizando o 

teste de comparação múltipla de Neuman-Keuls. Para os dados com distribuição não-

normal, foi realizado o teste de Mann-Whitney não-paramétrico para comparar dois 

grupos experimentais; o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparação 

múltipla de Dunn para comparações múltiplas. Os valores P> 0,05 foram considerados 

significativos. 
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6 - RESULTADO 
 

6.1 - Avaliação parasitológica 

 

Para verificarmos se o tratamento com DSS interfere na infecção por S. 

venezuelensis, avaliamos o número de vermes adultos recuperados no intestino delgado 

e o número de ovos por gramas de fezes. Os resultados revelaram que não houve 

diferença estatística na recuperação de vermes no intestino delgado entre os animais 

infectados e infectados e tratados, sendo que aos 9 dias de infecção foram recuperados 

19,9 ± 9,3 vermes no intestino dos camundongos somente infectado e 22,00 ± 11,52 

vermes do intestino de camundongos infectados e tratados com DSS. Aos 12dpi/7dt, 

ambos os grupos não apresentaram vermes adultos no intestino delgado (Fig. 2A). 

Além do número de vermes adultos recuperados, o tratamento por DSS também 

não alterou o número de ovos de S. venezuelensis eliminados nas fezes. O grupo apenas 

infectado apresentou uma média de 7.596 ± 2.901 de ovos em 100mg de fezes após 

7dpi, reduzindo para 900 ± 247 aos 9dpi e 138 ± 65 aos 12dpi. Semelhantemente, o 

grupo infectado e tratado apresentou 9.137 ± 1.698 ovos em 100 mg de fezes aos 

7dpi/2dt, caindo para 1.797 ± 290.8 aos 9dpi/4dt e 50.47 ± 44.85 aos 12dpi/7dt, não 

apresentando diferenças estatísticas entre os grupos experimentais (Fig. 2B). 
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Figura 2. Número de vermes intestinais (A) e de ovos eliminados nas fezes (B) de camundongos 

somente infectados por S. venezuelensis e em camundongos infectados pelo nematódeo e tratado 

com DSS. Camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamente com 700 L3 de S. venezuelensis, e 

após 5 dias da infecção iniciou-se o tratamento com 4% DSS diluído em água ad libitum ao grupo 

infectado e tratado com 4% DSS (infectado-DSS). (A) Número médio de vermes recuperados do intestino 

delgado dos grupos apenas infectado (infectado) e infectado-DSS aos 4 dias de tratamento (4dt) que 

correspondiam a 9 dias de infecção (4dt/9dpi) e aos 7dt/12dpi. (B) Contagem de ovos por 0,1 grama de 

fezes dos grupos Infectado e Infectado-DSS aos 2dt/7dpi, 4dt/9dpi e 7dt/12dpi. ND= Não detectado. Cada 

ponto representa média ± erro padrão (SEM), n= 6 camundongos/grupo.  

 

6.2 - Análise da colite ulcerativa induzida por DSS 

 

Os animais que receberam tratamento com DSS apresentaram sinais clínicos de 

colite, como perda de peso, mudança na aparência geral, diarreia e sangramento retal. 

Esses parâmetros foram utilizados para pontuar a gravidade da colite, seguindo critérios 

apresentados na tabela 1, gerando o score clínico que reflete a gravidade das alterações 

clínicas. Aos 9dpi/4dt, a aparência geral dos animais do grupo controle e do grupo 

somente infectado com S. venezuelensis foi normal e não houve perda de peso. As fezes 

dos animais destes grupos experimentais também não apresentaram alterações. No 

grupo tratado com DSS 33,3 % dos animais apresentaram pelos arrepiados e fezes 

pastosas e o restante (66,7%) apresentaram fezes líquidas. Neste grupo experimental 

66,7 % tiveram uma perda de peso de até 5% do peso inicial e em 16,6% dos animais a 

perda de peso foi de 6 a 10%, sendo que 16,7% deles ainda apresentaram sangramento 

retal. Neste mesmo período, todos os animais infectados e tratados com DSS 

apresentaram aparência normal, 66,7 % apresentaram fezes pastosas e os demais 

apresentaram fezes com aparência normal; com relação a perda de peso 16,7 % dos 

animais infectados e tratados tiveram perda de até 5% do peso inicial, 16,7% perderam 
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entre 6 a 10% do peso inicial e os demais não perderam peso, bem como não foi 

detectado sangramento retal nos animais deste grupo experimental. Baseado nesta 

análise foi possível verificar que a infecção por S. venezuelensis foi capaz de reduzir 

significativamente o escore clínico da colite induzida por DSS, de 5,17 ± 0,7 nos 

animais apenas tratados com DSS para 1,83 ± 0,4 nos animais do grupo infectado por S. 

venezuelensis e tratado com DSS (Fig. 3A). 

Aos 12dpi/7dt os animais dos grupos controle e infectado não apresentaram 

sinais clínicos da colite, ou seja, estavam com aparência normal, sem sangramento retal, 

fezes normais e não tiveram perda significativa de peso. Todos os animais do grupo 

DSS apresentaram pelos arrepiados; com relação à consistência das fezes, 66,6 % desses 

apresentaram fezes pastosas semi-formadas e 33,3% fezes líquidas. Neste grupo 66,6% 

dos animais apresentaram sangue visível no pelo e 16,66% sangue visível somente na 

região perianal. Além disso, 33,3% desses animais apresentaram perda de peso de até 5 

% do peso inicial, 50% perderam de 6 a 10% e 16,66% de 11 a 20%. Já os animais do 

grupo infectado-DSS, 33,33 % apresentaram pelos arrepiados, 16,6 % sangue visível no 

pelo e todos os animais desse grupo apresentaram fezes pastosas; em relação à perda de 

peso 33,33% apresentaram perda de peso de até 5% do peso inicial, 33,33% sofreu 

perda de 6 a 10% e 33,33% perda de 11 a 20%. Dessa forma, nesse período analisado a 

infecção por S. venezuelensis também foi capaz de reduzir significativamente o score 

clínico da colite induzida por DSS de 7 ± 0,6 no grupo DSS para 4,66 ± no grupo 

infectado-DSS (Fig. 3A). O único sinal da colite que a infecção por S. venezuelensis não 

foi capaz de reverter foi a perda de peso (Fig. 3B). 
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Figura 3. Evolução clínica da colite ulcerativa induzida por DSS em camundongos somente tratados 

com DSS e em camundongos infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS. (A) Score clínico 

da colite ulcerativa induzida pelo tratamento com DSS estimado de acordo com a tabela 1 para os grupos 

experimentais: camundongos BALB/c infectados com S. venezuelensis (grupo infectado); infectados e 

tratados (grupo infectado-DSS) aos 4 dias de tratamento (4dt) com 4% DSS que correspondiam a 9 dias 

de infecção (9dpi/4dt) e aos 12dpi/7dt; animais não infectados e tratados (grupo DSS) aos 4dt e aos 7dt; e 

não infectados e não tratados com DSS (grupo controle); representado pela linha pontilhada. (B) Perda de 

peso de todos os animais representada em porcentagem, onde o peso do dia 0 de tratamento é equivalente 

a 100%. Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM), n= 6 camundongos/grupo. As 

diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de P; *** P<0,001 e ** 

P<0,01 em comparação ao grupo controle; ## P<0,01 e # P<0,05 em comparação entre os demais grupos 

experimentais.  

 

Outra característica clínica da colite ulcerativa é a redução do comprimento do 

cólon. Após 4 dias do início do tratamento com DSS, o comprimento médio do intestino 

de camundongos somente infectados foi de 11,21 ± 0,5 cm, enquanto que no grupo DSS 

foi de10,21 ± 0,3 e no grupo infectado-DSS 10,71 ± 0,6 cm, não sendo observada 

diferença estatística entre eles (Fig 4A). Ao final do experimento (12dpi/7dt) os animais 

do grupo controle e do grupo somente infectado por S. venezuelensis também não houve 

alteração do comprimento do intestino grosso, momento em que o comprimento médio 

do intestino grosso foi de 11,20 ± 0,3 cm no grupo controle e de 11,92 ± 0,25 cm no 

grupo somente infectado por S. venezuelensis. Entretanto, os camundongos tratados com 

DSS apresentaram uma redução significativa do comprimento do cólon neste período, 

atingindo 8,92 ± 0,2 cm. A infecção por S. venezuelensis foi capaz de prevenir o 

encurtamento do cólon, sendo verificado que colón dos camundongos tratado com DSS 

e infectado com S. venezuelensis mediu 11,33 ± 0,18 cm (Fig 4A). 
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A lesão intestinal induzida pelo tratamento com DSS propicia o aparecimento de 

aderências, pontos hemorrágicos, edemas e ulcerações que podem ser identificados 

macroscopicamente. As análises realizadas aos 9dpi/4dt não mostram alterações 

expressivas e não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos 

experimentais. Ao final do procedimento experimental (12dpi/7dt), o tratamento com 

DSS resultou em um score macroscópico de 4,6 ± 2,3. Mais uma vez a infecção por S. 

venezuelensis foi capaz de minimizar as alterações macroscópicas observadas no 

intestino grosso após o tratamento com DSS, reduzindo o score macroscópico para 2,3 

± 0,3 no grupo infectado-DSS, diferença estatisticamente significativa (P< 0,05).Nesse 

período o grupo somente infectado apresentou poucas alterações macroscópicas e o 

grupo controle não apresentou lesões macroscópicas na mucosa do cólon (Fig 4B). 
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Figura 4 Comprimento total do colón (A) e alterações macroscópicas na mucosa intestinal (B) de 

camundongos infectados por S. venezuelensis e/ou tratados com DSS e seus controles. Grupo 

Infectado: Camundongos BALB/c infectados com 700 L3 de S. venezuelensis e examinados aos 9 e 12 

dias após a infecção; Grupo DSS: Camundongos BALB/c sem infecção, que foram tratados com 4% de 

DSS em água entre o 5
0 

e 12
0
 dias do procedimento experimental e foram examinados após 4 e 7 dias do 

tratamento; Grupo infectado-DSS: Camundongos BALB/c infectados com 700 L3 de S. venezuelensis e 

após 5 dias da infecção foram tratados com 4% de DSS em água até o 12 dpi, sendo avaliados aos 

9dpi/4dt e aos 12dpi/7dt; Grupo Controle: não infectados e não tratados com DSS, sendo representado 

pela linha pontilhada. (A) Comprimento do cólon em centímetros (cm) mensurada em cada grupos 

experimentais. (B) Score macroscópico das lesões do intestino grosso, estimado segundo a tabela 2; o 

grupo controle não obteve escore macroscópico, não mostrado no gráfico. Os dados são apresentados 

como média ± erro padrão (SEM), n= 6 camundongos/grupo. As diferenças estatísticas são indicadas em 

cada gráfico com valores significativos de P; *** P<0,001 e ** P<0,01 em comparação ao grupo 

controle; ## P<0,01 e # P<0,05 em comparação entre os demais grupos experimentais.  
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6.3 – Análise histopatológica 

 

Ao final do procedimento experimental (12dpi/7dt),a análise histopatológica 

confirmou que o tratamento com 4% de DSS foi efetivo na indução da colite ulcerativa, 

e que a infecção por S. venezuelensis foi capaz de amenizar esse processo. Inicialmente 

foram feitas análises histopatológicas de cortes do cólon proximal de animais de todos 

os grupos experimentais, sendo verificado que nos animais controles a mucosa do cólon 

encontra-se íntegra e sem infiltrado celular ou outras alterações aparentes (Fig. 5A). A 

infecção por S. venezuelensis, nematódeo que coloniza o intestino delgado do 

hospedeiro, não alterou significativamente a aparência da mucosa do colón proximal 

(Fig. 5B). Nos animais tratados com DSS foi possível verificar áreas com deformação 

da arquitetura da mucosa e infiltração de células inflamatórias (Fig. 5C). Estas 

alterações não foram tão evidentes no colón proximal dos camundongos infectados por 

S. venezuelensis e tratados com DSS, não sendo verificadas áreas com intensa 

infiltração celular ou destruição da arquitetura tecidual (Fig. 5D).  

  



48 

 

 

 

Figura 5. Aspecto microscópico do colón proximal de camundongos infectados por S. venezuelensis 

e/ou tratados com DSS e seus controles. Fotomicrografias de cortes histológicos corados com H & E da 

região proximal do colón de (A) animais não infectados e não tratados (grupo controle); (B) animais 

infectados por 12 dias com S. venezuelensis (grupo infectado); (C) animais não infectados e tratados por 7 

dias com 4% DSS (grupo DSS); (D) infectados e tratados com 4% DSS (grupo infectado-DSS). 

Camundongos BALB/c dos grupos experimentais ao final do procedimento experimental (7dt/12dpi), 

evidenciando a infiltração celular e destruição da arquitetura tecidual (seta) em C, aos 7 dias de 

tratamento com DSS. As barras de escala nas fotomicrografias A, B, C e D equivalem a 30μm de tecido. 
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Apesar da avaliação histopatológica da região proximal do colón revelar que o 

tratamento com DSS induz um processo inflamatório lesivo, que foi modulado pela 

infecção por S. venezuelensis, as alterações observadas no colón proximal não foram tão 

intensas. Desta forma, também foi analisado as alterações no colón distal, que segundo 

Yan et al. (2009) corresponde a região mais afetada pelo tratamento com DSS. 

A figura 6 ilustra o aspecto histopatológico da região distal do colón dos animais 

dos diferentes grupos experimentais, corados em H&E. Mais uma vez é possível 

verificar que camundongos do grupo controle apresentam mucosa intestinal com 

arquitetura normal, com as criptas preservadas e sem infiltrado celular (Fig 6A) e os 

camundongos somente infectados por S. venezuelensis apresentam características 

histológicas do cólon semelhante ao grupo controle (Fig 6B). Nos camundongos 

tratados com DSS, foi possível verificar muitas áreas de intensa infiltração de células 

inflamatórias na mucosa do colón distal, erosão do epitélio intestinal e deformação da 

arquitetura normal do tecido, com presença de abscessos nas criptas, e espessamento da 

camada muscular (Fig 6C). As alterações histopatológicas induzidas pelo tratamento 

com DSS no colón distal foram reduzidas nos camundongos do grupo infectado-DSS, 

sendo verificado menor infiltrado celular e poucas áreas de erosão do epitélio, 

preservando a arquitetura da mucosa intestinal na maior parte do tecido(Fig 6D). Essas 

alterações pontuadas de acordo com a tabela 3, gerando um score microscópico de 6.8 ± 

0,5 no grupo apenas tratado com DSS, que reduziu significativamente para 5,2 ± 

0,4(P<0,05)no grupo infectado-DSS. O score microscópico do grupo somente infectado 

foi de 1,2 ± 0,3 e não foram detectadas alterações no colón distal dos camundongos do 

grupo controle (Fig. 6E). 
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Figura 6. Aspecto microscópico do colón distal e score microscópico da inflamação em 

camundongos infectados por S. venezuelensis e/ou tratados com DSS e seus controles. 

Fotomicrografias de cortes histológicos corados com H & E da região distal do colón de camundongos 

BALB/c dos grupos experimentais ao final do procedimento experimental (7dt/12dpi), evidenciando a 

infiltração celular (seta) e destruição da arquitetura tecidual (seta dupla), erosão (cabeça de seta) e 

espessamento da camada muscular (asterisco) em C, aos 7 dias de tratamento com DSS. (A) animais não 

infectados e não tratados (grupo controle); (B) animais infectados por 12 dias com S. venezuelensis 

(grupo infectado); (C) animais não infectados e tratados por 7 dias com DSS (grupo DSS); (D) infectados 

e tratados com 4% DSS (grupo infectado-DSS). As barras de escala nas fotomicrografias A, B, C e D 

equivalem a 30μm de tecido. (E) Score microscópico da inflamação do colón nos grupos experimentais. 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão (SEM), n= 5 camundongos/grupo. As diferenças 

estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos de P; *** P<0,001 em comparação 

ao grupo controle (grupo controle representado pela linha pontilhada); ### P<0,001 e # P<0,05 em 

comparação entre os demais grupos experimentais. 
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Como foi identificada lesão tecidual no cólon distal dos animais tratados com 

DSS, os cortes histológicos também foram corados com PAS para analisar a produção 

de muco na parte distal do cólon dos animais dos diferentes grupos experimentais. 

Através dessa coloração específica, na qual células produtoras de muco se coram 

fortemente de rosa, foi verificado que a mucosa do cólon de animais controles, sem 

infecção e tratamento, apresenta grande quantidade de células produtoras de muco 

(Fig.7A), padrão semelhante foi observado no colón de camundongos do grupo 

infectado (Fig.7B).Entretanto, a análise histológica do colón distal dos camundongos do 

grupo apenas tratado com DSS revelou várias áreas com perda de células produtoras de  

muco(Fig.7C). A infecção prévia por S.venezuelensis reduziu as áreas com perda de 

células produtoras de muco na mucosa do colón distal de camundongos do grupo 

infectado e tratado no período 7dt/12dpi (Fig.7D). Como as alterações na diferenciação 

de células produtoras de muco na mucosa do colón distal dos animais tratados com DSS 

concentra-se em focos inflamatórios, a perda células produtoras de muco foi 

quantificada através do programa ImageJ (Fig. 7E). A porcentagem de área ocupada por 

células produtoras de muco na mucosa do colón distal dos camundongos dos grupos 

infectado e infectado-DSS não apresentaram diferenças estatísticas em relação ao grupo 

controle (Fig. 7E). Por outro lado, o tratamento com DSS levou a uma redução 

significativa (P<0,001) na porcentagem de área de células produtoras na mucosa do 

colón distal destes animais, tanto em relação ao grupo controle como em relação ao 

grupo DSS-infectado. Os dados confirmam que o tratamento por DSS reduz a produção 

de muco no colón e que a infecção restaurou esta alteração. 

 



52 

 

 

0

10

20

30

40

Infectado

DSS

Infectado-DSS

***

# ###

M
u

c
o

 %

E

 

Figura 7. Análise da produção de muco na mucosa do cólon distal de camundongos infectados por 

S. venezuelensis e/ou tratados com DSS e seus controles. Fotomicrografias de cortes histológicos do 

cólon distal de camundongos dos diferentes grupos experimentais corados com Ácido Periódico de Schiff 

(PAS) evidenciando a produção de muco (pontos púrpura-magenta) aos 7 dias de tratamento (7dt) que 

correspondiam a 12 dias de infecção (7dt/12dpi). (A) animais não infectados e não tratados (grupo 

controle); (B) animais infectados por S. venezuelensis e não tratados (grupo infectado); (C) não infectados 

e tratados com 4% DSS (grupo DSS); (D) infectados e tratados (grupo infectado-DSS). As barras de 

escala nas fotomicrografias A, B, C e D equivalem a 30μm de tecido. (E) Quantidade de muco no cólon 

dos grupos experimentais, expressa em porcentagem de muco presente na área total de tecido de cada 

fotomicrografia. Os dados do gráfico são apresentados como média ± erro padrão (SEM), n= 5 

camundongos/grupo. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos 

de P; *** P<0,001 em comparação ao grupo controle (grupo controle representado pela linha pontilhada); 

### P<0,001 e # P<0,05 em comparação entre os demais grupos experimentais. 
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6.4.1 – Perfil Imunológico - Quantificação de citocinas no homogenato do cólon 

 

Os níveis de citocinas pró-inflamatórias do perfil Th-1 e Th-17 no homegenato 

do cólon apresentaram alterações no decorrer do tratamento com DSS. No inicio do 

tratamento com DSS (9dpi/4dt) houve grande aumento (P <0,001) da concentração da 

citocina INF-γ no homogenato de intestino grosso dos camundongos do grupo apenas 

tratado com DSS em comparação aos grupos que não receberam tratamento com DSS, 

grupos controle e grupo infectado. De maneira interessante, a infecção por S. 

venezuelensis reduziu significativamente (P <0,01) os níveis dessa citocina no grupo 

infectado-DSS. Aos 7dt/12dpi, a concentração de INF-γ no homogenato intestinal de 

todos os grupos experimentais foi semelhante ao do grupo controle, sendo verificada 

uma redução significativa (P <0,05) da concentração desta citocina no grupo tratado 

com DSS em relação ao grupo controle; entretanto não houve diferença nos demais 

grupos experimentais (Fig. 8A). Padrão de resposta semelhante foi observado com 

relação a concentração de IL-17, que mostra um aumento significativo no inicio do 

tratamento com DSS, que é modulado nos animais infectados e tratados  (Fig. 8B). Não 

foi detectado diferenças significativas na concentração de TNF-α no homogenato 

intestinal dos diferentes grupos experimentais 
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Figura 8. Concentração de citocinas pró-inflamatórias no homogenato do cólon de camundongos infectados 

por S venezuelensis e/ou tratados com DSS e seus respectivos controles. A concentração de INF-γ (A) e IL-17 

(B)foram estimadas por ELISA em amostras de homogenato do intestino grosso de camundongos 

somente infectados por S. venezuelensis (grupo Infectado), camundongos somente tratados com DSS 

(grupo DSS) e camundongos infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS (grupo Infectado-DSS). 

A concentração das citocinas foi estimada em amostras de intestino grosso coletada aos 9 dias de infecção 

(9dpi) e/ou 4 dias de tratamento (4dt) com 4% DSS (9dpi/4dt) e aos 12dpi/7dt. A linha pontilhada 

representa a concentração de citocina obtida no homogenato intestinal de camundongos não infectados e 

não tratados (controle). Os dados dos gráficos são apresentados com média ± erro padrão, n= 6 

camundongos/grupo. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos 

de P; *** P<0,001 e *P<0,05 em comparação ao grupo controle; ## P<0,01 e # P<0,05 na comparação 

entre os demais grupos experimentais. 

 

Também foi quantificada a concentração de citocinas de perfil Th-2, como IL-4, 

IL-5 e IL-13, no homogenato do cólon. A concentração de IL-4 no homogenato 

intestinal dos animais infectados e/ou tratados com DSS foi estatisticamente superior 

que os controles não infectados. Aos 9dpi/4dt o grupo apenas tratado (DSS) apresentou 

níveis significativamente (P<0,05) maiores de IL-4 em relação ao grupo infectado-DSS. 

O contrário foi observado aos 12dpi/7dt, onde o grupo infectado-DSS teve um aumento 

significativo (P<0,05) de IL-4 em relação ao grupo apenas tratado (Fig. 9A). Em 

relação à concentração de IL-13, aos 9dpi/4dt foi verificado um aumento significativo 

da concentração de IL-13 no homogenato intestinal de camundongos dos grupos 

somente infectado (P<0,001) e infectado-DSS (P<0,01) em relação ao grupo controle. 

A concentração de IL-13 no homogenato intestinal dos camundongos apenas tratados 

com DSS não foi significativamente maior que dos animais controle. No entanto, não 

houve diferenças estatísticas na concentração de IL-13 no homogenato intestinal dos 

diferentes grupos experimentais aos 12dpi/7dt (Fig 9B).Nos períodos examinados não 
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foi verificado diferença estatística na concentração de IL-5 no homogenato intestinal 

dos diferentes grupos experimentais.  
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Figura 9. Concentração de citocinas do perfil Th-2 no homogenato do cólon de camundongos infectados por S 

venezuelensis e/ou tratados com DSS e seus respectivos controles. A concentração de IL-4 (A) e IL-13 (B) 

foram estimadas por ELISA em amostras de homogenato do intestino grosso de camundongos somente 

infectados por S. venezuelensis (grupo Infectado), camundongos somente tratados com DSS (grupo DSS) 

e camundongos infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS (grupo Infectado-DSS). A 

concentração das citocinas foi estimada em amostras de intestino grosso coletada aos 9 dias de infecção 

(9dpi) e/ou 4 dias de tratamento (4dt) com 4% DSS (9dpi/4dt) e aos 12dpi/7dt. A linha pontilhada 

representa a concentração de citocina obtida no homogenato intestinal de camundongos não infectados e 

não tratados (controle).  Os dados dos gráficos são apresentados com média ± erro padrão, n= 6 

camundongos/grupo. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos 

de P; *** P<0,001 e ** P<0,01 em comparação ao grupo controle; ###P<0,001 e # P<0,05 na 

comparação entre os demais grupos experimentais.  

 

Por fim, avaliamos os níveis de citocinas regulatórias no homogenato do cólon. 

Não houve diferenças significativas nos níveis de IL-10 aos 9dpi/4dtentre os grupos 

experimentais. Aos 12dpi/7dt o grupo apenas tratado reduziu significativamente 

(P<0,05) os níveis de IL-10 em relação ao grupo controle, no entanto, o grupo 

infectado-DSS aumentou significativamente (P<0,05) a produção dessa citocina em 

relação ao grupo DSS. O grupo infectado não apresentou diferença estatística em 

relação ao grupo controle e aos demais grupos experimentais nos níveis de IL-10 (Fig. 

10A). Outra citocina regulatória avaliada no homogenato do cólon foi TGF-β. Os dados 

revelaram aumento significativo de TGF-β no grupo infectado em relação aos outros 

grupos aos 9dpi/4dt. Já aos 12dpi/7dt não houve diferenças significativas entre todos os 

grupos experimentais (10B).  
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Figura 10. Concentração de citocinas regulatórias no homogenato do cólon de camundongos infectados por S 

venezuelensis e/ou tratados com DSS e seus respectivos controles. A concentração de IL-10 (A) e TGF-β (B) 

foram estimadas por ELISA em amostras de homogenato do intestino grosso de camundongos somente 

infectados por S. venezuelensis (grupo Infectado), camundongos somente tratados com DSS (grupo DSS) 

e camundongos infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS (grupo Infectado-DSS). A 

concentração das citocinas foi estimada em amostras de intestino grosso coletada aos 9 dias de infecção 

(9dpi) e/ou 4 dias de tratamento (4dt) com 4% DSS (9dpi/4dt) e aos 12dpi/7dt. A linha pontilhada 

representa a concentração de citocina obtida no homogenato intestinal de camundongos não infectados e 

não tratados (controle). Os dados dos gráficos são apresentados com média ± erro padrão, n= 6 

camundongos/grupo. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico com valores significativos 

de *P<0,05 em comparação ao grupo controle; ## P<0,01 e # P<0,05 na comparação entre os demais 

grupos experimentais.  

 

6.4.1 – Perfil Imunológico – Infiltração celular no homogenato do cólon 

 

Para qualificar o tipo de infiltrado celular na mucosa do intestino grosso foi 

estimada a atividade de Eosinófilo Peroxidase (EPO) e Mieloperoxidase (MPO), como 

medidas indiretas da infiltração/ativação de eosiófilos e neotrófilos, respectivamente. 

Aos 9dpi/7dt os níveis de EPO do grupo apenas tratado com 4%DSS foram 

significativamente (P<0,001) maiores do que os grupos controle e infectado-tratado, e 

maior (P<0,01) do que o grupo infectado. Já aos 12dpi/7dt, os níveis de EPO no grupo 

tratado com DSS foram estatisticamente maiores em relação ao grupo infectado 

(P<0,001), mas não houve diferença estatística em relação aos grupos controle e 

infectado-DSS. Nesse período, os níveis de EPO foram significativamente (P<0,05) 

menores no grupo infectado em relação ao grupo controle (Fig. 11A). 

Em relação aos níveis de MPO, tanto no experimento realizado aos 9dpi/4dt e o 

realizado aos 12dpi/7dt, o grupo apenas tratado com DSS teve níveis significativamente 

aumentados em relação a todos os outros grupos experimentais. Não houve diferenças 
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significativas entre os grupos infectado e infectado-DSS, e entre esses e o grupo 

controle nos dois períodos analisados (Fig. 11B). 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
***

#####

###

*

9dpi/4dt 12dpi/7dt

E
P

O
 A

b
s

o
rb

â
n

c
ia

(4
9

2
 n

m
)

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

***

***##

#

#

###

9dpi/4dt 12dpi/7dt

Infectado

DSS

Infectado-DSS

M
P

O
 A

b
s

o
rb

â
n

c
ia

 (
4

5
0

 n
m

)

A B

 

Figura 11. Estimativa de peroxidase de eosinófilo (EPO) e mieloperoxidase (MPO) no homogenato 

do cólon de camundongos infectados por S. venezuelensis e/ou tratados com DSS e seus respectivos 

controles. A concentração de EPO (A) e MPO (B) foi estimada por teste colorimétrico em amostras de 

homogenato do cólon de camundongos somente infectados por S. venezuelensis (grupo Infectado), 

camundongos somente tratados com DSS (grupo DSS) e camundongos infectados por S. venezuelensis e 

tratados com DSS (grupo Infectado-DSS). A concentração de EPO e MPO foi estimada em amostras de 

intestino grosso coletada aos 9 dias de infecção (9dpi) e/ou 4 dias de tratamento (4dt) com 4% DSS 

(9dpi/4dt) e aos 12dpi/7dt. A linha pontilhada representa a concentração de EPO ou MPO de 

camundongos não infectados e não tratados (controle). Os dados dos gráficos são apresentados com 

média ± erro padrão, n= 6 camundongos/grupo. As diferenças estatísticas são indicadas em cada gráfico 

com valores significativos de P; *** P<0,001 e ** P<0,01em comparação ao grupo controle; ### 

P<0,001; ## P<0,01 e # P<0,05 em comparação entre os demais grupos experimentais. 
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7 - DISCUSSÃO 
 

Trabalhos prévios têm demonstrado a influência da infecção por helmintos nas 

doenças inflamatórias intestinais (Whelan et al. 2012). Neste estudo investigamos se a 

progressão da colite ulcerativa pode ser modulada pela infecção prévia e aguda por S. 

venezuenlensis e as possíveis alterações imunológicas que poderiam estar associadas ao 

mecanismo de modulação neste modelo experimental.  

Esse é o primeiro trabalho que avalia o papel da infecção por S. venezuelensis na 

colite experimentalmente induzida por DSS em camundongos. Acreditamos que este 

modelo permita avaliar aspectos antes não avaliados, pois camundongos são 

susceptíveis a infecção experimental, o parasito ocupa um nicho distinto das principais 

alterações induzidas pela colite ulcerativa e, principalmente, a infecção por S. 

venezuelensis não cronifica no camundongo.  

A infecção prévia por S. venezuelensis reduziu os sinais clínicos da colite 

ulcerativa, preveniu o encurtamento do cólon e as lesões da mucosa do cólon no 

decorrer do tratamento. Esses dados sugerem que a infecção prévia desse helminto 

ameniza a morbidade causada pela colite ulcerativa. Outros trabalhos mostraram que 

infecções por helmintos como Trichinella spiralis (Khan et al. 2002), Trichuris muris 

(wilson et al. 2011), Acanthocheilonema viteae (Schnoeller et al. 2008), Anisakis 

simplex (Cho et al. 2011), Ancylostoma caninum (Ruyssers et al. 2009), Ancylostoma 

ceylanicum (Cançado et al. 2011), Heligmosomoides polygyrus (Elliot et al 2004, 2008; 

Hang et al 2010) ou seus extratos tiveram efeitos protetor ou preventivos na evolução 

da colite ulcerativa.  

O efeito protetor da infecção por S. venezuelensis na evolução da colite 

ulcerativa também foi observado microscopicamente, uma vez que o intestino grosso 

dos camundongos do grupo infectado-DSS apresentou poucas áreas de erosão do 

epitélio intestinal e de perda da arquitetura de criptas intestinal, a infiltração celular na 

mucosa foi menor e não foi verificado o espessamento da musculatura em comparação 

com o observado em camundongos grupo apenas tratado com DSS. Dados semelhantes 

foram observados em outros trabalhos, onde o tratamento com extratos de verme (AW) 

de A. ceylanicun, e antígenos excreta/secretado (ES) de T. spiralis levaram a redução 

dos danos histológicos do cólon causados pelo tratamento com DSS (Cançado et al. 

2011; Yang et al. 2014). Coerentemente com a literatura, nesse trabalho o cólon distal 

dos grupos tratados com DSS apresentou-se com mais danos do que o cólon proximal 
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(Yan et al. 2009). Além de afetar a arquitetura da mucosa do cólon, o tratamento com 

DSS também resultou em depleção de células caliciformes e consequentemente houve 

menor produção de muco. Resultados semelhantes foram anteriormente verificados por 

Leonel et al. (2012) e  Soufli et al. (2015) que relataram que a o tratamento com DSS 

levou a depleção de células caliciformes. Mais uma vez a infecção aguda por S. 

venezuelensis reduziu a intensidade de redução de produção de muco. Em concordância 

com os nossos dados, Soufli et al. (2015) revelaram que a inoculação de antígenos da 

vesícula de cisto hidático de E. granulosus também levou a redução da depleção de 

células caliciformes induzida pelo tratamento com DSS. A manutenção da produção de 

muco no cólon dos animais infectados por S. venezuelensis e tratados com DSS é 

possivelmente um fator de proteção contra danos causados pelo tratamento com DSS.  

Uma das causas das doenças inflamatórias do intestino é uma resposta imune 

exacerbada à microbiota local e o consequente desequilíbrio entre as citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias (Round et al.2009). Nesse estudo, a melhora clínica 

da colite ulcerativa no grupo infectado-DSS foi acompanhada da redução da 

concentração de citocinas pró-inflamatórias INF-γ e IL-17, bem como de IL-4, na 

mucosa do intestino grosso no inicio do desencadeamento do processo inflamatório em 

relação ao grupo apenas tratado. Neste período não foi verificado diferenças estatísticas 

nos níveis de TNF-α , IL-5, IL-13, IL-10 e TGF-β. Aos 12dpi/7dt, momento em que 

colite ulcerativa está bem estabelecida e o nematódeo já foram eliminados, a melhora 

clínica no grupo infectado-DSS foi acompanhada de um aumento da concentração local 

de IL-4 e de IL-10 em relação ao grupo apenas tratado, não sendo verificada diferença 

significativa nos níveis de IL-5, IL-13, TGF-β, INF-γ e IL-17 entre esses dois grupos. 

Portanto, a melhora clínica observada na colite induzida por DSS induzida pela infecção 

previa por S. venezuelensis pode estar relacionada ao balanço entre citocinas pró-

inflamatórias e regulatórias, sendo verificada uma supressão inicial de citocinas pró-

inflamatórias no pico da infecção pelo nematódeo e no começo da colite aguda, e 

posteriormente aumento de citocinas Th-2 e T-reg, quando a colite aguda já está 

completamente estabelecida e não há presença do verme. Estudos anteriores mostraram 

proteção aos sinais clínicos da colite induzida por DSS em camundongos tratados com 

extratos de A. ceylanicum ou T.spiralis, essa proteção foi associada à diminuição dos 

níveis de citocinas Th-1 e Th-17 no cólon, mas não houve aumento de citocinas Th-2, 

no entanto no tratamento com T. spiralis houve o aumento de IL-4 e IL-13 no baço e 

linfonodos mesentéricos e aumento de citocinas T-reg no cólon (Cançado et al. 2011; 
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Yang et al. 2014). Em outros trabalhos com nematódeos prevenindo ou curando a colite 

induzida por TNBS e DNBS, ou em camundongos IL-10 -/- essa prevenção foi 

associada ao aumento de citocinas de perfil Th-2, IL-4 e IL-13, além de citocinas T-reg, 

IL-10 e TGF-β, e diminuição de citocinas Th-1, INF-γ, TNF-α, IL-12p40 e IL-6 (Khan 

et al. 2002, Elliott et al. 2004; Setiawan et al. 2007; Sutton et al. 2008, Motomura et al. 

2009, Du et al. 2011). 

É importante salientar que a caracterização da resposta imune na doença de 

Crohn tem um perfil predominante de Th-1, sendo relatado que células da mucosa do 

cólon de pacientes com doença de Crohn tiveram níveis aumentados de citocinas IL-2 e 

INF-γ. Entretanto, a resposta imune relacionada com colite ulcerativa, tanto em 

pacientes, como no modelo experimental, não é claramente estabelecida. Pacientes com 

colite ulcerativa apresentaram elevados níveis de IL-5 e IL-13, mas sem alteração 

significativa de citocinas do perfil Th-1 (Breese et al. 1993; Fuss et al. 1996; Fuss et al. 

2004). Fuss e colaboradores (2004) estipularam que a colite ulcerativa poderia ter uma 

resposta Th-2 atípica, uma vez que células Natural Killer T humanas, estimuladas com 

LPS, produziam IL-13 e apresentaram potencial citotóxico para células epiteliais. Mais 

recentemente, a colite ulcerativa foi relacionada a um perfil de células Th-17 

(Kobayashi et al. 2008). De fato, pacientes com colite ulcerativa apresentam níveis 

aumentados de IL-13 e IL-17 no soro e uma correlação positiva entre os níveis séricos 

de IL-17 e a gravidade da doença (Boldeanu et al. 2014). Estes dados sugerem que na 

colite ulcerativa humana, bem como no modelo experimental induzido pelo tratamento 

com DSS em camundongos, a gravidade da doença não esta associada exclusivamente 

ao perfil Th1 e/ou Th-17, sendo compatível com os nossos resultados. 

Coerentemente com a redução da inflamação tecidual observada nas análises 

histológicas, o grupo infectado-DSS apresentou menores níveis de atividade de EPO aos 

9dpi/4dt, e de MPO aos 4dt/9dpi e 7dt/12dpi em relação ao grupo apenas tratado com 

4% de DSS, sugerindo que a infecção reduziu a infiltração de eosinófilos e neutrófilos, 

corroborando com efeito protetor da infecção por S. venezuelensis no processo 

inflamatório do cólon induzido por DSS. Essa menor atividade de EPO no colón dos 

camundongos infectados e tratados com DSS pode esta relacionada com o fato do 

parasito induzir o recrutamento de eosinófilos para o intestino delgado. Além disso, o 

balanço de citocinas pró-inflamatórias e regulatórias induzido pela infecção pode ter 

levado ao menor recrutamento de eosinófilos e neutrófilos para o intestino grosso. Na 

literatura, a regulação, através de IL-10, do recrutamento de eosinófilos foi visto por 
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Wilson et al. (2011), em que camundongos re-infectados com S. mansoni e tratados 

com anti IL-10R tiveram aumento no número de eosinófilos circulantes. IL-10 também 

é importante na regulação de neutrófilos, uma vez que, a ausência dessa citocina em 

camundongos IL-10
-
/
- 
resultou em aumento de infiltração patológica de neutrófilos no 

cérebro de animais infectados com citomegalovírus (Mutnal et al. 2010).  

Semelhante aos nossos dados, Cançado et al. (2011), mostrou que a inoculação 

intraperitoneal de AW de A. ceylanicum diminuiu os níveis de EPO no homogenato do 

cólon de camundongos tratados com DSS. Dados semelhantes para MPO foram obtidos 

em estudos que utilizaram antígenos de A. caninum, A. ceylanicum e T. spiralis 

(Ruyssers et al. 2009; Cançado et al. 2011 e Yang et al. 2014), onde a inoculação do 

extrato desses helmintos reduziram os níveis de MPO no homogenato do cólon de 

animais tratados com DSS. 

Em humanos, a colite ulcerativa induz maiores níveis de EPO no fluido de 

perfusão colorretal (Carlson et al. 1999) e nos eosinófilos de sangue periférico (Coppi et 

al. 2007). O acúmulo da atividade de EPO é de suma importância na indução da colite 

por DSS, visto que a retirada dessa enzima por manipulação genética ou por supressores 

em modelo murino suprime essa inflamação intestinal (Forbes et al. 2004). Vieira e 

colaboradores (2009) relataram que camundongos deficientes na maturação de 

eosinófilos (∆dblGATA) desenvolvem colite induzida por DSS menos grave em relação 

à camundongos selvagens. Nesse trabalho foi visto ainda que a transferência de 

leucócitos da medula óssea, de camundongos selvagens para camundongos ∆dblGATA, 

agravou o desenvolvimento de colite, o que foi acompanhado do aumento do nível de 

EPO no cólon. Modelos murinos de colite ulcerativa induzida por DSS e TNBS também 

evidenciaram a infiltração de neutrófilos através da atividade de MPO, sendo que na 

colite ulcerativa aguda os níveis de MPO foram maiores do que na crônica (Alex et al. 

2009). 

Esse trabalho mostra que a infecção por S. venezuelensis induziu efeitos 

protetores que modulou a colite ulcerativa induzida por DSS e que a melhora clínica 

observada é resultado da supressão de citocinas pró-inflamatórias no pico da infecção e 

posteriormente a um aumento de citocinas anti-inflamatórias no período quando a 

inflamação intestinal esta bem estabelecida. Estudos, como o nosso, investigando o 

papel da resposta imune associada à interação entre helmintos e os mecanismos 

inflamatórios de doenças intestinais podem ser relevantes na busca de medidas 
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terapêuticas visando a melhora clínica e a redução da morbidade crônica dessas 

doenças. 
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8 - CONCLUSÕES 
 

Nossos dados mostram que: i) o tratamento com DSS não afeta a 

susceptibilidade do camundongo à infecção experimental por S. venezuelensis; ii) a 

infecção aguda por S. venezuelensis reduziu significativamente o score clinico da colite 

induzida por tratamento com DSS, reduzindo diarreia e sangramento retal; iii) a 

infecção aguda por S. venezuelensis modulou a intensidade da inflamação da mucosa do 

colón distal induzida por tratamento com DSS, preveniu o encurtamento do intestino 

grosso e a perda da diferenciação de células produtoras de muco; iv) A infecção 

modulou a produção local de IFN-γ, IL-17 e IL-4 no início do tratamento com DSS, e 

posteriormente induziu aumento de IL-10 e IL-4 reduzindo a infiltração de eosinófilos e 

neutrófilos no tecido. 

Esses dados confirmam que a infecção prévia por S. venezuelensis mesmo sendo 

aguda, previne a colite induzida por DSS em camundongos BALB/c, possivelmente 

através de um balanço na produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, 

resultando em menor recrutamento e ativação de granulócitos no cólon. 
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