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RESUMO

RESUMO

Estudos relacionados aos aspectos imunobioldgicos da infecgdo por Ascaris sp.
continuam escassos, principalmente aqueles que objetivam elucidar os eventos
imunologicos da fase inicial da infecgdo, denominada ascaridiase larval. Neste trabalho,
foi demonstrada uma nova padronizacdo para a infec¢do experimental e os principais
aspectos sobre a imunopatologia pulmonar causada pela migracéo das larvas de Ascaris
sp. Além disso, a resposta imune celular, com énfase no papel dos eosinofilos no
controle da carga parasitaria e patogénese da inflamacdo pulmonar foi avaliada,
utilizando camundongos deficientes em eosinofilos (AdbIGATA) como estratégia
experimental. Por fim, a coinfeccdo com o Vaccinia virus (VACV) respiratério foi
realizada como um modelo de inflamacdo pulmonar que objetivou a avaliacdo da
influéncia da migracdo das larvas de Ascaris spp. em um microambiente inflamatério ja
estabelecido nos pulmdes dos animais e a capacidade da ascaridiase larval em alterar o
percurso de infeccbes virais respiratdrias. Os principais resultados deste trabalho
sugerem que o modelo de protecdo na ascaridiase larval seja mediado por uma intensa
resposta inflamatoria inata, caracterizada inicialmente pela ativacdo de eosindfilos por
meio da producdo de IL-5 por células pulmonares residentes. Estes eosinofilos, por sua
vez, sdo responsaveis em ativar e potencializar a resposta imune celular inata,
principalmente neutrofilos, que sdo responsaveis em produzir IL-6 e MPO, aumentando
a inflamagdo pulmonar. A intensa inflamagdo tecidual reduz o numero de larvas de
Ascaris spp. no pulmé&o, mas por outro lado, provoca leséo e perda de fungéo no tecido
pulmonar. Por essa razdo, ap6s a migracdo das larvas pelos pulmdes, os eosinofilos
produzem TNF e EPO que irdo participar ativamente no processo de cicatrizagdo e
remodelamento do tecido pulmonar lesado. Esta hipdtese de protecdo para a ascaridiase

larval foi comprovada por meio da utilizacdo de um modelo de inflamacdo pulmonar

Vi
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induzido pelo VACYV respiratorio e subsequente associacéo a infecgdo concomitante por
A. suum. Em conclusdo, 0s novos aspectos apresentados sobre a ascaridiase larval
possibilitaram um melhor entendimento sobre o0s eventos imunopatolégicos associados
a protecdo na ascaridiase larval, os quais contribuirdo para futuros estudos direcionados

a ensaios de imunoprofilaxia e imunizagao.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Studies related to the immunobiological aspects of an Ascaris spp. infection are
still scarce, especially those that aim to elucidate the early events of the immune
response. In this study, we demonstrated a novel standardized method for early
experimental Ascaris infection, using a murine model, and we evaluated the main
aspects about the lung immunopathology induced by the Ascaris larvae migration.
Besides that, the innate immune response, highlighting the role of eosinophils in the
control of parasitic burden and into the pathogenesis of lung inflammation was
evaluated, using an eosinophil-deficient mice model (AdbIGATA mice). Finally, a
coinfection model by respiratory Vaccinia virus (VACV) and pulmonary ascariasis was
performed in order to evaluate the impact of Ascaris larvae migration through an
inflammatory microenvironment, and to evaluate the capacity of larval ascariasis on
alter the course of viral infection. The main findings of this study suggest that the
protective immunity against larval ascariasis is mediated by an intense innate
inflammatory response, characterized by the activation of eosinophils by IL-5 producing
innate lymphoid cells. These eosinophils are responsible to potentiate the innate
immunity, activating neutrophils, which produce IL-6 and MPO, increasing the lung
inflammation. This lung inflammation decreases the number of migrating larvae,
however causes tissue damage and fibrosis. To restore lung homeostasis, eosinophils
start to produce TNF and EPO, which are involved in the lung remodeling and repairing
after larvae migration. This hypothesis on the mechanisms of protection against larval
ascariasis was supported by the experiments of coinfection with VACV and A. suum.
The results revealed that the increase of lung inflammation induced by the airway
concomitant infection was responsible to reduce consistently the number of migrating

larvae through the lungs of coinfected mice. Taken together, the novel aspects of

viii



ABSTRACT

Ascaris infection presented here enabled a Dbetter understanding of the
immunopathological events during larval migration, providing insight for further studies

focused on immunization and immunoprophylatic assays.



INTRODUGAO GERAL

1. INTRODUCAO GERAL

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) formam um grupo de doencas
cronicas causadas por diversos agentes infecciosos (parasitos, bactérias, fungos e virus),
que acometem principalmente pessoas de baixo nivel socioeconémico residentes em
paises em desenvolvimento (Hotez, 2008). Estas doengas persistem endemicamente ao
longo das Gltimas décadas, inicialmente devido a um descaso politico geral em relacéo
ao mundo subdesenvolvido e, atualmente, devido a centralizacdo de investimentos
globais para o controle da AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida), tuberculose
e maléria (Feasey et al., 2010).

Dentre as principais DTN destacam-se as doencas parasitarias cuja distribuicao é
cosmopolita e, atualmente, estima-se que mais de um quinto da populagdo mundial,
cerca de 1,5 bilhdo de pessoas, esteja infectada por parasitos. Os principais paises
afetados s&o aqueles em desenvolvimento localizados na Asia, América Latina, Caribe e
Africa subsaariana (Hotez e Kamath, 2009). Nestas regides destaca-se como mais
prevalente parasito o geohelminto nematédeo Ascaris lumbricoides (Linnaeus 1758),
pertencente a ordem Ascaridida, familia Ascaridae, causador da ascaridiase humana.

Recentes estimativas do “Global Burden of Disease Study 2010” (GBD 2010)
indicam que aproximadamente 800 milhGes de pessoas estejam com ascaridiase em todo
o mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento da Africa subsaariana,
Ameérica Latina, China e leste asiatico (Hotez et al., 2014). Este parasito é considerado o
principal causador de doencas em areas de pobreza no mundo (Hotez et al., 2014). De
acordo com Hotez et al., (2008), aproximadamente 84 milhdes de pessoas estdo
infectadas e mais de 500 milhGes vivem em areas de risco em 27 paises da America

Latina. Na Africa subsaariana, aproximadamente 25% da populagio (173 milhdes de
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pessoas) esta infectada (Hotez, 2009) e, no sudeste asiatico, a prevaléncia é superior a
60%. Nos Estados Unidos, quatro milhdes de casos ja foram registrados, sendo
concentrados nos imigrantes de regides tropicais e subtropicais do globo (Murrell et al.,
1997). Na Europa, estudos realizados em adultos e criangcas demonstraram que existam
areas cuja prevaléncia pode variar de 1 a 69%, como a Albania e a Turquia,
respectivamente (Hotez et al., 2011).

A ascaridiase humana pode ser dividida em duas fases distintas caracterizadas
por aspectos bioldgicos especificos do agente etioldgico. A fase inicial, denominada de
ascaridiase larval ou aguda, é causada pela migracdo hepato-traqueal das formas larvais
do parasito. Esta primeira fase evolui para a fase crénica intestinal, causada pelos
vermes adultos.

A fase inicial larval da ascaridiase inicia-se poucas horas apds a infeccdo por via
oral pelo A. lumbricoides, por meio da ingestdo de ovos completamente embrionados,
que apresentam a larva infectante (L3) no seu interior. A eclosdo das larvas e,
consequentemente a liberacdo das larvas infectantes no Iimen intestinal do hospedeiro
marcam o inicio da fase aguda da doenca. Uma vez livres no intestino delgado, as larvas
infectantes migram e penetram ativamente na mucosa intestinal na altura do cdélon
proximal ou do ceco (Murrell et al., 1997). Em seguida, sdo carreadas até o figado pela
circulacdo portal e subsequentemente aos pulmdes, onde saem da circulagdo e migram
para o parénquima adjacente e atingem os espacos alveolares (Dold e Holland, 2011).

Essa migragdo das larvas pelas vias aéreas do hospedeiro, também conhecida
como Ciclo de Loss, é uma fase crucial para o ciclo de vida do parasito, mas ainda
pouco estudada. A falta de um diagnostico especifico para a ascaridiase larval, a

limitacdo ética em estudos envolvendo experimentacdo humana e a falta de um modelo
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experimental padronizado torna essa doenca uma grande incognita para a parasitologia
atual.

Como ocorre na maioria das infec¢bes helminticas, a migracdo pulmonar das
larvas de Ascaris spp., induz uma intensa resposta inflamatoria eosinofilica no local da
migracdo, produzindo uma gama de manifestacdes clinicas, como asma, dispneia,
broncoespasmos, tosse, febre e dor substernal, conhecida como sindrome de Loeffler
(Chitkara; Krishna, 2006, Hirakawa et al., 2009; Hoenigl et al., 2011). Essa resposta
pode levar a graves disturbios respiratorios nos individuos infectados. (Beaver, 1975;
Spillmann, 1975; Pawlowski et al., 1982). E importante ressaltar que a caracterizacio da
resposta inflamatdria e o papel dos eosinéfilos na ascaridiase pulmonar sdo temas desta
tese e serdo extensivamente abordados ao longo do trabalho, que se inicia com a
padronizacdo de um modelo experimental para possibilitar essa avaliacao.

Ao término da migracdo hepato-traqueal, as larvas sobreviventes as inUmeras
barreiras imunologicas - dentre elas: mucosa intestinal, resposta celular e humoral
periférica e inflamacdo hepatica/pulmonar - ascendem a arvore brénquica, passam pela
traqueia e movem-se para a faringe. Neste local, induzem um reflexo de tosse no
hospedeiro e sdo deglutidas novamente para o sistema digestorio onde se desenvolvem
para larva de quarto estadio L4. Em seguida, estas atingem o estagio de adultos e, no
intestino delgado, maturam-se sexualmente em machos e fémeas, iniciando a fase
intestinal da infeccdo que pode perdurar por varios anos (Dold; Holland, 2011,
Crompton, 2001).

Embora crbnica, € na maioria dos casos ndo letal e assintomatica para o
hospedeiro, a fase intestinal da ascaridiase apresenta uma consideravel importancia na
salde pablica. A forma grave da infeccdo, que afeta anualmente cerca de 8 - 15% dos

infectados, € restrita aos individuos com elevada carga parasitaria. Esta forma da doenca
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estd associada a um quadro de distensdo abdominal, de nauseas, de diarreias e pode ser
fatal devido a um quadro de obstrucdo intestinal pelos vermes adultos (Chan, 1997).
Todos os anos, este fendbmeno é responsavel por aproximadamente 20.000 mortes no
mundo (Khuroo et al. 1996).

Por outro lado, a infeccdo leve-moderada recorrente pelo A. lumbricoides é mais
frequente e esta associada a um retardo no crescimento linear assim como na funcéo
cognitiva (Dickson et al.,, 2000; O'Larcain e Holland, 2000). Além disso, pode
contribuir consideravelmente para a ma-nutricdo de criancas residentes em regides
endémicas (Crompton, 2001).

A morbidade da ascaridiase é estimada em 10.5 milhdes de anos de vida
ajustados por incapacidade, superando todas as outras geohelmintoses e a
esquistossomose (Chan, 1997 — indicativo do indice DALYs “disability-adjusted life
years”).

Ndo obstante da elevada endemicidade da doenca e dos inimeros danos
provocados pelo A. lumbricoides nos individuos infectados, desde a década de 1950
existe uma grande preocupacdo e discussdo cientifica envolvendo outro nematddeo da
mesma familia Ascaridae, denominado Ascaris suum Goeze (1882), causador da
ascaridiase suina. Ascaris suum apresenta uma elevada distribuicdo cosmopolita
(Fagerholm et al., 1988; Roepstorff et al., 1998) e a infeccdo com elevada carga
parasitaria em suinos influencia diretamente na salde e na performace desses animais,
resultando em perda na producdo e condenacdo do figado que, dependendo da
prevaléncia da infeccdo no rebanho, repercute em importantes perdas econémicas
(Stewart e Hale, 1988).

Para muitos pesquisadores, Ascaris lumbricoides e A. suum s&o considerados

macroscopicamente, morfologicamente, ¢ “biologicamente” indistinguiveis. Contudo,
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ao longo da histdria, esses nematddeos foram considerados espécies distintas, com base
em observacGes epidemiologicas, diferencas em infeccbes experimentais e
principalmente em distin¢cBes anatdmicas dos denticulos das céapsulas bucais (Sprent,
1952). Entretanto, a discussdo que considera essas espécies sinbnimas se fortaleceu a
partir de iniUmeras evidéncias do carater antropozoondtico de A. suum (Takata, 1951;
Anderson, 1995; Nejsum et al., 2005; Arizono et al., 2010; Nejsum et al., 2012), e do
potencial zooantropondtico confirmado de A. lumbricoides (Galvin, 1968). Com isso
essa proposta ganhou muita credibilidade quando Liu et al., em 2012, forneceram
evidéncias genéticas, a partir da analise de DNA mitocondrial, que A. lumbricoides e A.
suum possivelmente sdo a mesma espécie.

Atualmente, diversos estudos buscam elucidar a questdo de especiacdo dos
ascarideos A. lumbricoides e A. suum. Além disso, busca-se analisar o potencial de
transmissdo cruzada desses parasitos entre humanos e suinos. Existem relatos na
literatura que, em areas indenes para transmissdo de A. lumbricoides como o norte da
América do Norte e Dinamarca, humanos foram diagnosticados com ascaridiase. Apds a
investigacdo epidemioldgica, foi constatado que se tratava de uma infeccdo por Ascaris
suum, indicando que suinos sdo potenciais reservatorios para parasitos causadores de
infeccdes em humanos (Anderson, 1995; Nejsum et al., 2005). Faz-se entdo necessaria,
uma profunda analise dessa transmisséo para o desenvolvimento de novas intervencdes
e programas de controle da ascaridiase.

Estratégias para intervengdes profilaticas contra a ascaridiase humana séo
limitadas, uma vez que o sistema de educacdo em saude e saneamento basico nas
regides endémicas para a doenga sdo extremamente precarios, o que resulta em elevadas
taxas de reinfeccdo apos tratamento especifico (Jia et al., 2012). Somado a esse fator, o

diagnostico padrdo para a ascaridiase é limitante: até hoje continua baseado na deteccéo
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de ovos do parasito por meio de técnicas de concentracao dos exames parasitologicos de
fezes (Lutz, 1919; Hoffman et al., 1934, Ritchie, 1948). Tais métodos ndo diagnosticam
a fase larval da infeccdo e o individuo permanece infectado por aproximadamente 60
dias, periodo pré-patente da ascaridiase, até comecar a eliminar ovos nas fezes e ser
passivel de diagnostico. O diagndstico precoce durante esse prolongado periodo pre-
patente poderia prevenir que criancas infectadas desenvolvessem morbidades
relacionadas a infeccdo larval. Além disso, a ascaridiase larval induz sintomas
inespecificos, o que pode ser confundido com as manifestacfes clinicas de inumeras
outras infeccbes agudas. Por essa razdo, estudos sorolégicos e moleculares sdo
necessarios com o objetivo de desenvolver uma alternativa de diagndstico mais
sensivel, especifico, barato, eficaz para detectar a fase inicial da infeccdo, menos
laborioso e ser realizado em larga escala no campo. No entanto, ainda existe uma grande
negligéncia e lacuna no conhecimento sobre o proteoma e transcriptoma dos diferentes
estadgios evolutivos do Ascaris lumbricoides e Ascaris suum, 0 que atrasa
consideravelmente o desenvolvimento de novas técnicas profilaticas, como vacinas, e 0
desenvolvimento de novas ferramentas de diagndstico.

Com relacdo a resposta imunoldgica contra o A. lumbricoides em humanos, o
que se sabe € oriundo de estudos referentes a fase cronica da infeccdo. A ascaridiase
humana crénica é caracterizada por uma significativa eosinofilia periférica e tecidual,
baixa proliferacéo linfocitica e significativa modulagéo da resposta Th1l (IL-2 e IFN-y)
(Jackson et al., 2004). Alem disso, diversos estudos ressaltam o importante papel da
imunidade celular e humoral na resposta anti-helmintica desenvolvida pelo hospedeiro,
caracterizada principalmente pela participacdo de citocinas Th2 (IL-5, IL-4 e I1L-13) e
regulatérias (IL-10 e TGF-B), além de elevados niveis de IgE total e especifica (Palmer

et al., 1995). Foi demonstrado que a citocina IL-5 humana (importante mediador na
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resposta induzida por eosindfilos) apresenta uma forte correlagdo negativa com a
reinfeccdo a nematddeos gastrointestinais (Jackson et al., 2004), o que sugere que a
citocina IL-5 seja importante na fase inicial da infeccdo para a eliminacdo dos estagios
larvais do parasito e ndo quando ocorre o estabelecimento dos vermes adultos no
intestino do hospedeiro (Maizels e Balic, 2004).

Atualmente, sabe-se que o desenvolvimento das respostas Th2 e regulatéria
(Treg) nas infecgbes helminticas é concomitante com a modulacdo da resposta Thl
(Mendez et al., 2005; Fujiwara et al., 2006; Geiger et al., 2007), considerada crucial
para o0 controle imunoldgico de inumeras infeccBes virais, bacterianas ou por
protozodarios. Além disso, essas respostas podem induzir uma hiporresponsividade
inespecifica no hospedeiro capaz de reduzir a eficacia vacinal a patdgenos intra ou
extracelulares (Elias et al., 2001). Estudos imunoepidemiol6gicos sugerem que a
coinfeccdo por helmintos tem um grande potencial em influenciar o percurso de
infeccBes virais, ou por protozodrios, principalmente aqueles cujo prognostico
promissor depende de um balanco da resposta imune Th1l/Th2 (Borkow & Bentnich,
2002). Usando esses trabalhos como justificativa, e na tentativa de elucidar os
mecanismos imunopatoldgicos de como os helmintos alteram o percurso de infec¢bes
virais, a presente tese também discutird a influéncia da infeccdo por A. suum na
modulacéo da resposta imune da infec¢do causada pelo virus Vaccinia.

N&o obstante, diversos trabalhos apontam a importante influéncia das infecgdes
helminticas, principalmente a ascaridiase devido a sua predominante prevaléncia
mundial, na progressdo das manifestacOes alérgicas. As alergias sdo desordens
inflamatorias cujo desenvolvimento se deve a fatores ambientais, nutricionais e
genéticos (Santiago et al., 2011; Warner, 2007). A incidéncia das alergias nos centros

urbanos esta cada vez maior (0 que também & observado para o uso indiscriminado de
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antibioticos e anti-helminticos) e uma possivel explicacdo para tal fendmeno € a
hipdtese da higiene. Esta hipOtese sugere que a exposicdo das criancas a agentes
microbianos, dentre eles: os helmintos, durante a infancia, € fundamental para a
protecdo contra o desenvolvimento das doencas alérgicas (Liu & Leung, 2006).
Entretanto, o papel das infeccdes helminticas na hipdtese da higiene é intrigante e
merece ser elucidado. Atualmente, mais de trés bilhdes de pessoas em todo mundo,
estdo infectadas por helmintos ou sofrem de doencas alérgicas, tais como asma
brénquica, rinite alérgica, alergia associada a alimentacdo ou eczema (Pawankar et al.,
2012; Hotez et al., 2007). Uma caracteristica comum a estas duas condi¢des patoldgicas
é o0 desenvolvimento da resposta imunolégica do tipo 2 (Paul & Zu, 2010). Esta resposta
Th2 que confere protecdo nas infeccBes helminticas também exerce um importante
papel na fisiopatogénese das doencas alérgicas (Pulendran e Artis, 2012).

Cooper e colaboradores (2003) demonstraram que criancas residentes em regides
endémicas infectadas por helmintos apresentam menores riscos de manifestarem
alergias quando comparadas com crian¢as ndo parasitadas da mesma regido. Estudos
imunoepidemioldgicos sugerem que as infecgdes helminticas modulam a resposta de
doencas alérgicas por meio da producdo de IL-10 parasito-especifica e pelo aumento na
frequéncia de células T regulatorias (Metenou et al., 2010; Mitre et al., 2008;
Yazdanbakhsh et al., 2005). Por outro lado, outros estudos mostraram que a infecgédo
por helmintos gastrointestinais estd associada com o aumento da incidéncia de
manifestacdes alérgicas (Dold et al., 1998; Hunninghake et al., 2007; Palmer et al.,
2002). Além disso, Leonardi-Bee e colaboradores (2006) sugeriram em uma meta-
analise com 30 casos clinicos que a infeccdo pelo A. lumbricoides agrava os sintomas
clinicos de pacientes asmaticos. Uma relevante explicacdo para 0 aumento da incidéncia

das atopias devido as infec¢bes helminticas é a reatividade cruzada ja comprovada entre
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proteinas de helmintos e proteinas de alérgenos (acaros e baratas) (Caraballo e Acevedo,
2011; Santos et al., 2008). Acevedo e colaboradores (2009) demonstraram a reatividade
cruzada da Imunoglobulina E de pacientes asmaticos com a tropomiosina de Ascaris sp.
Embora a reatividade cruzada entre tropomiosinas tenha sido o principal alvo de estudo
na hipotese da higiene nos ultimos anos, diversas outras proteinas alergénicas tém
elevado grau de identidade com proteinas de Ascaris sp., as quais também podem ter
importante papel na sensibilizacdo cruzada (Santiago et al., 2012).

Diante o exposto, € notavel que trabalhar com ascaridiase nos dias atuais é algo
expressivamente necessario pelos diversos caminhos obscuros sobre a doenca que ainda
ndo foram elucidados. Sendo assim, essa tese de doutorado direcionada a ascaridiase e
aos agentes A. lumbricoides e A. suum, justifica-se pela relevancia epidemioldgica em
questdo e consequentemente pelos inUmeros impactos negativos na salde publica de
areas endémicas; pela falta de estudos relacionados aos eventos imunopatoldgicos da
fase larval da infeccdo devido a auséncia de um modelo experimental padronizado; e
pela necessidade de se compreender e elucidar a influéncia da infeccdo por Ascaris em
provaveis coinfecces.

Esses temas serdo abordados nesta tese em forma de trés capitulos descritos a

sequir.
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OBJETIVOS

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os eventos imunopatoldgicos da fase inicial da infeccdo por Ascaris spp.
com a finalidade de caracterizar a resposta imunoldgica protetora da infeccdo e
identificar as populacdes celulares e mediadores inflamatdrios envolvidos no controle e

patogénese da ascaridiase larval.
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CAPITULO 1

CAPITULO 1

Aspectos parasitologicos e imunoldgicos da ascaridiase larval

Publicado:

Gazzineli-Guimaraes et al. Parasitological and immunological aspects of early Ascaris

spp. infection in mice. International Journal for Parasitology 43 (2013) 697-706

(Anexo 1)
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1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Novos estudos relacionados aos aspectos bioldgicos da infecgdo por Ascaris spp.
certamente contribuiriam para o desenvolvimento de estratégias de profilaxia e
descobertas de novos alvos terapéuticos, que bloqueiem ou interrompam o
estabelecimento da infeccdo cronica. Entretanto, as limitacdes das técnicas atuais de
diagnostico, restritas a fase intestinal da doenca; somada a dificuldade de se avaliar in
situ a ascaridiase larval humana por questdes éticas e ébvias; e principalmente a falta de
modelos experimentais padronizados, tornam a ascaridiase larval desconhecida e
negligenciada.

Embora Ascaris sp. tem sido usado ao longo dos anos em modelos de roedores
(Massara et al, 1990; Slotved et al, 1998; Enobe et al, 2006; Lewis et al, 2006), os
aspectos imunopatolégicos da infeccdo experimental com este parasito ainda séo pouco
conhecidos. A utilizacdo de um modelo experimental murino para a infec¢do por
Ascaris spp., por exemplo, poderia ajudar no entendimento da infeccdo, uma vez que
este modelo murino pode fornecer informacGes detalhadas sobre a biologia da infecgédo
pelas larvas de Ascaris spp. Além disso, este modelo mimetiza os eventos bioldgicos
gue ocorrem na fase inicial da infeccdo nos hospedeiros naturais (Murrell et al, 1997;
Slotved et al, 1998).

Nesse contexto, o objetivo do primeiro capitulo desta tese foi aperfeigcoar a
padronizacdo do modelo experimental murino e caracterizar os aspectos parasitologicos
e imunologicos da fase inicial da infeccdo por Ascaris spp.. Objetivamos estudar a
infectividade de ovos embrionados em condigdes de cultura in vitro, bem como a

influéncia da idade do hospedeiro no desenvolvimento da infeccdo. Além disso,
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caracterizamos aspectos da imunopatologia da ascaridiase larval, com foco na resposta

imune celular e na histopatologia durante a fase pulmonar da infecgdo pelo parasito.

15



CAPITULO 1 MATERIAIS E METODOS

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Comité de Etica

A manutencéo e o uso de animais foram relizados em suma concordancia com as
recomendacdes do COBEA. O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética para
experimentacdo animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil.

Protocolo # 45/2012) (Anexo 2).

2.2.  Parasitos

Vermes adultos de Ascaris suum foram doados por um abatedouro de suinos
localizado na cidade de Belo Horizonte (Latitude: 19°51'57.09"S e Longitude
43°55'51.13"0), Minas Gerais, Brasil. Os vermes adultos de Ascaris lumbricoides
foram coletados em fezes de individuos infectados residentes em Belo Horizonte e
Januéria, cidades do estado de Minas Gerais, que expeliram os espécimes naturalmente
e doaram os mesmos para o estudo. Os vermes adultos fémeas foram mantidos em PBS
e levados para o Laboratério de Imunologia e Gendmica de Parasitos da Universidade
Federal de Minas Gerais para serem processados.

A identificacdo e comprovacgédo da espécie em questdo foram confirmadas pelo
uso de um conjunto de primers espécie-especifico desenvolvido pelo nosso grupo no
Laboratorio de Imunologia e Genémica de Parasitos e patenteados pela Universidade
Federal de Minas Gerais (Composicdo, Processo, Uso e Kit para identificacdo e

diferenciacdo molecular de duas espécies do género Ascaris — Anexo 3).
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2.3. Embrionamento dos ovos in vitro

O embrionamento dos ovos de A. suum foi realizado conforme descrito por Boes
et al. (1998), com algumas modifica¢fes. Os ovos foram isolados dos Uteros dos vermes
adultos fémea por maceracdo mecanica, purificados por filtragdo em telas de nylon 100
UM, colocados em garrafas de cultura com 50 mL de &cido sulfarico 0,2 M, na
concentracdo de 25 ovos/pL e, mantidos em estufas a 26°C por 400 dias (Eriksen,
1990). Durante a incubacgéo, as garrafas de cultura foram oxigenadas por agitacdo
manual trés vezes por semana. O embrionamento dos ovos foi avaliado por microscopia
Optica a cada 10 dias, e a partir da analise de trés contagens independentes de 10 pL de
suspensdo de ovos, foi calculado o percentual de embrionamento. A purificagéo e
embrionamento de ovos de A. lumbricoides foram realizados exatamente como descritos

para A. suum.

2.4. Teste de infectividade dos ovos

A infectividade dos ovos de A. suum foi avaliada em funcdo do tempo de
embrionamento, pela infecgdo experimental em camundongos BALB/c (oito semanas de
idade, machos) (Boes et al., 1998). A infectividade dos ovos foi avaliada a cada cinco
dias de cultura a partir do 20° dia até o 50° dia de embrionamento. Considerando estes
tempos, a infectividade dos ovos foi testada nas culturas de ovos com 100, 200, 300 e
400 dias de embrionamento. Para cada tempo de embrionamento, seis camundongos
foram infectados por via intra-gastrica, com 0,2 mL de suspensdo de ovos, contendo
2500 ovos embrionados, seguidos por 0,1 mL de agua para lavar os ovos remanescentes

na agulha de gavagem. Antes da inoculacdo, foi realizado um protocolo para o
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enriquecimento dos ovos totalmente embrionados com finalidade de garantir a eficacia
méaxima da infeccdo experimental. Os ovos de Ascaris spp. oriundos da cultura in vitro,
foram incubados com 5% de hipoclorito de sédio por 2 horas em estufas a 37° C, 5% de
CO, e posteriormente centrifugados a 400 x g por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, os
ovos ndo embrionados formaram um pellet e os ovos totalmente larvados ficaram no
sobrenadante. O sobrenadante foi coletado e os ovos lavados cinco vezes com PBS. O
hipoclorito de sddio dissolve a camada externa dos ovos, facilitando a eclosdo das
larvas.

Oito dias ap6s a infeccdo, os camundongos foram eutanasiados com dose letal de
anestésico (Cetamina 120mg/Kg e Xilazina 45mg/Kg). Os pulmdes dos animais foram
coletados, picotados com tesoura cirtrgica e colocados em um aparato de Baermann
modificado por Morais (1948), por 4 horas em PBS a 37°C. As larvas foram
recuperadas no pellet do aparato, fixadas em formalina 10% e quantificadas por

microscopia optica.

2.5.1. Infeccéo experimental

2.5.1. Influéncia da idade do hospedeiro na infeccéo inicial por A. suum

Para avaliar a influéncia da idade do hospedeiro na infeccéo larval por Ascaris
suum, foram utilizados 12 camundongos BALB/c (machos), sendo seis com oito
semanas de vida e 0s outros seis com 16 semanas de vida. Todos os animais foram
infectados por via intra-gastrica, por gavagem, com 2500 ovos embrionados em 150
dias em cultura com H,SO,. A carga parasitaria (medida usada para avaliar a influéncia

da idade do hospedeiro na infeccdo) foi avaliada baseada no ndmero total de larvas
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recuperadas nos pulmd@es dos animais apos oito dias de infecgdo, como descrito no item

2.3 deste capitulo.

2.5.2. Caracterizagdo da migracéo das larvas de A. suum em camundongos BALB/c

Oitenta e quatro camundongos BALB/c (oito semanas de idade, machos) foram
infectados exatamente conforme descrito no item 2.4.1. Seis camundongos foram
eutanasiados por dia, a partir do primeiro dia até o décimo quarto dia de infec¢do. O
namero de larvas no intestino grosso, figado, pulmédo e intestino delgado foram
quantificados para cada tempo de infecgéo, usando o aparato de Baermann modificado

(Morais, 1948) para recuperagdo das larvas, conforme ja descrito no item 2.3.

2.5.3. Comparacéao da infecgédo experimental por A. suum e A. lumbricoides

Foram infectados seis camundongos BALB/c (oito semanas de idade, machos)
por A. suum e seis camundongos BALB/c (oito semanas de idade, machos) por A.
lumbricoides, com a finalidade de avaliar se a padronizagdo da infecgdo experimental
por A. suum também € valida para a espécie A. lumbricoides. Dessa forma, a infec¢do
para ambas as especies foi realizada usando a metodologia padronizada anteriormente
para A. suum. Entretanto, devido a dificuldade de se obter vermes adultos e
consequentemente a menor disponibilidade de produzir ovos embrionados de A.
lumbricoides, a infeccdo por ambas as espécies foi realizada com 1000 ovos
embrionados ao invés de 2500 ovos embrionados como mencionado anteriormente. Em
seguida, foi comparada a carga parasitaria nos pulmdes dos animais apos oito dias de

infeccdo.
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2.6. Histologia do pulmdo de camundongos infectados por A. suum durante a

migracéo das larvas pelo drgéo

Dezoito camundongos foram infectados por A. suum conforme descrito no item
2.3. Destes, seis foram eutanasiados aos oito, seis aos dez e seis aos doze dias de
infeccdo. Para cada tempo avaliado, os pulmdes dos animais foram removidos e fixados
em solucdo de formalina tamponada 10%. Em seguida, os tecidos foram gradualmente
desidratados em etanol (70%, 90%, 100%), diafanizados em xilol e incluidos em blocos
de parafina. Os blocos de parafina foram cortados a 4-5 M de espessura e em seguida
corados com Hematoxilina e Eosina para avaliacdo das alteracGes histologicas
provocadas pela migracdo das larvas. A coloragdo por Tricromo de Masson também foi
realizada para a avaliacdo da deposicdo de fibras de colageno. Todas as imagens dos
cortes histoldgicos foram coletadas por um microscopio Gtico para a avaliagdo das
alteracOes histoldgicas induzidas pela migracéo das larvas de A. suum (Leica DM5000).
Seis camundongos BALB/c (oito semanas de idade, machos) ndo infectados, foram

usados como grupo controle.

2.7. Perfil de citocinas no pulméo de camundongos infectados por A. suum durante

a migracao das larvas pelo 6rgao

O perfil de citocinas Th1/Th2/Th17 foi avaliado nos pulmdes de camundongos
BALB/c (oito semanas de idade, machos), durante o processo de migracéo das larvas de
A. suum pelo o6rgéo. Vinte e quatro camundongos foram infectados conforme descrito

no item 2.3 e seis foram subsequentemente eutanasiados apds quatro, oito, dez e doze
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dias de infeccdo. Seis camundongos ndo infectados (tempo zero) foram usados como
grupo controle. As citocinas 1L-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-10 e IL-17A foram
quantificadas por citometria de fluxo usando o kit CBA Cytometric Bead Array (CBA —
BD Biosciences, EUA), e a citocina IL-5 foi quantificada pela técnica de ELISA (R&D
Systems, EUA). Basicamente, os pulmdes dos animais foram removidos nos diferentes
tempos e condigdes de infecgdo, macerados por um homogeneizador de tecidos (Power
Gen 125 — Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) em 1 mL de PBS suplementado com
inibidores de protease (0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 mM de cloreto de
benzeténio , 10 mM de EDTA e 20 KI de aprotinina A) e 0,05% de Tween 20. Em
seguida 0 homogenato de pulmao foi centrifugado a 8.000 x g durante 10 minutos a 4°C

e 0 sobrenadante foi utilizado para determinar a concentragéo das citocinas.

2.8. Perfil de citocinas sistémicas de camundongos infectados por A. suum durante

a migracéo larval

Para a avaliacdo do perfil de citocinas sistémicas na infecgdo larval por A. suum,
as citocinas intracitoplasméticas 1L-4, 1L-10, IFN-y, TNF-a ¢ TGF-B produzidas por
linfocitos T CD4" oriundos do bago dos animais, foram avaliadas por citometria de
fluxo.

Dez camundongos BALB/c (oito semanas de idade, machos) infectados por A.
suum conforme descrito no item 2.3 foram eutanasiados apos oito dias de infecgéo e dez
camundongos BALB/c (oito semanas de idade, machos) nédo infectados, foram usados
como grupo controle. Os bagos foram removidos dos animais em capela de fluxo
laminar e transferidos imediatamente para meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, EUA),

suplementado com soro fetal bovino 10%, L-glutamina 1,6% e antibidtico
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penicilina/estreptomicina 3% (Invitrogen, EUA). Para purificar os esplendcitos, 0s
6rgdos foram mecanicamente macerados e o produto da maceracao foi filtrado a 70 uM
(BD Falcon, EUA). Em seguida, os esplendcitos purificados foram incubados com
Brefeldina A (Sigma, EUA) por quatro horas e posteriormente os eritrocitos foram
lisados por solucdo de cloreto de amdnio 0,15 M por 10 minutos em temperatura
ambiente. Ap6s a lise, os esplendcitos (1 x 10°) foram lavados com PBS e incubados
com o anticorpo monoclonal de superficie CD4, conjugado com FITC (BD Biosciences,
EUA) por 30 minutos, ao abrigo da luz e temperatura ambiente. Apds a incubacéo, as
células foram lavadas com PBS-W (albumina sérica bovina — BSA 0.5% e azida sddica
0,1%) por 10 minutos a 400 x g. Em seguida foram permeabilizadas com PBS-P
(albumina sérica bovina — BSA 0,5%, azida sodica 0,1%e saponina 0,5%) por dez
minutos. Ap6s a permeabilizacdo, 1 x 10° esplenécitos purificados, marcados com
anticorpo de superficie anti-CD4 e permeabilizados, foram transferidos para tubos de
poliestirenos (BD, Biosciences, EUA), contendo anticorpos anti-IL-4, anti-IL-10, anti-
IFN-y, anti-TNF-a e anti-TGF-f conjugados com PE (ficoeritrina) (BD, Biosciences,
EUA) um anticorpo por tubo. As células foram incubadas por 30 minutos, ao abrigo da
luz. Posteriormente, as células marcadas foram lavadas com PBS-W e fixadas com
solucdo fixadora (paraformoldeido 10g/L, cacodilato de sédio 10,2 g/L, e cloreto de
s0dio 6.65 g/L) por 15 minutos a 4°C.

Em seguida, as células marcadas foram levadas ao citdmetro de fluxo FACScan
(BD Biosciences, USA) para a anélise funcional da populagéo de linfocitos T CD4+ dos
animais infectados e ndo infectados por A. suum. A andlise dos dados foi realizada pelo

programa Cell Quest Pro™ (BD Biosciences, EUA).

2.9. Andlise estatistica dos dados
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Para a analise estatistica dos dados gerados neste trabalho foi utilizado o
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc, EUA). Para verificar a distribuigdo dos
dados, foram utilizados os testes de Kolmogorov-Smirnov e o de Shapiro-Wilk. Para
avaliar as diferencas estatisticas do experimento de infectividade dos ovos de A. suum
em funcdo do tempo de embrionamento, foi realizada a anlise de variancia ANOVA
seguida do teste de comparacdo multipla Bonferroni. Para a avaliacdo das citocinas
teciduais e sistémicas entre os grupos, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido do
teste de comparacdo multipla Dunn. Teste T ndo pareado foi usado para determinar as
diferencas entre a influéncia da idade do hospedeiro para a infeccdo experimental de A.
suum e A. lumbricoides. A anélise de correlagdo entre a producédo de citocina no pulmao
com a migracdo das larvas pelo 6rgao foi realizada pelo teste de Spearman. As
diferencgas estatisticas foram consideradas existentes nesse estudo quando o valor de P <

0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Embrionamento in vitro de ovos de A. suum

O tempo de embrionamento dos ovos de A. suum foi avaliado in vitro, apos a
incubacdo com solugdo de H,SO4 0,2M por até 400 dias a 26° C (Fig. 1A). Como
mostrado na Fig. 1B, 0s ovos recém-recuperados a partir do Utero de fémeas adultas,
denominados de ovos decorticados devido a auséncia da membrana externa
mamilonada, formada por mucopolissacarideos, apresentavam no interior, uma massa
solida de células germinativas protegidas por duas camadas, a mais exterior formada
principalmente por quitina e a uma interior, impermedavel a dgua, por 25% de proteinas e
75% de lipideos.

No décimo dia de cultura, o indice de embrionamento dos ovos foi determinado
e ndo foram observados ovos completamente embrionados, embora tenham sido
observados os primeiros sinais de embrionamento, caracterizado por uma organizagdo
celular. Apds quatorze dias de cultura, j& foram observadas algumas larvas totalmente
formadas dentro dos ovos. No vigésimo dia, os resultados revelaram que 55,3% dos
ovos em cultura ja estavam totalmente embrionados. Curiosamente, o percentual de
ovos embrionados permaneceu proximo aos 50%, com pequena reducdo no indice de
embrionamento ao longo dos 400 dias de cultura (53,66% no 50° dia; 51,86% no 100°

dia, 45,82% no 200° dia, 42,33% no 300° dia e 40,26% no 400° dia de embrionamento).
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Figura 1: Embrionamento dos ovos de Ascaris suum em funcdo do tempo em
cultura com solucéo de acido sulfarico a 0,2M. (A) Percentual de ovos embrionados
in vitro apds 400 dias de cultura. (B) Embrionamento dos ovos de A. suum em

diferentes tempos de cultura.

3.2. Infectividade dos ovos de A. suum em fungdo do tempo de embrionamento in

vitro.

A infectividade dos ovos de A. suum foi avaliada por meio da taxa de
recuperacdo de larvas nos pulmdes de camundongos BALB/c (8 semanas de idade,

machos) infectados com ovos embrionados em diferentes tempos.
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Conforme demonstrado na Fig. 2, os ovos de A. suum tornaram-se infectantes a
partir do 35° dia cultura. Em seguida, a infectividade apresentou um aumento
significativo no 50° dia de incubacdo, e atingiu o pico da infecdo entre o 100° e 200°
dias. De forma interessante, a infectividade dos ovos reduziu significativamente apos

200 dias de cultura e retornou a praticamente zero com 400 dias de cultura.
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Figura 2: Infectividade dos ovos de Ascaris suum em fungdo do tempo de
embrionamento. A infectividade dos ovos de A. suum em funcdo do tempo de
embrionamento em cultura foi avaliada por meio da recuperacéo das larvas do parasito
nos pulmdes dos animais com oito dias de infecgdo. Camundongos BALB/c (8 semanas
de idade, machos) foram infectados com 2500 ovos embrionados com diferentes tempos
de embrionamento in vitro. Os dados representam a média + EM de larvas recuperadas
nos pulmdes de seis camundongos para cada tempo de embrionamento avaliado. As
diferencas estatisticas (P < 0,05) referentes aos diferentes tempos de embrionamento

estdo representadas por * no grafico.
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3.3. Influéncia da idade do hospedeiro na carga parasitaria

Apb6s padronizar o melhor tempo de embrionamento para a maxima
infectividade dos ovos de A. suum, a influéncia da idade do hospedeiro foi avaliada em
camundongos BALB/c ap6s oito dias de infecgdo. Os resultados revelaram que
camundongos com oito semanas de idade apresentaram um aumento significativo (P <
0.0001) no numero de larvas recuperadas nos pulmdes quando comparado com
camundongos com dezesseis semanas de idade (180.6 larvas x 51.5 larvas,

respectivamente) (Fig. 3).

P < 0.0001
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Figura 3: Influéncia da idade do hospedeiro na carga parasitaria de Ascaris suum.
Seis camundongos BALB/c (machos) com oito semanas de idade, e seis camundongos
BALB/c (machos) com dezesseis semanas de idade foram infectados com 2500 ovos
embrionados e a carga parasitaria foi avaliada pelo numero de larvas recuperadas dos

pulm@es dos animais apos oito dias de infeccdo. Os dados estdo apresentados pela
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média £ EM e as diferencas significativas entre as idades (P<0,05) estdo representados

pelo valor de P no gréfico.

3.4. O perfil de migragéo das larvas de A. suum

A migracdo completa das larvas de A. suum em camundongos BALB/c foi
avaliada por quatorze dias. Esse periodo inclui desde eclosdo das larvas no intestino,
migracdo hepato-traqueal, até o retorno das mesmas para intestino delgado. Nesta
ultima etapa de migracdo, as larvas sdo eliminadas, uma vez que o camundongo é um
hospedeiro nd&o permissivo para a fase intestinal crénica da infeccdo.
Consequentemente, vermes adultos de Ascaris sp. ndo desenvolvem e ndo maturam-se
neste modelo, como observado em humanos e suinos. Apos esta analise foi possivel
compreender a biologia e cronologia da infeccédo larval (Fig. 4): Nas primeiras 24 horas
apos a infeccdo, as larvas eclodidas foram encontradas no intestino grosso e algumas ja
foram encontradas no figado dos animais. Em seguida, a migracdo hepéatica aumenta
gradualmente e atinge o pico até o quinto dia de infeccdo. Apos esse periodo, a carga
parasitaria no figado diminui gradualmente até zero, no décimo dia da infeccdo (Fig 4A
e 4B).

A migragdo pulmonar em camundongos BALB/c iniciou-se a partir do terceiro
dia de infeccéo e atingiu o pico de migracdo no 6rgdo no sétimo e oitavo dias (Fig 4C).
Em seguida, a carga parasitaria nos pulmdes dos animais diminuiu gradativamente
chegando a zero no décimo quarto dia de infeccdo. Finalmente, larvas L4 foram
observadas no lumen do intestino delgado dos animais apos nove dias de infeccéo, e a

eliminacdo completa do parasito ocorreu no décimo quarto dia apés a infeccéo (Fig 4D).
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Figura 4: Caracterizagdo completa da migracdo das larvas de Ascaris suum em

camundongos BALB/c. Oitenta e quatro camundongos foram infectados com 2500

ovos embrionados de A. suum e seis animais foram eutanasiados diariamente entre o

primeiro e o décimo quarto dia ap0s a infec¢do. O numero total de larvas foi avaliado no

intestino grosso (A), figado (B), pulmdes (C) e no intestino delgado (D).

3.5. Comparacéao entre a infecgdo experimental por A. suum e A. lumbricoides

A padronizagdo da infeccdo experimental por A. suum em camundongos

BALB/c foi testada para especie A. lumbricoides, para avaliar a aplicacdo deste modelo

experimental para ambas as espécies. Nao foram observadas diferencas no padréo de

migracdo e recuperacdo das larvas de A. suum e A. lumbricoides nos pulmdes de

29




CAPITULO 1 RESULTADOS

camundongos com oito dias de infecgéo (16,2 larvas e 12,0 larvas, respectivamente (P =

1,000) (Fig. 5).
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Figura 5: Comparacédo entre infeccdo experimental por Ascaris suum e Ascaris
lumbricoides. A carga parasitaria pulmonar de seis camundongos BALB/c (8 semanas
de idade, machos) infectados por 1000 ovos embrionados de A. suum foi comparada
com a carga parasitaria pulmonar pela infeccdo de A. lumbricoides nas mesmas
condicdes. Os dados representam a média £ EM e o valor P referente a analise entre os

dois grupos esta apresentado no grafico.

3.6. Alteracdes histologicas do pulmdo de camundongos BALB/c durante a

migracdo das larvas de A. suum pelo 6rgao

A Figura 6 representa os resultados da analise histoldgica dos pulmdes de
camundongos BALB/c ndo infectados (Fig. 6A e B) e em diferentes tempos de infecgédo
por A. suum (Fig. 6C-M).

Os animais infectados por A. suum apresentaram um relevante aumento no
infiltrado inflamatorio no tecido pulmonar a partir do oitavo (Fig. 6C e D) até o décimo
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segundo dia de infeccdo (Fig. 6J-L), quando comparado com 0s animais controles.
Neutrofilos foram inicialmente e predominantemente observados no oitavo dia de
infeccdo e foram gradualmente substituidos por células mononucleares. Eosindfilos
foram observados a partir do décimo dia de infecgdo (Fig. 6G). No décimo segundo dia
de infeccdo, o infiltrado inflamatdrio foi mais evidente e formado principalmente por
células mononucleares (Fig. 6J), sendo a maioria macrofagos (Fig. 6L), e também por
eosindfilos (Fig. 6K). De forma interessante, larvas de A. suum foram observadas nos
espacos alveolares e dentro dos bronquiolos até o décimo dia de infec¢do (Fig. 6H).
Além disso, também foi observado um aumento gradual expressivo na deposicdo de
matrix extracelular (fibras colagenos) no tecido, a partir do oitavo de até o décimo

segundo dia infeccdo (Fig. 6E, I, M), em comparac¢do com animais controles.
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Figura 6: Andlise histologica dos pulmdes de camundongos BALB/c néo infectados
(Fig. 6A e B) e com diferentes tempos de infeccdo por A. suum (Fig. 6C-M). Os
cortes histolégicos foram corados por HE e Tricomo de Masson para a avaliacdo da
inflamacdo pulmonar e remodelamento/cicatrizacdo tecidual respectivamente. *
destacam as larvas nos espacos alveolares e bronquiolos e as setas indicam a infiltracdo

de eosinofilos em grande numero na inflamacao.
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3.7. Caracterizacao da resposta imunoldgica da ascaridiase larval experimental:

perfil de citocinas teciduais e sistémicas

O perfil de citocinas teciduais foi avaliado no homogenato de pulméo de
camundongos BALB/c, em diferentes tempos durante a migracdo das larvas de A. suum
pelo 6rgdo (4, 8, 10 e 12 dias ap6s a infec¢do) e de camundongos nédo infectados (Fig.
7). De um modo geral, os principais resultados demonstraram uma polarizacdo na
producdo de citocinas inflamatorias pela imunidade inata, com elevados niveis de IL-6,
TNF e IL-5 em relacéo ao grupo controle (Fig. 7A, C e E). Os niveis de IL-2, IL-4, IL-
10, IFN-y e IL-17A foram abaixo do limite de deteccdo do teste, indicando baixa ou
inexistente producdo dessas citocinas durante a migracao larval de Ascaris no pulméo.

Os animais infectados apresentaram, de forma interessante, uma alteracdo no
padrdo da citocina IL-6 durante a ascaridiase pulmonar (Fig. 7A). Niveis basais de IL-6
foram observados no pulméao no tempo zero e quatro dias apds a infecgdo (0.00 e 13.35
pg/100 mg de tecido, respectivamente). Entretanto, foi observado um aumento
significativo na producdo desta citocina no tecido pulmonar no oitavo dia de infecgéo
(145.47 pg/100 mg de tecido), seguido de uma ligeira diminuicdo ap6s dez dias de
infeccdo (111.92 pg/100 mg de tecido), porém ainda significativo em relacdo ao grupo
controle. Por fim, ao final da migracdo pulmonar, no décimo segundo dia de infeccao,
0s niveis de IL-6 ja diminuiram consideravelmente (47.65 pg/100 mg de tecido). A
analise de correlagdo demonstrou uma consistente e positiva relagdo (P = 0,016) entre
0s niveis de IL-6 no pulmdo de camundongos infectados, com o numero de larvas
presente no tecido, sugerindo que a producao de IL-6 nesta infeccdo seja dependente da

presenca da migracdo das larvas (Fig. 7B).
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Quando avaliado os niveis de TNF no pulmdo de camundongos infectados,
observou-se um aumento significativo na producéo desta citocina no décimo e décimo
segundo dias de infeccdo (36.54 e 150.75 pg/100 mg de tecido, respectivamente),
quando comparado com animais controles (Fig. 7C). Entretanto, devido a esse aumento
tardio de TNF nos pulmdes de camundongos infectados, ndo foi observado correlagéo
dos niveis dessa citocina com a presenca das larvas no tecido (Fig. 7D). Além disso, a
migracdo das larvas pelos pulmdes de camundongos BALB/c induziu um aumento
significativo nos niveis de IL-5 (P = 0.041) em compara¢do aos animais controles. Essa
diferenga ocorreu logo no inicio da migragdo pulmonar, no quarto dia ap6s a infeccéo,
quando as primeiras larvas atingem o 6rgdo (Fig. 7E). E devido a essa producédo precoce
de IL-5, ndo foi observada correlagdo desta citocina com o nimero de larvas de Ascaris

no tecido (Fig. 7F).
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Figura 7: Perfil de citocinas nos pulmfes de camundongos BALB/c durante a
migracdo das larvas de Ascaris suum pelo 6rgao. Os niveis de IL-6 (A), TNF (C) e
IL-5 (E) foram avaliados nos pulmdes de camundongos BALB/c infectados por A. suum
apos 0, 4, 8, 10 e 12 dias de infec¢do. Os niveis de IL-6, TNF e IL-5 (B, D e F,
respectivamente) foram também correlacionados com o ndmero total de larvas de A.
suum encontradas nos pulmdes apds 0, 4, 8, 10 e 12 dias de infeccdo. Os dados
apresentados nos graficos representam a média + EM. As diferencas estatisticas entre os
grupos estdo representadas nos graficos com os valores significativos de P: *P < 0,05,
**P <0,01 e ***P <0,001. Os valores de P e R, nos gréaficos representam a analise

estatistica da correlacao.
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Com relacdo ao perfil sistémico da resposta imune, observou-se que o0s
camundongos BALB/c infectados por A. suum apresentaram uma diminuicdo
significativa no nimero de linfocitos T CD4", quando comparados com os animais ndo
infectados (P = 0,0018) (Fig. 8A). Além disso, a andlise funcional dos linfocitos T
CD4", oriundos do bago, demonstrou que a infeccdo larval por A. suum induziu uma
diminuicdo significativa na frequéncia de células T CD4"IL-4" (P = 0,0033) (Fig. 8B) e
células T CD4"TNF-o" (P = 0,0132) (Fig. 8C) em comparagio com o grupo controle.
Os ndmeros de linfocitos T CD4'IFN-y" (Fig. 8D), T CD4'IL-10" (Fig. 8E) e T

CD4"TGF-B* (Fig. 8F) ndo sofreram alteragdes durante a ascaridiase larval.
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Figura 8: Perfil de citocinas sistémicas em camundongos BALB/c com ascaridiase
larval. O numero de linfocitos T CD4" oriundos dos bacos de dez camundongos
infectados com A. suum, no oitavo dia de infec¢do (A), bem como a producdo de IL-4
(B), TNF-a (C), IFN-y (D), IL-10 (E) e TGF-B (F) por essas células, foram avaliados
por meio da técnica de citometria de fluxo e os resultados comparados com os obtidos
pelo grupo controle. Os dados representam o valor da média £+ EM. As diferencas
estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo representados pelos valores P indicados nos

gréficos.
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4. DISCUSSAO

A utilizagdo de camundongos como um modelo alternativo para o estudo da
ascaridiase larval permitiu-se hoje uma melhor compreensdo da relagdo parasito-
hospedeiro (Enobe et al, 2006; Arizono et al, 2010), uma vez que 0s estudos sobre A.
lumbricoides em hospedeiros humanos sdo limitados devido a consideracdes éticas
(Dold e Holanda, 2011). A linhagem de camundongos BALB/c foi escolhida para o
presente estudo, em parte, porque tem sido frequentemente utilizada em estudos
bioldgicos relacionados a infeccdo por Ascaris, especialmente no estudo de alteracdes
imunolégicas induzidas por antigenos do parasito (Paterson et al., 2002) e 0s seus
efeitos de protecdo apds o desafio subsequente com larvas de A. suum (Tsuji et al, 2003;
Islam et al, 2005). No entanto, estudos voltados para a analise parasitoldgica e
imunopatoldgica em camundongos BALB/c infectados permanecem escassos. De fato,
estudos sobre a imunidade humoral da ascaridiase larval usando este modelo, ja foi
realizado (Crandall e Crandall, 1971), até mesmo recentemente, quando Enobe et al.
(2006) avaliaram a inducdo da inflamacdao das vias aéreas e hiperreatividade brénquica
durante a infeccdo experimental com o nematédeo. Entretanto, informacgdes adicionais
sobre a biologia do parasito ainda sdo necessarias.

Neste estudo, demonstramos que a cinetica da migracdo das larvas de Ascaris
spp. no figado e pulmdes de camundongos BALB/c foram semelhantes aos descritos
para esta linhagem por Lewis et al. (2006). No entanto, em contraste com o que é
descrito na literatura, a partir do nono até o décimo terceiro dia de infeccdo, a migragéo
das larvas foi observada no intestino delgado. Esta descri¢do permite que novos estudos
avancem principalmente sobre a imunidade de mucosa, 0 que permanece obscura para a

infeccdo larval por Ascaris spp. Além disso, observamos uma maior suscetibilidade nos
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animais de oito semanas de idade em compara¢do com animais mais velhos, o que
confirma que hospedeiros mais jovens sdo mais suscetiveis a infec¢do por Ascaris, 0
que também acontece para a infec¢do por A. lumbricoides em humanos (Holland, 2009).

N&o foram observadas diferencgas significativas na carga parasitaria ou padréo de
migracdo entre A. suum e A. lumbricoides na infeccdo experimental, sugerindo que o
método para a infeccdo experimental aqui descrito para A. suum, também pode ser
usado para A. lumbricoides. E com isso, essa abordagem poderia contribuir para a
resolucdo do intrigante debate taxondmico sobre os dois parasitos. De fato, 0s
percentuais de recuperacdo de larvas para as duas espécies em camundongos BALB/c
com oito semanas de idade, correspondeu ao que foi anteriormente observado por
Massara et al., (1990) usando camundongos heterogénicos infectados por uma cepa
brasileira de A. lumbricoides. Entretanto, em um estudo recente (Peng et al., 2012),
camundongos C57-BL/6 foram infectados com varios genotipos de Ascaris spp. da
China. Este estudo demonstrou diferengas nos padroes de migracdo e distribuicdo de
larvas em tecidos do hospedeiro, entre dois genotipos (um predominantemente de
origem humana e o outro derivado de um suino). Além disso, dependendo do gendtipo
do parasito, foram sugeridas peculiaridades sobre o desenvolvimento dos ovos.

Neste estudo, nds percebemos que a eclosdo, infectividade e/ou migracdo das
larvas do parasito no hospedeiro sdo dependentes do tempo em que 0s ovos de Ascaris
ficam em cultura. Apesar dos ovos de A. suum se tornarem infectantes a partir do
trigésimo quinto dia de cultura, uma maior infectividade foi observada entre o
centésimo e ducentésimo dia de cultura em H,SO,. Essa padronizacéo é extremamente
importante, uma vez que diferentes tempos de cultura para o embrionamento de ovos de
Ascaris tém sido utilizados para a infeccdo em modelos experimentais (Anderson, 1995;

Boes et al, 1998; Lewis et al, 2006), e certamente, o numero de larvas recuperadas e a
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resposta inflamatoria induzida pelo parasito podem ser afetados por esse parametro.
Nesse contexto, este resultado sugere que mais atengdo deve ser dada para o tempo de
embrionamento dos ovos na cultura, aos futuros estudos que projetem experimentos
relacionados a infecgdo por A. suum ou A. lumbricoides.

No presente estudo, também foi realizado uma avaliacdo da resposta imune
celular durante a ascaridiase larval, por meio da andlise conjunta da cinética da
migracdo das larvas, da histopatologia e da andlise das citocinas em diferentes tempos
de infeccdo e 6rgdos do hospedeiro. A primeira citocina produzida em niveis elevados,
quando comparados com animais controles, no pulméo de camundongos BALB/c
infectados por Ascaris suum foi IL-5. Curiosamente, na infec¢cdo murina por Toxocara
canis, outro ascaridideo, a producdo precoce e significativa de IL-5 foi observada no
cérebro dos animais no terceiro dia de infecgdo, como resultado da migracdo de larvas
(Hamilton et al., 2008). Estes autores sugeriram que esse aumento de IL-5 induzido
pelas larvas no cérebro resulta na infiltracdo de eosindfilos e sua subsequente
degranulagdo e liberagdo de mediadores toxicos (Bandeira-Melo e Weller, 2005;
Hamilton et al, 2008).

Na ascaridiase larval experimental, a producdo inicial da IL-5 pulmonar parece
estar associada com os eventos imunopatoldgicos iniciais induzidos pelas primeiras
larvas que atingem o 6rgéo a partir do terceiro e/ou quarto dia apos a infeccdo e com a
ativacdo da resposta imune protetora eosinofilo-dependente. Este resultado dos niveis
elevados de IL-5 tecidual no inicio da infeccéo larval, antes mesmo da possibilidade de
se estabelecer uma resposta Ty2, é surpreendente e dificil de explicar, porque
normalmente a fonte tipica desta citocina na infeccio helmintica sdo linfocitos T CD4",
como parte da resposta imune adaptativa (Artis, 2006). No entanto, a hipotese mais

interessante é que durante a migracdo larval pulmonar, a IL-5 pode ter sido originada a
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partir da resposta imune inata de células pulmonares residentes. Recentemente, alguns
estudos tém destacado o papel das populagGes de células inatas no desencadeamento da
imunidade do tipo 2. Maizels et al. (2012) discutiram o papel de células linfoides inatas
[(ILC — innate lymphoid cells) também denominadas nudcitos] como uma provavel
fonte de IL-5 no pulmdo durante a fase inicial de infec¢Bes helminticas. A hipotese
proposta entdo € que as larvas de Ascaris suum ao atingirem os pulmdes, induziriam a
producdo de citocinas denominadas de alarminas (IL-25 e IL-33) por células epiteliais,
as quais estimulariam as células linféides inatas em produzir citocinas do tipo 2,
principalmente IL-5 e IL-13 (Moro et al, 2010; Neill et al, 2010; Saenz et al, 2010).
Além disso, a migracdo de larvas de A. suum nos pulmdes do hospedeiro induzem
manifestacOes semelhantes aquelas observadas no broncoespasmo (asma) (Richards et
al., 1983) e recentemente tem sido observado em modelos murinos de asma alérgica que
células linfoides inatas pulmonares sdo também importante produtores de IL-5 e IL-13
(Klein Wolterink et al. de 2012). Nesse contexto, sem duvida, o papel das células
linféides inatas no estabelecimento da resposta imune da fase inicial de infeccGes
helminticas precisa ser elucidado. Além disso, existem outras evidéncias que a citocina
IL-5 também pode ser produzida por outras células das vias respiratérias, em particular,
0s mastdcitos (Bradding et al., 1994).

N&o obstante, ja foi demonstrado que que a citocina IL-5, que é encontrada em
niveis elevados nos hospedeiros infectados por helmintos durante a resposta imune Th2,
é a responsavel pela inducdo de eosinofilia (Behm e Ovington, 2000). De fato, no
presente estudo, muitos eosinofilos foram observados por meio da analise
histopatoldgica do pulmdo dos animais infectados por A. suum, apos 10 e 12 dias de
infeccdo. Este resultado corrobora com estudos anteriores que mostraram um maior

numero de eosinofilos circulantes no sangue periférico e aumento dos niveis de
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atividade de peroxidase eosinofilica (EPO) no pulméo de animais infectados por Ascaris
durante o fim da segunda semana de infeccdo (Enobe et al.,, 2006). De forma
interessante, inumeros estudos avaliaram a relacdo dependente de IL-5 com a resposta
eosinofilica protetora (Meeusen e Balic, 2000), incluindo Strongyloides venezuelensis
(Korenaga et al., 1991; Korenaga and Tada, 1994), Strongyloides ratti (Ovington et al.,
1998), Angiostrongylus cantonensis (Sasaki et al., 1993; Sugaya et al., 1997) e
Onchocerca lienalis (Folkard et al., 1996). Curiosamente, foi demonstrado em humanos
que a citocina IL-5 apresenta uma forte associacdo negativa com a reinfec¢do por
nematddeos gastrointestinais (Turner et al, 2003;. Jackson et al, 2004.). Este achado esta
de acordo com os estudos que sugerem o papel crucial da IL-5 na fase inicial da
infeccdo para eliminar a fase larval do parasito (Maizels e Balic, 2004).

Paralelo a interessante discussdo sobre o papel da IL-5 na ascaridiase aguda, o
presente trabalho demonstrou também uma correlacdo significativa entre o nimero de
larvas recuperadas e os niveis da citocina IL-6 nos pulm&es dos animais infectados.
Curiosamente, somada a essa correlacdo, o maior nimero de neutrofilos no infiltrado
inflamatorio foi observado no oitavo dia de infec¢do, que coincide exatamente com o
pico de migracdo das larvas de A. suum no pulmdo. Durante a resposta inflamatoria
aguda, os neutréfilos podem produzir IL-6 (Riedemann et al., 2004). IL-6 desempenha
um papel importante na regulacdo do trafego de neutrofilos (Fielding et al., 2008) e,
como resultado, pode regular a transicdo de neutrofilos para células mononucleares
durante a resposta inflamatoria por meio da mudanca do perfil da quimiocina IL-8 para
MCP-1 (Barnes et al., 2011). De fato, a citocina IL-6 induz a apoptose de neutrofilos e
por isso controla a acumulacéo de infiltrado inflamatdrio neutrofilico apds a resolugéo
da inflamacé&o aguda (Marin et al, 2002; McLoughlin et al, 2003). Além disso, IL-6 tem

propriedades pro-fibrogénicas e tem sido relacionada com o aumento da producdo de
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colageno pelos fibroblastos e de glicosaminoglicanos (Duncan e Berman, 1991; Mihara
et al, 1995.). Assim, o aumento na deposic¢do de fibras de coldgeno observada nos dias
oito e doze apds a infeccdo, também pode ser correlacionada com a producdo de 1L-6
durante a fase inicial da ascaridiase pulmonar.

Apo6s o influxo de neutréfilos para o tecido pulmonar, observou-se um aumento
do nimero de células mononucleares através da andlise histopatoldgica durante a
progressdo da infecgdo larval, o que poderia explicar o aumento observado nos niveis da
citocina TNF. De fato, ja foi demonstrado que estas células sdo uma fonte comum de
TNF (Tracey e Cerami, 1990), embora outros tipos de células, tais como eosindfilos e
células epiteliais, também estdo envolvidos na sua producdo nas vias aéreas (Finotto et
al, 1994;. Khair et al, 1994).

Em ensaios de imunizacdo, em que os antigenos de A. suum (AS24 kDa ou
AS16 kDa) foram administrados em camundongos BALB/c, observou-se um perfil
misto de resposta imune, caracterizado por elevados niveis de IL-2, IFN-y e IL-10, e
que esta poderia estar associada a uma protecédo parcial contra a infeccdo por A. suum.
(Oksanen et al, 1990;. Duncan e Berman, 1991). No entanto, no presente estudo, a
resposta imune induzida pela migracdo das larvas de Ascaris foi polarizada para um
perfil de resposta inflamatoria, caracterizada por niveis elevados de IL-6 e TNF-a,
seguido por uma modulagdo sistémica de linfocitos T CD4" que expressam a citocina
IL-4. Nossos resultados corroboram com os resultados de outros pesquisadores que
utilizando modelo murino de asma (camundongos C57BL/6 e B10.A), demonstraram
que a estimulacdo das células do lavado broncoalveolar de camundongos com extrato

bruto de A. suum induziu supressao da producéo de IL-4 e IL -5 (Lima et al., 2002).
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A imunomodulagéo dos linfécitos T CD4" sistémicos observada no oitavo dia de
infeccdo, poderia sugerir um padrdo de baixa reatividade celular induzida pelas larvas
de Ascaris spp. Este fendbmeno poderia contribuir para a sobrevivéncia do parasito
durante a fase de migracéo larval, considerada crucial para o estabelecimento da infegéo
cronica e persisténcia do parasito no hospedeiro. A regulacdo negativa da resposta
imune do hospedeiro também pode ser observada em outros modelos de nematédeos
intestinais, tais como: apoptose de células T CD4" (Chow et al, 2000; Gazzinelli-
Guimardaes et al, 2013); a modulacdo da resposta pré-inflamatdria induzida por sulfato
de sddio de dextran (DSS) (Cancado et al, 2011), e a ativacdo de células T regulatérias
(Treg) (Ricci et ai., 2011), todas induzidas pela excregédo/secrecdo de produtos do
metabolismo dos ancilostomideos.

Na ascaridiase humana experimental, a migracdo das larvas também induz
infiltracbes pulmonares substanciais, principalmente entre dez e quatorze dias ap6s a
infecgdo, caracterizadas por um intenso infiltrado eosinofilico tardio (Phills et al.,
1972). Por outro lado, Cooper et al. (2000) demonstraram que individuos infectados
cronicamente por A. lumbricoides, provenientes de areas endémicas, apresentam uma
resposta imune polarizada para o tipo 2. Este dado suporta a hipdtese de que a mudanca
no perfil da resposta pro-inflamatoria, para uma resposta Th2, ocorre no final da fase de
migracdo das larvas no tecido, ou talvez, logo apds o estabelecimento dos vermes
adultos no lumen intestinal do hospedeiro, caracterizando a infecgéo crénica.

Em concluséo, diante de todos os dados apresentados e discutidos, 0 presente
estudo fornece uma caracterizagdo detalhada sobre a imunobiologia da fase inicial da
infeccdo por Ascaris suum, possibilitando uma melhor compreensdo dos eventos

imunopatologicos que ocorrem durante a migragdo das larvas, principalmente pelos
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pulmdes do hospedeiro, contribuindo dessa forma para a elaboragcéo de novos estudos

voltados para ensaios de imunizacdo e imunoprofilaxia da ascaridiase.
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Avaliacdo da resposta imune celular, com énfase no papel dos eosinéfilos, na

ascaridiase larval.

Submetido:
Gazzinelli-Guimaraes et al. Eosinophils drive cellular innate immunity activation to
control helminth larvae migration and promote lung tissue remodeling by a TNF-

dependent pathway during Ascaris infection. Infection and Immunity. 1A1-D-14-00738.
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1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Eosindfilos sdo leucocitos multifuncionais que estdo envolvidos na patogénese
de diversos processos inflamatorios, incluindo infecgdes helminticas, doencas alérgicas,
inflamatorias intestinais e gastrointestinais (Gleich et al.,, 1984; Weller 1994;
Rothenberg et al.,, 1998; Rothenberg et al., 2006; Woodruff et al.,, 2011). Os
mecanismos de regulacdo da resposta imune relacionados aos eosinéfilos sdo inimeros,
incluindo apresentacdo de antigeno (Shi et al., 2000; MacKenzie et al., 2001) e
exacerbacdo da resposta inflamatdria através de sua capacidade de, quando ativados,
degranular uma gama de citocinas pré-formadas, quimiocinas, mediadores lipidicos e
proteinas granulares citotdxicas (Gleich et al., 1986; Weller, 1994; Walsh, 2001;
Rothenberg et al., 2006). Além disso, vérios fatores de crescimento e citocinas
expressos por eosinofilos tém sido implicados em promover remodelamento tecidual e
fibrose em doencas de vias aéreas (Levi-Schaffer et al., 1997; Kay et al., 2004; Luo et
al., 2005; Brightling et al., 2008).

Diversos estudos tém demonstrado que os eosinéfilos estdo associados com
resisténcia a infecgdo por helmintos (Kazura et al., 1980; Greene et al., 1981; Lee et al.,
1991; Venturiello et al., 1995; Rainbird et al., 1998; Galioto et al., 2006). Nestes
trabalhos, foi demonstrado que os eosinofilos atuam de forma independente ou em
conjunto com componentes da resposta imune humoral, como anticorpos ou sistema do
complemento; ou em conjunto com a resposta imune celular inata, como por exemplo,
com os neutrdfilos. Além disso, o papel anti-helmintico dos eosinofilos ja foi
comprovado para os diferentes estagios evolutivos dos helmintos, como por exemplo,

para as larvas de Trichinella spiralis (Lee et al., 1991; Venturiello et al., 1995), para os
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vermes adultos de Nippostrongylus brasiliensis e Heligmosomoides polygyrus (Behm
et al., 2000), e por fim, para as microfilarias de Brugia malayi (Simons et al., 2005).

Entretanto, o papel dos eosindfilos na ascaridiase larval ainda néo foi elucidado.
Com os resultados obtidos descritos no primeiro capitulo desta tese, ja foi possivel
entender que a migracdo das larvas de Ascaris suum. no pulmdo de animais
experimentalmente infectados, induz uma robusta resposta imunoldgica inata,
caracterizada por uma elevada producéo inicial de IL-5 (Gazzinelli-Guimaraes et al.,
2013). A provavel fonte desta citocina, embora ainda ndo comprovada para a
ascaridiase, parece ser células linféides inatas, como j& demonstrado para outras
infeccbes helminticas e doencas alérgicas (Klein et al., 2012). No caso da ascaridiase
aguda, as ILCs seriam ativadas pelas primeiras larvas que atingem o 6rgdo durante a
migracdo. Como mencionado anteriormente, a citocina IL-5 esta fortemente associada
com a infiltracdo de eosindfilos para o local da inflamacéo.

Também foi observado, que no oitavo dia da infec¢do, quando as larvas estdo no
pico da migragdo pulmonar, ocorre uma elevada producdo da citocina IL-6 que se
correlaciona positivamente com um influxo de neutréfilos para o foco inflamatério. E
posteriormente, quando as larvas comegam a sair dos pulmdes, e migrar para o intestino
delgado por meio das vias aéreas, o infiltrado neutrofilico € substituido por células
mononucleares, e principalmente por eosindfilos (Gazzinelli-Guimaraes et al., 2013). A
migragéo tardia destas células para o foco inflamatdrio coincide com o aumento gradual
da citocina TNF-a no tecido pulmonar (Gazzinelli-Guimaraes et al., 2013).

Diante o0 exposto e das inumeras perguntas elaboradas a partir dos primeiros
resultados obtidos neste trabalho, percebemos que para entendermos o0s eventos

imunopatologicos causados pela migracdo das larvas, seria de grande importancia
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avaliarmos o papel da resposta imune celular, com énfase na fungdo anti-helmintica e
anti ou pro-homeostatica dos eosindfilos na ascaridiase pulmonar.

Dessa forma, o objetivo deste capitulo foi avaliar o papel funcional dos
eosinofilos no controle da migragdo das larvas de A. suum, bem como, avaliar o papel
dessas células na patogénese da inflamagdo pulmonar provocada pela migracdo das
larvas no 6rgdo. Este estudo foi realizado por meio da infeccdo experimental murina, e a
funcdo destas células determinadas apds a infecgdo experimental em uma linhagem de

camundongos deficientes de eosindfilos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Comité de ética

A manutencéo e o uso de animais foram relizados em suma concordancia com as
recomendacdes do COBEA. O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética para
experimentacdo animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil.

Protocolo # 45/2012) (Anexo 2).

2.2. Parasitos

Os vermes adultos de Ascaris suum foram doados por um abatedouro de suinos
localizado na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Os ovos de A. suum
foram isolados dos Uteros dos vermes adultos fémeas por meio de maceragao mecanica,
purificados por filtracdo e colocados em cultura com solucéo de acido sulfarico a 0,2M,
como descrito por Boes et al. (1998). No 150° dia de cultura, pico de infectividade dos
ovos, de acordo com primeiro capitulo deste trabalho (Gazzinelli-Guimaraes et al.,

2013), os ovos foram usados para as infeccGes experimentais.

2.3. Camundongos

Para avaliar o papel dos eosinofilos durante a migracdo das larvas de Ascaris
suum por meio dos ensaios parasitologicos e imunopatologicos, foi utilizada a infecgdo
experimental em camundongos deficientes na diferenciacéo de eosinéfilos devido a uma
mutagdo no fator de transcrigdo GATA 1 (AdbIGATA, machos com oito semanas de
idade) e em camundongos BALB/c (machos com oito semanas de idade) como

background.
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2.4. Andlise parasitologica

Trinta camundongos BALB/c (machos, oito semanas de idade) e 30
camundongos Delta dbIGATA foram infectados por via intra-gastrica com 2500 ovos
embrionados de A. suum, incubados por 150 dias em cultura com H,SO,4 0,2M. A carga
parasitaria em ambos os grupos foi avaliada com base na recuperacéo total das larvas no
figado apds quatro dias de infeccdo, nos pulmdes apds oito dias de infeccdo, e no
intestino delgado, ap6s doze dias de infeccdo. Nesses tempos de infecgdo, 0s respectivos
6rgdos foram coletados, picotados com tesoura cirdrgica e colocados em um aparato de
Baermann por 4 horas em PBS a 37°C. As larvas foram recuperadas no pellet do

aparato, fixadas em formalina 10% e quantificadas por microscopia optica.

2.5. Analise hematoldgica

O perfil hematol6gico de camundongos BALB/c infectados por A. suum foi
avaliado durante a migragdo completa das larvas nos animais. A infeccdo foi realizada
conforme descrito no item 2.3 deste capitulo. Basicamente, 200uL de sangue foram
coletados por capilaridade, contendo EDTA, nos sinos retroorbitais de sete
camundongos BALB/c no momento da infeccdo e nos 26 dias seguintes. A contagem
global de leucdcitos foi realizada pelo contador automatico Bio-2900 Vet (Bioeasy,
EUA), e o percentual e nimero absoluto de eosinofilos foram determinados por
microscopia optica por meio do esfregaco sanguineo corado por Panético Réapido

(Laborclin, BRASIL)
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2.6. Analise imunopatoldgica do pulmdo de camundongos BALB/c WT e GATA

infectados, durante a migracao das larvas pelo 6rgéo

O perfil de citocinas Tyl/Ty2/Tul7 e as alteragbes histologicas foram
avaliados nos pulmdes de camundongos BALB/c WT e AdbIGATA, durante a migragéo
das larvas de A. suum pelo 6rgao em diferentes tempos (8, 10 e 12 dias ap0s a infec¢éo).
Camundongos BALB/c WT e AdbIGATA ndo infectados foram usados como grupo
controle (Tempo 0). Basicamente 30 camundongos BALB/c WT (machos, oito semanas
de idade) e 30 camundongos AdbIGATA (machos, oito semanas de idade) foram
infectados conforme descrito no item 2.4 deste capitulo, e foram eutanasiados e tiveram
os pulmdes removidos em diferentes fases da migracdo das larvas (n= 10 animais por
tempo de infeccéo). Os lobos direitos dos pulmdes foram usados para a quantificacéo de
citocinas e granulos citotoxicos (EPO e MPO), e os lobos esquerdos, para a
histopatologia.

Para a andlise do perfil inflamatério do lavado broncoalveolar (BALF)
durante a migracdo das larvas de A. suum pelos pulmdes, seis camundongos BALB/c
WT e seis camundongos AdbIGATA foram eutanasiados aos oito e 12 dias de infeccdo.
Animais ndo infectados foram usados como grupo controle (Tempo 0). BALF foi
coletado por lavagem intratraqueal de cinco mL de PBS contendo albumina sérica
bovina 0,3% (Sigma, EUA) e inibidores de protease (Mannheim, Alemanha). Em
seguida o lavado foi centrifugado 600 x g por 10 min e a quantificacdo das células

inflamatdrias foi realizada por microscopia éptica em camara de Neubauer.

2.6.1. Perfil de citocinas teciduais
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Para avaliar o perfil de citocinas teciduais, os lobos direitos dos pulmdes foram
pesados e 100 mg de tecido foram macerados por um homogeneizador de tecidos
(Power Gen 125 — Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) em 1 mL de PBS
suplementado com inibidores de protease (0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1
mM de cloreto de benzetonio , 10 mM de EDTA e 20 KI de aprotinina A) e 0,05% de
Tween 20. Em seguida 0 homogenato de pulméo foi centrifugado a 8.000 x g durante 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo das
citocinas. As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-10 e IL-17A foram
quantificadas por citometria de fluxo usando o kit CBA Cytometric Bead Array (CBA —

BD Biosciences, EUA).

2.6.2. Quantificacdo de peroxidade eosinofilica e mieloperoxidase

As enzimas peroxidase eosinofilica (EPO) e mieloperoxidase (MPQO) foram
quantificadas no homogenato dos pulmdes dos animais BALB/c e GATA durante a
migracdo das larvas pelo 6rgdo, conforme descrito por Strath e colaboradores (1985)
com algumas modificagbes. As producGes de EPO e MPO foram mensuradas para
avaliar a ativacao de eosinofilos e neutrofilos respectivamente, na ascaridiase pulmonar.

Ap0s a maceracao do lobo direto dos pulmdes, como descrito no item 2.6.1 deste
capitulo, o sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo das citocinas e o pellet
restante foi usado para a quantificacdo de EPO e MPO. Para o ensaio de EPO, apds a
lise dos eritrocitos, o pellet foi homogeneizado em HBSS + 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (Sigma, EUA) e congelado e descongelado trés vezes usando
nitrogénio liquido. O lisado foi centrifugado a 1500 x g, 4° C, por 10 minutos e em

seguida o sobrenadante usado para o ensaio enzimatico. Em placas de 96 pocos, foram

53



CAPITULO 2 MATERIAIS E METODOS

adicionados 75 uL do sobrenadante por poco, seguidos de 75 uL do substrato (1.5 mM
de OPD, 6,6 mM H,0O, em 0,05M de Tris-HCI, pH 8.0). Apds 30 minutos de incubacédo
em temperatura ambiente, a reacdo enzimatica foi interrompida pela adi¢éo de 75 uL de
H,SO, e a absorbéncia das amostras foi determinada a 492 nm.

Para o ensaio de MPO, apos a lise dos eritrécitos, o pellet foi homogeneizado em
200 uL de uma solugdo tampédo contendo NaCl 0,1M, NasPO, 0,2 M, Na,EDTA
0,015M, pH 4,7). Em seguida o pellet foi centrifugado a 1.500 x g, 4° C, por 10 minutos
e o sobrenadante descartado. O pellet foi novamente homogeneizado por uma solugéo
tampédo contendo NaPO, 0,05M, 0.5% de brometo hexadeciltrimetilamonio (Sigma,
EUA), e congelado e descongelado trés usando nitrogénio liquido. O lisado foi
centrifugado a 1500 x g, 4° C, por 10 minutos e em seguida o sobrenadante usado para o
ensaio enzimatico. Em placas de 96 pocos, foram adicionados 25 uL do sobrenadante
por poco, seguidos de 25 L do substrato (TMB + 1,6 mM de DMSO). Apo6s cinco
minutos de incubacdo em temperatura ambiente, foram adicionados 100 pL de H,0, 0,5
mM. Novamente ap6s cinco minutos de incubacéo, a reacdo enzimatica foi interrompida
pela adigdo de 100 pL de H,SO, 1M e a absorbéncia das amostras foi determinada a

450 nm.

2.6.3. Andlise histoldgica

Os camundongos BALB/c e AdbIGATA infectados foram eutanasiados aos oito,
dez e doze dias de infeccdo. Os lobos esquerdos dos pulmdes foram fixados em
formalina tamponada 10% (pH 7,2). Em seguida, os tecidos foram gradualmente
desidratados em etanol (70%, 90%, 100%), diafanizados em xilol e incluidos em blocos

de parafina. Os blocos de parafina foram cortados a 4-5 uM de espessura e em seguida
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corados com Hematoxilina e Eosina para avaliacdo das alteracBes histoldgicas
provocadas pela migracdo das larvas. A coloracdo por Tricromo de Masson também foi
realizada para a avaliacdo da deposicdo de fibras de colageno. Por fim, a coloragdo
polarizada por Picrosirio vermelho foi utilizada para a quantificacdo do processo
inflamatorio, deposicdo de fibras de coldgeno e para determinar o tipo de fibras de
colageno presente no tecido. Todas as imagens dos cortes histoldgicos foram coletadas
por um microscépio Otico (Leica DM5000). Dez camundongos BALB/c e dez
camundongos GATA (oito semanas de idade, machos) nédo infectados foram usados

como grupo controle.

2.6.4. Analise morfométrica

A quantificacdo do numero de células inflamatorias presente no tecido pulmonar
foi realizada por meio da analise morfométrica do pulmdo. Basicamente, a analise
morfométrica baseou-se em imagens de 15 campos randomicamente selecionados (area
total: 1.12x10° um?) dos cortes histoldgicos de uma lamina por animal. O infiltrado
inflamatdrio no pulmao foi quantificado pela contagem do nimero de nucleos presentes
nos cortes histoldgicos. A diferenca entre o nimero de nucleos presentes nos animais
BALB/c e GATA infectados em diferentes tempos, e 0 nimero de nucleos observados
nos animais controles determinou o nimero de células inflamatorias.

O estudo morfométrico da neoformacdo de fibras de colageno baseou-se na
analise de 20 campos randomicamente selecionados (4rea total: 1,5x10° um?) dos cortes
histolégicos de uma lamina por animal. A neoformacdo de coldgeno no pulméo,
indicativo de fibrose tecidual, foi quantificada pela diferenca entre a area de coladgeno
depositada nos pulmdes de animais BALB/c e GATA infectados em diferentes tempos,

com a area de colageno depositada nos animais ndo infectados. Os cortes histologicos
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foram visualizados em objetivas de 40x e as imagens foram digitalizadas por uma
microcAmara Leica DFC340FX, associada ao microscopio Otico Leica DM5000B.
Todas as imagens foram analisadas usando o software Leica Qwin V3 (Leica
Microsystems, Alemanha) do Laboratério de multiusuario do Nucleo de Pesquisas em

Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto.

2.7. Anélise estatistica

Para a analise estatistica dos dados gerados neste trabalho foi utilizado o
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc, EUA). Para verificar a distribuigdo dos
dados, foram utilizados os testes de Kolmogorov-Smirnov e o de Shapiro-Wilk. A
anélise de variancia ANOVA seguida do teste de comparacdo mdltipla Bonferroni
foram utilizados para avaliar as diferencas no ensaio de dosagem de EPO e MPO e a
andlise de variancia ANOVA seguida do teste de comparacdo mdultipla Tukey para a
analise morfométrica do tecido pulmonar entre os grupos avaliados. Para a avaliacdo
das citocinas teciduais entre os grupos, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido do
teste de comparacdo multipla Dunn. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi
utilizado para a andlise da avaliacdo da carga parasitaria entre camundongos BALB/c e
AdbIGATA. A andlise correlacdo foi realizada pelo teste de Spearman. As diferencas

estatisticas foram consideradas existentes nesse estudo quando o valor de P<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. A ascaridiase larval ¢ marcada por uma eosinofilia periférica e tecidual

Para avaliar o papel dos eosinofilos na fase larval da infeccdo por Ascaris suum
foi primeiro necessario confirmar a presenca destas células durante a migracdo das
larvas no modelo experimental. A eosinofilia periférica e tecidual foi quantificada na
circulagdo sanguinea por um contador hematolégico e pela morfometria histologica do
pulmao, respectivamente (Fig. 1). A analise do perfil hematoldgico de camundongos
BALB/c WT infectados, demonstrou que apds quatro dias de infeccdo, o numero
absoluto de eosindfilos circulantes ja se encontrava consideravelmente elevado em
relacdo aos mesmos animais no tempo 0 (475+315.7/mm?® eosinéfilos X 60 + 22.11
eosindfilos/mm?®). Além disso, o nimero de eosinéfilos aumentou significativamente
com a progressdo da migracdo das larvas nos animais, atingindo o pico de eosinofilia
periférica aos 14 dias de infeccio (3847+1620.62 eosindfilos/mm?, P=0.0079). Apé6s
esse tempo de infeccdo, o nimero de eosinofilos circulantes diminuiu gradativamente.
(Fig. 1A).

A eosinofilia tecidual também foi avaliada pela analise morfométrica dos cortes
histologicos de pulmdo de camundongos BALB/c WT infectados. A analise inicial
revelou um aumento significativo de eosindfilos no tecido no quarto dia de infeccéo
quando comparado com o0s animais controles (525 eosinofilos X 18+£3
eosin6filos/350pum? de tecido). Além disso, a eosinofilia tecidual também aumentou
significativamente e gradativamente com a progressdo da migracdo das larvas pelo
pulmao até o décimo segundo dia de infeccdo (137+13 eosin6filos/350um? de tecido)

(Fig. 1B).
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Figura 1: Quantificacdo de eosindfilos na circulacdo periférica e no tecido
pulmonar durante a ascaridiase larval. Para a contagem dos eosinofilos na circulacao
sanguinea (A), dez camundongos BALB/c WT (machos, oito semanas de idade) foram
infectados com 2500 ovos embrionados de Ascaris suum por via intragastrica. Os
eosinofilos foram quantificados diariamente até o 26° dia por um contador
hematoldgico. J& a analise morfométrica do tecido pulmonar (B) foi realizada aos
quatro, oito, dez e doze dias de infeccdo em 10 camundongos BALB/c WT (machos,
oito semanas de idade) para cada tempo. Dez camundongos ndo infectados foram
usados como grupo controle (tempo 0). Os dados estdo representados pelo valor da

média + EM.

3.2. A auséncia de eosindfilos esta associada com o aumento da carga parasitaria

na ascaridiase larval

Uma vez comprovada a eosinofilia periférica e tecidual, o préximo passo foi
entender o papel destas células durante a ascaridiase larval. Dessa forma, a capacidade
dos eosinofilos em controlar a carga parasitaria na ascaridiase larval foi avaliada pela
infeccdo experimental de camundongos BALB/c WT e camundongos deficientes em

eosinofilos (AdbIGATA). A carga parasitaria foi avaliada durante a migracao hepatica,
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pulmonar e intestinal das larvas, aos quatro, oito e doze dias de infeccdo
respectivamente. (Fig. 2). Os resultados demonstraram que o numero total de larvas foi
significativamente maior no figado, pulmdes e intestino delgado de camundongos
AdbIGATA, quando comparados com os animais BALB/c selvagens (570 + 40,2 larvas
X 402 + 50,0 larvas no figado, P=0,0051; 320 + 99,0 larvas X 171 * 83,0 larvas nos
pulmdes, P=0,0317; 3,92 + 0,9 larvas X 9,09 + 1,013 larvas no intestino delgado) (Fig.

2A,BeC).
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Figura 2: Analise parasitologica de camundongos BALB/c WT e AdbIGATA
durante a ascaridiase larval. O nimero total de larvas de A. suum foi avaliado no
figado apds quatro dias de infeccdo (A), nos pulmdes apos oito dias de infeccdo (B), e
no intestino delgado apos doze dias de infeccdo (C) em 10 camundongos BALB/c WT
(machos, oito semanas de idade) e 10 camundongos AdbIGATA (machos, oito semanas
de idade). Todos os animais foram infectados por 2500 ovos embrionados de A. suum
por via intragastrica. Os dados estdo representados pelo valor da média + EM. As
diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo representados pelos valores P
indicados nos graficos.
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3.3. Camundongos deficientes em eosinofilos apresentam uma importante reducéo

na resposta inflamatéria pulmonar durante a migragdo das larvas de A. suum

A migracdo das larvas de A. suum induz um relevante infiltrado inflamatorio
no pulméo de camundongos BALB/c WT a partir do oitavo dia de infec¢do, quando
comparados com animais ndo infectados. Este fendmeno se intensifica consistentemente
apos 12 dias de infecgdo (Fig. 3). Os neutrdfilos foram observados qualitativamente em
abundancia no tecido no oitavo dia de infeccdo, o que de acordo com o capitulo um
desta tese corresponde com o pico de migracdo das larvas no 6rgao. Por outro lado, ap6s
12 dias de infecgdo, o infiltrado inflamatdrio foi mais evidente e exudativo, porém
formado principalmente por células mononucleares e eosinofilos (Fig. 3B e C). Essa
observacdo pode ser comprovada pela analise morfométrica quantitativa do infiltrado
celular no pulméo de camundongos GATA. Os dados revelaram que a deficiéncia de
eosindfilos induziu uma diminuicdo significativa no nimero de células inflamatérias no
tecido apo6s 12 dias de infeccdo quando comparado com animais WT (330 + 20,23 X
484 + 95, respectivamente) (Fig. 3G). O mesmo padrdo de resposta foi observado na
analise quantitativa do lavado broncoalveolar de camundongos BALB/c WT e GATA
(Fig. 3H). Os camundongos deficientes em eosinofilos apresentaram uma relevante
diminuicdo no namero total de celulas inflamatorias no BALF em comparagdo com
animais WT, ap6s oito dias de infeccdo (1,2 + 0,3 x 10° células X 3,8 + 1,1 x 10°
células, respectivamente, P=0,0500), e ap6s 12 dias de infeccdo (7,5 + 1,9 x10° células

X 37,1 + 12,0 x 10° células, respectivamente, P=0.0442).
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Figura 3: Avaliacdo histologica e
morfométrica dos pulmdes de camundongos
BALB/c WT e AdbIGATA durante a
migracdo das larvas de A. suum pelo 6rgéo.
A histopatologia do pulmdo de camundongos
BALB/c WT (machos, oito semanas de idade)
foi analisada pela coloracdo HE ap0s oito dias
de infeccdo (A) e doze dias de infeccdo (B —
10x, C

-40x), e foi comparada com

camundongos  AdblIGATA  (machos, oito

semanas de idade) nos mesmos tempos de infec¢do (D, E e F, respectivamente). As setas apontam para os eosinéfilos nos cortes histolégicos. A

analise morfométrica do pulméo foi avaliada nos tempo zero, oito, dez e doze dias de infeccdo em ambos os grupos de animais. A linha

pontilhada representa o nimero basal de células no pulmao de animais ndo infectados (G). A analise da celularidade do lavado broncoalveolar foi

realizada nos tempos zero, oito, dez e doze dias de infeccdo em ambos os grupos de animais (H). Os dados estdo representados pelo valor da

média £ EM. As diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo representados pelos valores P indicados nos graficos.
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3.4. A auséncia de eosindfilos regula negativamente a ativacdo da resposta imune
celular inata na inflamagdo pulmonar causada pela migragdo das larvas de A.

suum

O papel dos eosindfilos na ativacdo da imunidade celular inata na inflamagéo
pulmonar foi indiretamente avaliado pela producdo da citocina IL-6 e do granulo
citotoxico MPO produzidos no pulmao de camundongos BALB/c WT e GATA durante
a migracao das larvas pelo érgdo (Fig. 4). Os principais resultados revelaram de forma
interessante que a auséncia de eosindéfilos resultou em uma diminuigdo significativa da
producdo de IL-6 no oitavo dia de infeccdo, produzida por neutréfilos/macréfagos, em
comparagdo com os animais BALB/c WT infectados (Fig.4A). Esse dado sugere que a
auséncia de eosinofilos influencia diretamente na ativacdo de neutrofilos e/ou
macrofagos. Essa hipotese é suportada pela significativa reducdo de MPO também
observada no pulmédo de camundongos deficientes em eosindfilos aos 8, 10 e 12 dias de

infeccdo, quando comparados com animais selvagens (Fig. 4B).
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Figura 4: Producédo de IL-6 e MPO nos pulmdes de camundongos BALB/c WT e
AdbIGATA durante a migracdo das larvas de A. suum pelo 6rgdo. Camundongos
BALB/c WT (machos, oito semanas de idade) e AdbIGATA (machos, oito semanas de
idade) foram infectados com 2500 ovos embrionados de A. suum e a producéo de IL-6
(A) e MPO (B) foi avaliada em diferentes tempos de infeccdo no tecido pulmonar.
Animais nédo infectados foram usados como grupo controle. Os dados estdo
representados pelo valor da média £+ EM. As diferencas estatisticas entre 0s grupos

(P<0,05) estdo representados por * (P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001).
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3.5. As producbes de TNF e peroxidase eosinofilica dependentes de eosinofilos
estdo elevadas durante a ascaridiase pulmonar e estdo associadas com o

remodelamento tecidual do pulméao apds a migracgéo das larvas

A imunopatologia da ascaridiase pulmonar foi avaliada durante 12 dias de
migracdo de larvas pelo érgdo. Como ja mencionado no capitulo 1 desta tese, € nos
resultados do capitulo 2, a migracdo das larvas de A. suum induz um influxo
significativo de eosindfilos para o pulméo no 10° e principalmente 12° dia de infeccao.
Dessa forma, é notdvel que este influxo ndo se correlacione positivamente com a
migracdo das larvas pelo 6rgdo (P=0.300, r=0.600), uma vez que a partir do décimo dia
de infeccdo, momento que os eosindfilos comegcam a aparecer em destaque no pulmao,
as larvas de A. suum praticamente ja deixaram o 6rgdo. Com isso, esse dado sugere que
esses eosinofilos tém outro importante papel no tecido pulmonar, além de simplesmente
controlar a carga parasitaria durante a ascaridiase larval.

De fato, a analise da imunopatologia demonstrou que o influxo de eosindfilos
para o pulmao esta associado positivamente com uma elevada produgdo de TNF e EPO
em camundongos BALB/c WT aos 10 e 12 dias de infec¢do. A producdo de TNF e EPO
dependente de eosindfilos foi comprovada pela anélise imunopatolégica do pulmao de
camundongos deficientes em eosinofilos, demonstrando que os camundongos GATA
ndo produziram nenhum desses mediadores inflamatorios durante a migracgéo das larvas

de A. suum pelo pulméo (Fig. 5A e B e Fig. 6A e B).
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Figure 5: Producdo de TNF nos pulmdes de camundongos BALB/c WT e
AdbIGATA durante a migracdo das larvas de A. suum pelo 6rgdo. Camundongos
BALB/c WT (machos, oito semanas de idade) e AdbIGATA (machos, oito semanas de
idade) foram infectados com 2500 ovos embrionados de A. suum e a producdo de TNF
(A) foi avaliada em diferentes tempos no tecido pulmonar. Animais ndo infectados
foram usados como grupo controle. Os dados estdo representados pelo valor da média +
EM. As diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo representadas por *
(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001). (B) Anélise de correlacdo entre a produgéo de
TNF no tecido pulmonar em diferentes tempos de infeccdo com a migracdo de
eosinofilos para o pulmdo. Os valores de P e R, no grafico a direita representam a

analise estatistica da correlacéo.
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Figure 6: Producdo de EPO nos pulmdes de camundongos BALB/c WT e
AdbIGATA durante a migracao das larvas de A. suum pelo 6rgdo. Camundongos
BALB/c WT (machos, oito semanas de idade) e AdbIGATA (machos, oito semanas de
idade) foram infectados com 2500 ovos embrionados de A. suum e a producdo de TNF
(A) foi avaliada em diferentes tempos de infeccdo no tecido pulmonar. Animais nao
infectados foram usados como grupo controle. Os dados estdo representados pelo valor
da média + EM. As diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo representados
por * (P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001). (B) Analise de correlacdo entre a
producéo de EPO no tecido pulmonar em diferentes tempos de infec¢do com a migragao
de eosinofilos para o pulmdo. Os valores de P e R, no gréfico a direita representa a

andlise estatistica da correlacéo.

Por fim, quando finalmente foi avaliado o papel dos eosinofilos no processo de
remodelamento tecidual do pulm&o pela analise histologica, foi observado que
camundongos GATA, deficientes em eosinofilos, falharam em restaurar a homeostasia
do tecido pulmonar apds a migragéo das larvas, evidenciada pela grande quantidade de
fibras colagenas ainda depositadas no tecido apos 12 dias de infeccdo, o que ndo mais
ocorria no pulméo dos animais BALB/c WT no mesmo periodo de infec¢do (P=0.020)

(Fig. 7, Painel A e B).
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A anélise da neoformacdo de colageno pela coloracdo polarizada de Picrosirio,
revelou que a matriz extracelular que ainda permanecia no pulméo dos animais GATA
apos 12 dias de infecgdo era formada por fibras colagenas do tipo 1 (Fig. 7 Painel C).
Esses resultados sugerem que os eosinofilos possivelmente promovem o remodelamento
da inflamacdo pulmonar causada por larvas de nematddeos por via dependente de TNF
e EPO, e que durante a cicatrizagdo/remodelamento do tecido, esses mediadores podem

estar associados com a degradagdo das fibras colagenas do tipo 1.
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Figura 7: Fotografia representativa da andlise da inflamacéo e fibrose pulmonar
durante a ascaridiase larval. Painel A: Remodelamento tecidual pela deposi¢do de
matrix extracelular no pulméo de camundongos BALB/c WT (A e B) e AdbIGATA (C e
D) aos oito e doze dias de infeccéo, evidenciada pela coloragdo por Tricomo de Masson
que cora as fibras colagenos em azul. Painel B: Anélise quantitativa da deposic¢do de
fibras de coldgeno em camundongos BALB/c WT e AdbIGATA em diferentes tempos
de infeccdo (oito, dez e doze dias). Os dados estdo representados pelo valor da média +
EM. As diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo representados pelos
valores P indicados nos gréficos. A linha pontilhada representa a deposi¢do de colageno
no pulmé&o de animais ndo infectados (Tempo 0). Painel C: A e B: Corte histoldgico do
pulmdo de animais BALB/c WT e AdbIGATA, respectivamente, com oito dias de
infeccdo, apresentando leves alteracdes histologicas com pouca deposicdo de fibras
colagenos. C: aumento consideravel de fibras colagenos no tecido dos animais BALB/c
WT apds dez dias de infeccdo. D: Intensa deposicdo de colageno no pulméo de
camundongos AdbIGATA ap6s doze dias de infecgdo. E, F, G e H: Anélise histologica
pela coloracdo de Picrosirio polarizado, destacando a predominéancia de fibras colagenos
do tipo 1 [coradas em vermelho (G e H)] no pulm&o dos animais de ambos 0s grupo
apos doze dias infeccdo e a predominancia de fibras coldgeno do tipo 3 [coradas em

verde (E e F) no pulmé&o dos animais apos oito dias de infeccéo.
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4. DISCUSSAO

Estudos sobre a imunobiologia da ascaridiase em suinos e humanos foram muito
importantes para a elucidacdo do papel dos eosinofilos nas infec¢bes helminticas
(Rhodes et al., 1982; Archer et al., 1985; Urban et al., 1988; Sugane, 1988; Helwigh et
al., 1999; Jungersen et al., 1999; McSharry et al., 1999; Enobe et al., 2006; Lewis et al.,
2007; Masure et al., 2013a, Masure et al., 2013b). No presente estudo, o papel dos
eosindfilos durante a fase inicial da infeccdo por Ascaris suum foi caracterizado,
utilizando um modelo de camundongos deficientes em eosinoéfilos.

Nossos principais resultados confirmaram um papel protetor dos eosinofilos
durante a ascaridiase larval uma vez que na auséncia dessas células verificou-se um
aumento significativo do nimero de larvas migrando pelo hospedeiro. Em paralelo, na
auséncia de eosinofilos verificou-se uma relevante reducdo na resposta inflamatdria
durante a migracdo pulmonar das larvas de A. suum, caracterizada inicialmente pela
diminuicdo do numero de células no infiltrado inflamatorio; diminuicdo da producédo de
citocinas inflamatorias e granulos citotoxicos, como IL-6 e MPO, respectivamente; e
pela diminuicdo da producdo de TNF e EPO no pulméo dos animais ap6s a migracao
das larvas pelo 6rgdo, o que posteriormente, foi indiretamente correlacionado com um
comprometimento do processo de remodelamento tecidual, caracterizado por elevados
niveis de fibras colagenos depositadas no pulmdo de animais GATA, quando
comparadas com animais selvagens.

Baseado nesses resultados nds tragcamos uma hipoOtese sobre o papel dos
eosinofilos na ascaridiase larval (Figura 8). Os eosinofilos desempenham um papel
fundamental no controle da infeccdo, reduzindo o nimero de larvas que migram pelo
hospedeiro, enquanto também sdo responsaveis por mediar o0 processo de

remodelamento e cicatrizacdo tecidual do pulmdo ap6s a migracdo das larvas pelo

71



CAPITULO 2 DISCUSSAO

0rgdo, a principio por uma via dependente da producéo de TNF e EPO. Por outro lado,
os eosindfilos também participam da regulacdo da resposta imune inata no tecido
pulmonar, ativando indiretamente a producdo de IL-6 e MPO, que resultam em
inflamacdo e asma. Dessa forma, a protecdo parcial da infeccdo por Ascaris e
restauracdo da homeostasia tecidual por vias dependente de eosindfilos sdo herangas de
uma intensa resposta inflamatdria que ocorre no pulmé&o, associada ao desenvolvimento
de asma. Essa hip6tese contribui para o melhor entendimento da ocorréncia periédica de
casos de pneumonites eosinofilicas e asma, observada em criancas e adultos da Arabia
Saudita e Africa do Sul expostos naturalmente e experimentalmente a larvas de Ascaris
lumbricoides (Gelpi et al., 1967; Phills et al., 1972; Joubert et al., 1979; Aderele et al.,

1982).
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Figura 8: Hipotese sobre o papel dos eosinofilos durante a ascaridiase larval. Os
eosindfilos desempenham um papel fundamental no controle da infeccdo, reduzindo o
numero de larvas que migram pelo hospedeiro, enquanto também sdo responsaveis por
mediar o processo de remodelamento e cicatrizacdo tecidual do pulméo apds a migragéo
das larvas pelo érgdo, a principio por uma via dependente da producdo de TNF e EPO.
Por outro lado, os eosindfilos também participam da regulacdo da resposta imune inata
no tecido pulmonar, ativando indiretamente a producédo de IL-6 e MPO, que resultam
em inflamacé&o e asma.

A habilidade dos eosin6filos em controlar a migracdo das larvas de nematddeos
tém sido extensivamente relatada na literatura nas Ultimas décadas, principalmente
durante reinfeccGes. E ndo existe davida que essas células possuem um papel crucial na

primeira resposta do hospedeiro frente a infeccdo levando a morte das larvas desses
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nematodeos (Kelley et al., 1964; Rhodes et al., 1982; Sugane et al., 1988; Eriksen et al.,
1992; Helwigh et al., 1999; Jungersen et al., 1999; Knott et al., 1997).

De fato, a elevada carga parasitaria durante a migracdo hepética e pulmonar
apresentada por camundongos deficientes em eosinofilos também sugere um papel de
resisténcia dessas células contra as larvas de Ascaris suum. Além disso, a associagdo da
carga parasitaria com a reducdo da resposta inflamatoria na auséncia de eosinofilos
indica que a inflamac&o pulmonar é fundamental na resisténcia do hospedeiro frente a
migracdo dessas larvas na primoinfeccdo. Entretanto, a importancia da imunidade de
mucosa intestinal e imunidade hepatica no controle da infeccdo priméaria também néo
devem ser descartadas, uma vez que os camundongos deficientes em eosinéfilos com
quatro dias de infecgdo apresentaram um aumento significativo no nimero de larvas que
migram pelo figado. Urban e colaboradores (1988), estudando a imunobiologia da
ascaridiase larval, propuseram a existéncia de uma imunidade intestinal protetora,
denominada de barreira pré-hepatica, que é responsavel em bloquear o acesso das larvas
a migracdo hepato-traqueal. Entretanto, muitos trabalhos ao longo dos anos focaram
seus objetivos nesta fase da resposta imune frente a infeccdo por Ascaris suum tornando
desconhecidos 0s mecanismos da patogénese da inflamagdo pulmonar e o papel do
6rgdo em controlar a migracdo do parasito.

Os dados obtidos nesta tese, até 0 momento, demonstraram que a inflamacao
pulmonar induzida por larvas de A. suum é caracterizada inicialmente por um intenso
influxo de neutrofilos para o foco inflamatdrio, que se correlaciona positivamente com o
pico de migracdo das larvas pelo orgao (oitavo dia de infecgédo), assim como, com uma
relevante producdo da citocina IL-6 e de MPO no 6rgéo. Paralelamente, com a evolucao
da migracdo das larvas, o nimero de eosinofilos na corrente sanguinea aumenta

significativamente, e o infiltrado inflamatorio neutrofilico € gradualmente substituido
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por um influxo de células mononucleares e eosinofilos para o pulméo (dez a doze dias
de infeg&o).

Foi observado, de forma interessante, que a auséncia de eosinodfilos diminui
consideravelmente o nimero de células inflamatérias no tecido pulmonar, assim como
no lavado broncoalveolar durante a migracéo das larvas pelo érgdo. Essa observacéo,
somada ao intrigante resultado que demonstra que a auséncia de eosinofilos modula
negativamente a producdo de IL-6 e MPO por outras células inflamatorias,
provavelmente neutrdfilos, sugere que os eosindfilos tém importante papel em ativar
indiretamente a resposta imune inata durante a migragdo das larvas de A. suum pelo
pulméo.

De fato, os papéis de IL-6 em induzir inflamagdo tecidual e de MPO matar
larvas de nematddeos sdo extensivamente relatados na literatura. IL-6 é uma citocina
pleiotrépica que atua na resposta imune mediada por antigenos e em reacdes
inflamatorias (Kishimoto et al., 2006). Gazzinelli-Guimarédes e colaboradores (2013)
observaram uma forte correlacdo entre a producdo de IL-6 no pulm&o com a migragédo
de larvas de A. suum pelo 6rgdo. Neste capitulo, foi observado, de forma interessante,
que camundongos deficientes em eosindfilos, apresentaram um aumento relevante no
namero de larvas que migram pelo pulméo e uma reducdo significativa da producédo de
IL-6 e na resposta inflamatoria tecidual, sugerindo que os eosindfilos estdo envolvidos
na sintese/secrecdo de IL-6 e que esta citocina participa na patogénese da inflamacao
pulmonar durante a ascaridiase larval. Nao obstante, MPO é o principal constituinte dos
granulos primarios dos neutrofilos (Moraes et al., 2006), que desempenham um
importante papel na atividade microbicida de fagocitos (Klebanoff et al., 2005).

Embora alguns estudos baseados em outros modelos de infe¢des por helmintos,

como Trichinella spiralis e Strongyloides stercoralis, suportarem o papel redundante de
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eosinofilos e neutréfilos no controle de larvas de nematddeos (Buys et al., 1984;
O'Connell et al., 2011), parece que na infecgéo inicial por Ascaris suum, esse padrdo de
compensacdo ndo ocorre, e 0os eosinofilos e neutrofilos desenvolvem um trabalho
colaborativo na morte das larvas. Essa teoria é suportada pelos resultados que
demonstraram que camundongos AdbIGATA apresentaram um comprometimento na
capacidade de controlar a migracgéo das larvas, que poderia ser explicado pela regulagdo
negativa da ativacdo de neutréfilos e outras células da imunidade inata. Neste contexto,
0 presente estudo sugere que os eosindfilos estdo envolvidos na ativacdo de células da
imunidade inata que resulta no desenvolvimento da resposta imune protetora da
ascaridiase larval.

Paralelamente, como mencionado anteriormente, os eosinéfilos passaram a ser
predominante no pulmé&o ap6s a migracdo das larvas pelo 6rgdo. Dessa forma, os niveis
de EPO produzidos por essas células foram insignificantes durante o pico da migracéo
das larvas pelo 6rgdo. Entretanto, a producdo de EPO por eosinofilos tem sido associada
com um dos mais importantes mecanismos no controle de larvas de nematddeos (Specht
et al., 2006; Hamann et al., 1990). Dessa forma, diante dos intrigantes resultados
obtidos, este estudo sugere que os eosinéfilos assim como EPO tém diferentes funcdes
na imunopatologia da ascaridiase larval.

Depois de demonstrar que os eosinofilos ativam indiretamente a imunidade
inata, e que estas outras células estdo associadas com o controle da migracdo das larvas
de A. suum, este estudo sugere que os eosinofilos podem apresentar dois papeéis distintos
durante a ascaridiase larval, devido a migracao e ativacdo tardia dessas células para o
foco inflamatorio. E possivel separar a sua funcédo pelos eventos que ocorrem durante a
migracdo das larvas pelo pulmao, e pelos eventos que ocorrem no pulméo apés este

processo. Esta hipdtese baseia-se nos dados obtidos da analise imunopatoldgica do
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pulmdo de camundongos deficientes em eosinofilos, indicando um importante papel
paralelo para estas células no remodelamento do tecido pulmonar ap6s a migracdo das
larvas.

E muito comum estudos associarem as infeccbes helminticas regulando a
inflamacdo das vias aéreas induzida por componentes alérgicos ou doencas cronicas.
No entanto, a caracterizacdo da inflamacg&o das vias aéreas induzida por helmintos ainda
ndo estd clara e deve ser elucidada. De fato, Enobe e colaboradores, (2006)
demonstraram que a migracdo de larvas de A. suum, em modelo murino, induz uma
grave inflamacdo das vias aéreas, caracterizada por hemorragia intra-alveolar, intenso
infiltrado inflamatdrio e relevante hiperreatividade bronquica. Este estudo corrobora
com esses resultados, e sugere que o influxo de eosinofilos para o pulmdo apos a
inflamag&o tecidual, € crucial para caracterizar a inflamagdo helmintica das vias aéreas
dependente de eosindfilos e seus granulos proteicos.

Em condi¢bes normais, a migragdo das larvas de A. suum em camundongos
BALB/c induz um aumento progressivo de eosindfilos na circulagdo periférica e no
tecido pulmonar, assim como a producdo de TNF e EPO dependentes de eosinofilos.
Esses fenbmenos estdo associados com um aumento da deposi¢do de matrix extracelular
no tecido e posteriormente com a restauragdo da homeostasia pulmonar. Entretanto, a
auséncia de eosindfilos e consequente falta de producdo de EPO e surpreendente
auséncia de TNF apresentados pelos animais AdblIGATA foram associadas com um
relevante aumento de fibras colagenos do tipo 1 depositadas no pulmao, apos a
migracao das larvas pelo 6rgdo. Esses achados sugerem que o remodelamento tecidual
na ascaridiase larval é caracterizada pela deposi¢cdo de matrix extracelular composta por
fibras colagenos do tipo 1, e a sua regulacdo é mediada por EPO e TNF dependente de

eosinofilos.
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Embora eosinofilos, TNF e EPO ja foram associados com o processo de
remodelamento tecidual em diferentes modelos, tais como inflamacéo das vias aéreas;
este é o primeiro relato na literatura que associam eosindéfilos e a dependente producéo
de TNF e EPO com o processo de remodelamento tecidual induzido por larvas de
nematddeos. Cheng e colaboradores (2012) revisaram que 0s eosinofilos estdo
envolvidos no processo de remodelamento tecidual e que TNF-a ja foi associada com a
ativacdo e proliferacdo de fibroblastos, hiperplasia de células epiteliais, hipertrofia e
contracdo da musculatura lisa e com atividade pro-angiogénese (Norrby et al., 2002;
Luo et al., 2005; Theiss et al., 2005; Brightling et al., 2008). Estes s&o 0s principais
fenbmenos que ocorrem durante o processo de remodelamento tecidual. Além disso,
eosindfilos produtores de TNF-a e seus papéis em desordens inflamatorias pulmonares
ja foram extensivamente discutidos na literatura. Kolobovnikova e colaboradores (2012)
demonstraram um aumento significativo de TNF-a produzidos por eosinofilos em
pacientes com tuberculose pulmonar. Além disso, Staphylococcus aureus tém sido
associado com o aumento da producdo de TNF-a por eosinofilos, com consequente
exacerbacdo da inflamacéao eosinofilica asmatica.

Recentemente, Gazzinelli-Guimaraes e colaboradores (2013), demonstraram que
a ascaridiase pulmonar induz relevante aumento de TNF no tecido, mas que esta
producéo nédo se correlaciona com o momento da migracdo das larvas do parasito pelo
orgdo. Neste estudo, varias evidéncias sugerem que a producdo de TNF no pulméo de
animais infectados € dependente de eosindfilo, tais como: forte e positiva correlagédo
entre a producdo de TNF com a migracdo de eosindfilos para o pulméo e a néo
producéo de TNF nos pulmdes de camundongos deficientes em eosindfilos.

Considerando o papel dos eosinofilos e TNF no remodelamento tecidual, ja foi

demonstrado que, em microambientes ricos em TNF, eosindfilos sdo importante fonte
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de metaloproteinases (MMP), especialmente MMP-9 (Kelly et al., 2012), as quais séo
enzimas proteoliticas que estdo envolvidas na degradacdo de matrix extracelular
(Lechapt-Zalcman et al., 2000). Agreen e colaboradores (1998) sugeriram que 0s niveis
de MMP-9 na fase inicial da inflamacdo prediz a quantidade de fibras colagenos
depositadas no tecido no processo de remodelamento tecidual. Damjanovic e
colaboradores (2011) demonstraram que a auséncia de TNF-a no pulmdo durante a
inflamagcdo pulmonar aguda pelo virus influenza H1N1, induziu um aumento
significativo na deposicéao de fibras colagenos no pulméo, exatamente como ocorreu no
presente estudo, para a ascaridiase larval.

Todos esses achados nos ajudam a explicar porque os camundongos deficientes
em eosinofilos apresentaram um relevante aumento na deposicao de fibras colagenos e
um consequente comprometimento no remodelamento tecidual do pulméo afetado pelas
larvas de A. suum. E torna-se possivel sugerir que a producdo de TNF dependente de
eosindfilos é crucial para promover o reparo tecidual da inflamagdo pulmonar causada
por larvas de nematddeos que migram pelo pulmao.

Diante de todo o exposto, os dados obtidos no presente capitulo, utilizando um
modelo experimental murino deficiente em eosinofilo, sugerem funcgdes adicionais para
estas células durante a ascaridiase larval, como o controle da carga parasitaria e a
promog¢do do remodelamento tecidual ap6s a migracdo das larvas de A. suum pelos
pulmdes de animais experimentalmente infectados. Essas fungdes adicionais também
podem ocorrer para as outras infegdes helminticas com ciclo pulmonar e dessa forma

sugere uma nova hipotese na evolucdo dos eosinéfilos na relacdo parasito-hospedeiro.
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Influéncia da ascaridiase larval na resposta imunoldgica de camundongos

concomitantemente infectados por Vaccinia virus

Submetido:

Gazzinelli-Guimaraes et al. The concomitant larval Ascaris sp. infection
downmodulates Vaccinia virus-specific immune response. Journal of Virology.

JVI103547-14. 2014.
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1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Conforme ja apresentado nos primeiros capitulos, a ascaridiase € considerada a
doenca mais prevalente nas areas de pobreza do mundo (Hotez et al., 2014). Nesse
contexto, a sobreposicdo geografica de areas endémicas para diversos patdgenos
humanos, frequentemente associam a ascaridiase com doencas concomitantes, como por
exemplo, aquelas causadas por virus: HIV (Fedaku et al., 2013; Roka et al., 2013; Tian
et al., 2012), HTLV-1 (Robinson et al., 1991); bactérias: Mycobacterium tuberculosis
(Li et al.,, 2014) e Vibrio cholera (Saha et al., 2008); protozoarios: Plasmodium
falciparum, P. vivax (Degarege et al., 2012; Abanyie et al., 2013; Mulu et al., 2013),
Leishmania sp. (Mengesha et al., 2014), Giardia duodenalis (Hagel et al., 2011),
Entamoeba histolytica/dispar (Gelaw et al., 2013); e inimeros helmintos parasitos
(Phongluxa et al., 2013; Sanchez et al., 2013).

Somado a isso, a potencial coinfeccdo com Ascaris sp. pode representar
importantes implicacbes para as estratégias de controle de doencas tropicais e
emergentes, uma vez que as infec¢bes helminticas tem a capacidade de modular
negativamente a resposta imunoldgica de doencas ndo associadas, e também podem
reduzir consideravelmente a eficacia vacinal para outras doencas (Elias et al., 2001;
Cooper et al., 2001).

A explicagdo para tal fenbmeno pode estar associada com o tipo de resposta
imunoldgica apresentada por individuos infectados pelo nematdédeo. A ascaridiase
humana é caracterizada por uma resposta imune T2 e regulatdria (Cooper et al., 2000;
Cooper et al., 2004), embora IL-6 e TNF-o parecem apresentar papel fundamental na
patogénese da inflamacdo pulmonar causada pela migracdo das larvas pelo o6rgao

(Gazzinelli-Guimardes et al., 2013). Além disso, sabe-se que o estabelecimento da
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resposta Ty2 especifica a helmintos, normalmente coincide com a modulacdo negativa
da resposta Tw1, considerada crucial para o controle e resolucdo de infecgdes virais.

Neste contexto, o objetivo do presente capitulo foi demonstrar, pela primeira
vez, 0 impacto da infeccdo concomitante por Ascaris suum e o virus Vaccinia virus
(VACV), com o intuito de compreender 0s mecanismos imunopatoldgicos de como 0s
helmintos influenciam o curso das infecgdes virais, 0s mecanismos de imunoregulagao
envolvidos durante a coinfecgéo e avaliar o papel da inflamagdo pulmonar induzida pelo
VACYV respiratorio no controle da migracdo de larvas de A. suum na fase inicial da
infeccdo.

A escolha do virus Vaccinia para o estudo da influéncia da ascaridiase larval no
percurso de infecgdes virais ocorreu devido ao grande interesse recente neste virus. O
Vaccinia virus € considerado uma vacina viva e foi extensivamente utilizado para
erradicar a variola no mundo. Atualmente, é amplamente usado como vetor para a
expressdo de genes de outros patdgenos e € considerado um dos melhores modelos para
se estudar a interacdo patdgeno-hospedeiro (Smith et al., 2013). Além disso, a infeccdo
intranasal por VACV afeta consistentemente o trato respiratério do hospedeiro,
induzindo uma inflamacdo aguda, caracterizada por um intenso infiltrado inflamatério
para o pulmdo, e por sua vez a ascaridiase larval também é caracterizada por uma
intensa inflamagéo das vias aéreas. Dessa forma, com esse modelo, seria possivel
avaliar o papel de um microambiente inflamatorio no controle da migragéo das larvas
do nematodeo. N&o obstante, em condi¢fes naturais, o Vaccinia virus é o agente
etiologico de uma zoonose emergente que afeta bovinos e humanos em inGmeras
regides do Brasil (Trindade et al., 2006), e 0 nimero de casos de humanos naturalmente
e acidentalmente infectados tem aumentado de forma consideravel (Megid et al., 2012;

Lewis-Jones et al., 2004).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Comité de ética

A manutencéo e o uso de animais foram relizados em suma concordancia com as
recomendacdes do COBEA. O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética para
experimentacdo animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil.

Protocolo # 45/2012) (Anexo 2).

2.2. Parasitos

Os vermes adultos de Ascaris suum foram doados por um abatedouro de suinos
localizado na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Os ovos de A. suum
foram isolados dos Uteros dos vermes adultos fémeas por maceracdo mecanica,
purificados por filtracdo e colocados em cultura com solucéo de acido sulfarico a 0,2M,
como descrito por Boes et al. (1998). No 150° dia de cultura, pico de infectividade dos
ovos, de acordo com primeiro capitulo deste trabalho (Gazzinelli-Guimaraes et al.,

2013), os ovos foram usados para as infeccGes experimentais.

2.3. Virus

Células de macacos verdes africanos (células BSC-40; ATCC, EUA) foram
usadas para a replicagdo do virus e titulagdo. A cultura de células foi estabelecida em
meio de cultura celular DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle medium) a 37°C,
suplementado com L-glutamina 2 mM e 5% soro fetal bovino (FBS, Gibco - EUA). A
cepa de Vaccinia virus utilizada neste estudo foi a cepa selvagem WR (Western

Reserve) (doada gentilmente pelo Dr. Bernard Moss, NIH/NIAID,EUA). O virus foi
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mantido e titulado em células BSC-40 cells. Antes do uso nas infeccdes experimentais,

os virus foram purificados por gradiente de concentragdo em solugéo saturada.

2.4. Camundongos e infecgdo experimental

Trezentos e quarenta camundongos BALB/c (machos, oito semanas de idade)
foram divididos em quatro grupos experimentais. Grupo um: 40 camundongos néo
infectados; grupo dois: 100 camundongos monoinfectados por Vaccinia virus WR,;
Grupo trés: 100 camundongos monoinfectados por Ascaris suum; Grupo quatro: 100
camundongos coinfectados, simultaneamente, por Vaccinia virus WR e Ascaris suum.

Para a infeccdo viral, os grupos dois e quatro foram previamente anestesiados
com injecéo intraperitoneal de 40 pL de Xilazina/Cetamina (10/75 mg/Kg). A infecgéo
viral foi realizada via inoculago intranasal de 1 x 10° PFU de VACV. Para a infecgio
helmintica, os grupos trés e quatro foram inoculados via intragéstrica com 2500 ovos
embrionados de A. suum, incubados por 150 dias em cultura com H,SO,4 0,2M. Animais
do grupo um foram submetidos as mesmas condices, entretanto o indculo foi realizado

com PBS e &gua filtrada respectivamente.

2.4.1.Quantificagdo da carga viral nos pulmdes de camundongos BALB/c

monoinfectados por VACYV e co-infectados por VACV e A. suum

Dez animais BALB/c (machos, oito semanas de idade) do grupo dois e dez do
grupo quatro foram eutanasiados ap6s quatro e oito dias de infeccdo, conforme descrito
anteriormente. Os pulmdes dos animais foram assepticamente removidos para a

quantificacdo da carga viral no Orgdo, pesados e armazenados a —80°C até o
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processamento. Os 6rgdos foram homogeneizados em nitrogénio liquido e o
homogenato pulmonar foi eluido em um mL de PBS. Em seguida, os homogenatos
foram congelados e descongelados (—80°/37°C) trés vezes e centrifugados a 450 x g a
4°C por 10 minutos. Os sobrenadantes foram coletados, sonicados e depois diluidos de
forma seriada em meio DMEM. Em seguida, as dilui¢des seriadas foram adicionadas a
monocamadas de células plaqueadas em placas de cultura de seis pogos, incubadas por
uma hora a 37°C e 5% CO,, e posteriormente, dois mL do meio foram adicionados em
cada poco plaqueado para mais 48 horas de incubacdo nas mesmas condicdes. Apos a
cultura, as células BSC-40 foram coradas com solucéo cristal de violeta (cristal de
violeta 0,5%, etanol 70% e paraformoldeido 1%) por 30 minutos. Apds a coloracdo, as
células foram lavadas e a quantificacdo viral foi realizada pela contagem das placas
virais formadas. O namero de placas virais foi multiplicado pelo respectivo fator de

diluicdo e convertido para a unidade p.f.u/g.

2.4.2. Avaliacdo da carga parasitaria

Trinta camundongos BALB/c (machos, oito semanas de idade) e 30
camundongos Delta dbIGATA foram infectados por via intra-gastrica com 2500 ovos
embrionados de A. suum, incubados por 150 dias em cultura com H,SO4 0,2M. A carga
parasitaria em ambos os grupos foi avaliada com base na recuperacao total das larvas no
figado apos quatro dias de infeccdo, nos pulmdes apos oito dias de infec¢do, e no
intestino delgado, apos doze dias de infeccdo. Nesses tempos de infec¢do, os respectivos
orgdos foram coletados, picotados com tesoura cirdrgica e colocados em um aparato de

Baermann modificado (Morais, 1948) por 4 horas em PBS a 37°C. As larvas foram
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recuperadas no pellet do aparato, fixadas em formalina 10% e quantificadas por

microscopia optica.

2.4.3. Avaliacdo da morbidade e mortalidade da coinfec¢éo por VACV e A. suum

A morbidade da coinfeccdo por VACV e A. suum ocorreu pela avaliagdo da
perda de peso dos animais monoinfectados e coinfectados. 10 animais BALB/c
(machos, oito semanas de idade) de cada grupo foram acompanhados ap6s a infec¢édo e
pesados diariamente durante 12 dias consecutivos no mesmo horério e condigdes. A
andlise foi realizada considerando o peso de cada dia de infec¢do, ao longo dos 12 dias
de avaliagéo, sobre o peso inicial antes da infeccdo (Tempo 0). Neste acompanhamento,

a mortalidade dos animais também foi avaliada nos grupos de estudo.

2.4.4. Perfil de citocinas sistémicas de camundongos coinfectados por VACV e A.

suum

Para a avaliacdo do perfil da resposta sistémica dos grupos de estudo deste
capitulo, a frequéncia de linfocitos T CD4" e T CD8", assim como a frequéncia de
citocinas intracitoplasmaticas IL-4, 1L-10, IFN-y, TNF-a e TGF-B produzidas por
linfocitos T CD4" oriundos do bago dos animais, foram avaliadas por citometria de
fluxo.

Dez camundongos BALB/c (oito semanas de idade, machos) de cada grupo
conforme descrito no item 2.4 foram eutanasiados apds oito dias de infec¢cdo. Os bacos
foram removidos dos animais em capela de fluxo laminar e transferidos imediatamente

para meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, EUA), suplementado com soro fetal bovino
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10%, L-glutamina 1,6% e antibiotico penicilina/estreptomicina 3% (Invitrogen, EUA).
Para purificar os esplendcitos, os 6rgdos foram mecanicamente macerados e o produto
da maceracdo foi filtrado a 70 uM (BD Falcon, EUA). Em seguida, os esplendcitos
purificados foram lisados por 10 minutos em solucdo de cloreto de amonio 0,15 M e
cerca de 1 x 10° células/pogo foram incubadas em cultura em placas de 24 pocos, na
presenca ou auséncia (controle ndo estimulado) de 1 x 10* particulas de VACV
inativadas, por 24 horas. Nas Gltimas quatro horas de cultura, Brefeldina A 10ug/mL
(Sigma, USA) foi adicionada nas células em cultura.

Ap06s a incubacdo, as células foram lavadas com PBS e incubadas com
anticorpos monoclonais de superficie CD4, conjugado com FITC (BD Biosciences,
EUA) e CD8, conjugado com PerCP (BD Biosciences, EUA) por 30 minutos, ao abrigo
da luz e temperatura ambiente. ApGs a incubacdo, as células foram lavadas com PBS-W
(albumina sérica bovina — BSA 0.5% e azida sodica 0,1%) por 10 minutos a 400 x g.
Em seguida foram permeabilizadas com PBS-P (albumina sérica bovina — BSA 0,5%,
azida sddica 0,1%e saponina 0,5%) por dez minutos. ApOs a permeabilizacdo, as
células, j& marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4 e anti-CD8, foram
transferidas para tubos de poliestirenos (BD, Biosciences, EUA), contendo anticorpos
anti-1L-4, anti-1L-10, anti-IFN-y, anti-TNF-o e anti-TGF-f conjugados com PE
(ficoeritrina) (BD, Biosciences, EUA) um anticorpo por tubo. As celulas foram
incubadas por 30 minutos, ao abrigo da luz. Posteriormente, as células marcadas foram
lavadas com PBS-W e fixadas com solugdo fixadora (paraformoldeido 10g/L,
cacodilato de sddio 10,2 g/L, e cloreto de sodio 6.65 g/L) por 15 minutos a 4°C.

Em seguida, as células marcadas foram levadas ao citdmetro de fluxo FACScan

(BD Biosciences, USA) para a anélise funcional da populagéo de linfocitos T CD4+ dos
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animais infectados e ndo infectados por A. suum. A analise dos dados foi realizada pelo

programa Cell Quest Pro™ (BD Biosciences, EUA).

2.4.5. Andlise imunopatoldgica do pulmdo de camundongos coinfectados por

VACYV e Ascaris suum

A andlise imunopatoldgica do pulmédo de camundongos dos diferentes grupos
avaliados baseou-se na analise histoldgica e no perfil de citocinas teciduais do pulmao
em diferentes tempos de infeccdo (quatro, oito, e doze dias de infecgdo). Foram
eutanasiados 10 animais de cada grupo e seus pulmdes foram removidos. Os lobos
direitos dos pulmdes foram usados para a quantificacdo de citocinas teciduais, e 0s

lobos esquerdos, para a histopatologia.

2.4.5.1. Perfil de citocinas teciduais

O perfil de citocinas Th1/Th2/Th17 foi avaliado nos pulmdes dos camundongos
dos diferentes grupos deste capitulo. Os pulmdes dos animais foram removidos nos
diferentes tempos e condigdes de infeccdo, macerados por um homogeneizador de
tecidos (Power Gen 125 — Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) em um mL de PBS
suplementado com inibidores de protease (0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1
mM de cloreto de benzeténio, 10 mM de EDTA e 20 KI de aprotinina A) e 0,05% de
Tween 20. Em seguida 0 homogenato de pulméo foi centrifugado a 8.000 x g durante 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-10 e IL-17A pela técnica de citometria de

fluxo usando o kit CBA Cytometric Bead Array (CBA — BD Biosciences, EUA).
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2.4.5.2. Andlise histoldgica e morfométrica do tecido pulmonar

Os lobos esquerdos dos pulmdes dos animais dos diferentes grupos deste
capitulo foram fixados em solucdo de formalina tamponada 10%. Em seguida, 0s
tecidos foram gradualmente desidratados em etanol (70%, 90%, 100%), diafanizados
em xilol e incluidos em blocos de parafina que foram cortados a 4-5 uM de espessura e
em seguida corados com Hematoxilina e Eosina para avaliagdo das alteragOes
histolégicas provocadas pela monoinfec¢do por A. suum, monoinfeccdo por VACV e
coinfeccdo por A. suum e VACV. A analise morfométrica baseou-se em imagens de 20
campos randomicamente selecionados (4rea 350 um? por amostra), em aumento de
400x, dos cortes histolégicos de uma lamina por animal. O infiltrado inflamatério no
pulmdo foi quantificado pela contagem do nimero de nlcleos presentes nos cortes

histoldgicos.

2.5. Analise estatistica dos dados

Para a analise estatistica dos dados gerados neste trabalho foi utilizado o
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc, EUA). Para verificar a distribuicdo dos
dados, foram utilizados os testes de Kolmogorov-Smirnov e o de Shapiro-Wilk. Para
avaliar as diferencas estatisticas do experimento de morbidade (variacdo do peso dos
animais), foi realizada a analise de variancia ANOVA pareada, seguida do teste de
comparagdo multipla Bonferroni. Para a avaliagdo da frequéncia de células T CD4" e
CD8", citocinas teciduais e sistémicas entre os grupos, foi utilizado o teste Kruskal—

Wallis seguido do teste de comparacdo multipla Dunn. Teste T ndo pareado foi usado
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para determinar as diferencas na anélise da quantificacdo viral e carga parasitéria entre
0s grupos. As diferencas estatisticas foram consideradas existentes nesse estudo quando

o0 valor de P<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. A migracgdo das larvas de A. suum induz uma grave morbidade/mortalidade

em animais concomitantemente infectados por Vaccinia virus

Para avaliar o impacto da ascaridiase larval em uma infeccao viral concomitante,
camundongos BALB/c foram infectados simultaneamente com ovos embrionados de A.
suum e particulas virais do VACV. Inicialmente a morbidade dos diferentes grupos
avaliados foi testada pela medicdo da variagdo do peso dos animais ao longo de 12 dias
de infeccdo em relagdo ao tempo O (Fig 1A). Os resultados revelaram que a
monoinfeccdo por VACV WR induziu uma significativa perda de peso nos animais a
partir do quarto dia de infeccdo, com o pico no sétimo e oitavo dia, quando comparados
com animais nao infectados e monoinfectados por A. suum. Além disso, a monoinfeccéao
por VACV foi responsavel pela mortalidade de 30% dos animais no oitavo dia de
infeccdo, aumentando para 40% no nono dia (Fig 1B). Quando avaliado o impacto da
migracéo das larvas de A. suum em animais infectados por VACV, os dados revelaram
que a infeccdo concomitante induziu uma reducgéo significativa no peso dos animais,
quando comparados com animais monoinfectados por VACV, no sétimo e oitavo dia,
que coincide com o pico de migracdo das larvas pelos pulmdes dos animais (capitulo 1
desta tese). Além disso, a co-infeccdo por A. suum e VACV elevou para 50% a

mortalidade dos animais no sétimo dia, aumentando para 70% no oitavo dia.
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Figura 1. Avaliagcdo da morbidade e mortalidade de camundongos néo infectados,
monoinfectados por VACV, monoinfectados por A. suum e coinfectados por VACV
e A. suum. (A) A morbidade foi avaliada pela variacdo do peso de 10 animais BALB/c
de cada grupo, ao longo de doze dias de infeccdo, em relacdo ao peso inicial no
momento da infeccdo (100%). Os dados estéo representados pelo valor da média = EM.
As diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo representados por * (P<0,05),
** (P<0,01) e *** (P<0,001). (B) Avaliagdo da mortalidade dos mesmos animais

analisados quanto a morbidade da coinfeccao.
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3.2. A migracao das larvas de A. suum aumenta significativamente a carga viral de

VACYV nos pulmdes de animais co-infectados

A hipotese que poderia explicar por que a ascaridiase larval potencializa a
doenca causada pelo VACYV, seria que a infeccdo helmintica favorece a replicacao viral
em hospedeiros coinfectados. Neste contexto, a carga viral foi quantificada nos pulmdes
de camundongos coinfectados e comparada com a respectiva infeccdo em animais
monoinfectados. Dessa forma, a andlise dos dados revelou que camundongos
coinfectados por VACV e A. suum apresentaram um aumento significativo da carga
viral nos pulmdes ap6s quatro e oito dias de infeccdo, quando comparados com animais
monoinfectados por VACV (1,6 x10* p.f.u/g X 2,3 x 10® p.f.u/g; 2,5 x 10* p.f.u/g X 3,7
x 10° p.f.u/g, P=0.0095, respectivamente) (Fig. 2). A anélise dos pulmées de animais

ndo infectados e monoinfectados por A. suum revelou auséncia de virus.
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Vaccinia virus Coinfecgao
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3.3. A ascaridiase larval modula negativamente a resposta imune especifica ao
VACV

Com o objetivo de compreender como a migracdo das larvas de A. suum
contribui para aumentar a carga viral durante a coinfeccéo, a resposta imune sistémica
dos animais dos diferentes grupos foi avaliada, com énfase na resposta Tyl, Ty2, e
regulatéria. A frequéncia das citocinas intracelulares foi avaliada no contexto ex vivo e
também apds estimulacao in vitro com particulas inativadas do VACV.

Inicialmente, a analise da frequéncia das populagdes de linfécitos T CD4" dos
diferentes grupos revelou que camundongos monoinfectados por A. suum apresentaram
uma reducdo significativa destas celulas, quando comparadas com 0s animais nao
infectados, a qual retornou aos niveis basais na coinfec¢do pelo VACV (Fig. 3). Além
disso, a andlise revelou de forma interessante, que camundongos coinfectados
apresentaram uma reducdo significativa na frequéncia de linfocitos T CD8" quando

comparados com animais monoinfectados por VACV (Fig. 3B).
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Figure 3: Frequéncia de linfocitos T CD4" e linfocitos T CD8 * em camundongos
ndo infectados, monoinfectados por VACV, monoinfectados por A. suum e
coinfectados por VACV e A. suum. A frequéncia de células T CD4" (A) e células T

CD8" (B) oriundas do baco de 10 camundongos BALB/c de cada grupo, no oitavo dia
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de infeccdo, foi avaliada por citometria de fluxo. Os dados estdo representados pelo
valor da média £+ EM. As diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo
representadas por * (P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001).

Para a analise do perfil funcional das células T CD4", as citocinas intracelulares
IFN-y, TNF-a, IL-4 IL-10, TGF-B foram avaliadas (Fig. 4). A analise ex vivo
demonstrou que camundongos monoinfectados por VACV apresentaram um aumento
na frequéncia de células T CD4'IFN-y* quando comparados com animais nio
infectados. Entretanto, a coinfeccdo por A. suum parece modular consideravelmente
essa resposta, uma vez que reduziu significativamente a frequéncia desses linfécitos T
CD4"IFN-y* em comparagio com animais monoinfectados pelo virus. (Fig. 4A).

Outro resultado que suporta a ideia de modulagédo da resposta imune foi que as
células de camundongos monoinfectados por VACV, quando estimuladas in vitro por
particulas virais inativadas, foram capazes de responder, induzindo um aumento na
producdo de IFN-y. Entretanto a mesma estimulagdo antigénica ndo foi capaz de ativar
as células de camundongos coinfectados por A. suum e VACV.

Os animais coinfectados também apresentaram um aumento na frequéncia de
linfocitos T CD4"TNF-a *, quando comparados com animais monoinfectados por A.
suum (Fig. 4B), e por fim, a coinfeccdo modula significativamente a producao de IL-10

pelos linfocitos T CD4" em comparagdo com a monoinfeccdo por VACV (Fig. 4D).
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Figura 4: Frequéncia de citocinas Tyl, Tu2 e
regulatérias em linfécitos T CD4" de camundongos n&o
infectados, monoinfectados por VACV, monoinfectados
por A. suum e coinfectados por VACV e A. suum. A
frequéncia de células T CD4*IFN-y* (A), TNF-a" (B), IL-4"
(C), IL-10" (D), TGF-B* (E) oriundas do baco de 10
camundongos BALB/c de cada grupo, na auséncia (media) e
presenca de estimulagdo in vitro (VAC), foi avaliada por
citometria de fluxo. Os dados estéo representados pelo valor
da média £ EM. As diferencgas estatisticas entre 0s grupos
(P<0,05) estdo representadas por * (P<0,05), ** (P<0,01) e

*x% (P<0,001).
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3.4. As células inflamatorias e o perfil de citocinas no tecido pulmonar estdo

alterados durante a coinfecgdo por A. suum e VACV

Ap06s demonstrar que a resposta imune sistémica de camundongos infectados por
VACV é modulada negativamente durante a coinfec¢do por A. suum, o prOXimo passo
foi avaliar o perfil da resposta imunoldgica no foco inflamatdrio. Neste contexto, a
imunopatologia dos pulmdes dos animais dos diferentes grupos foi avaliada com base
na analise do influxo de células inflamatdrias para o pulmao e da producéo de citocinas
no tecido (Fig. 5 e 6).

A anélise morfométrica demonstrou que a monoinfeccéo por VACV induziu um
aumento significativo no influxo de neutrofilos e macrofagos para o pulméo a partir do
quarto dia de infecgdo (Fig 5A e D). Esse trafego inicial de neutrdfilos e macréfagos é
acompanhado por um gradual e relevante influxo de linfocitos para o tecido até o
décimo segundo dia de infec¢do, quando comparado com animais controles (Fig. 5C).
Por outro lado, a analise dos pulmdes de animais coinfectados demonstrou que a
migracdo larval contribui consideravelmente para exacerbar o influxo de celulas
inflamatorias para o tecido pulmonar, o qual apresentou um aumento significativo no
namero de neutréfilos e linfocitos durante a migracao das larvas (4 a 12 dias apds a
infeccdo), em comparagdo com animais monoinfectados por VACV. Alem disso, como
esperado, a ascaridiase larval induziu um aumento significativo no nimero de
eosinofilos nos animais monoinfectados por A. suum, quando comparados com animais
controles e monoinfectados por VACV, o que também foi observado nos animais

coinfectados (Fig 5B).
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Figura 5: Analise morfométrica dos pulmdes de camundongos ndo infectados,
monoinfectados por VACV, monoinfectados por A. suum e coinfectados por VACV
e A. suum. Neutrofilos (A), eosinodfilos (B), linfocitos (C) e macrofagos (D) foram
quantificados no tecido pulmonar de 10 camundongos BALB/c para cada grupo
avaliado, em diferentes tempos de infec¢do (quatro, oito, e doze dias ap0s a infeccao).
Os dados estdo representados pelo valor da média £ EM. As diferencas estatisticas entre

0s grupos (P<0,05) estdo representadas por * (P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001).

Somado a estes resultados, a analise do perfil de citocinas no tecido pulmonar
demonstrou que camundongos monoinfectados por A. suum e animais monoinfectados
por VACV apresentaram um aumento significativo na producdo de IL-6 no oitavo dia
de infeccdo, em comparagdo com o grupo controle. Entretanto, animais coinfectados
apresentaram uma diminuicdo significativa na producdo de IL-6 no oitavo dia de
infeccdo, quando comparados com os monoinfectados por A. suum (Fig. 6A). Além

disso, os animais monoinfectados por VACV apresentaram um aumento de IFN-y nos
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pulmdes em comparacdo com os animais controles. Entretanto a coinfecgéo induziu um
aumento significativo desses niveis no oitavo dia de infeccdo, em comparagdo com

animais controles e monoinfectados por VACV (Fig. 6B).
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Figura 6: Producéo de IL-6 e IFN-y nos pulmdes de camundongos néo infectados,
monoinfectados por VACV, monoinfectados por A. suum e coinfectados por VACV
e A. suum. As producdes de IL-6 (A) e IFN-y (B) foram avaliadas no tecido pulmonar
de 10 camundongos BALB/c para cada grupo de estudo apés diferentes tempos de
infeccdo (quatro, oito, e doze dias). Os dados estdo representados pelo valor da média
EM. As diferengas estatisticas entre os grupos (P<0,05) estdo representados por *

(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001).
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3.5. A infeccdo concomitante por VACV estd associada a um aumento na

resisténcia da infecgédo por A. suum

Estd claro que a infeccdo concomitante por A. suum e VACV modula
negativamente a resposta imune especifica ao virus, resultando em um aumento da
carga viral nos pulmdes, em uma potencializacdo da resposta inflamatoria pulmonar, e
por fim na exacerbacdo da morbidade e mortalidade dos animais coinfectados.
Entretanto, quando avaliado o impacto da infeccdo viral na infeccdo helmintica, foi
observado, de forma surpreendente, que a presenca do VACV resulta em uma
diminuicdo significativa no niamero de larvas de A. suum, no figado apds quatro dias de
infeccdo (98,70 = 41,71 X 232,40 £ 89,29 larvas, P=0,019), mas principalmente nos
pulmdes, no oitavo dia de infeccdo, onde os animais coinfectados apresentaram uma
diminuicdo da carga parasitaria de quase 20 vezes em comparagdo com 0S animais
monoinfectados por A. suum (10,20 + 7,59 larvas X 180,60 + 34,44 larvas, p <0,001)

(Fig. 7A, B e C).
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Figura 7: Quantificacdo do numero total de larvas migrantes de A. suum durante a

coinfeccdo por VACV. O nimero total de larvas de A. suum migrando pelo figado apés

quatro dias de infeccdo (A), pulmao apds oito dias de infeccdo (B), e intestino delgado

apos doze dias de infeccdo (C) foi quantificado em animais BALB/c (machos, oito

semanas de idade) monoinfectados por A. suum e também em animais BALB/c

(machos, oito semanas de idade) concomitantemente infectados por A. suum e VACV.

Os dados estédo representados pelo valor da media £ EM. As diferencas estatisticas entre

0s grupos (P<0,05) estéo representados pelo valor de P nos gréficos.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo foi delineado e realizado, como um trabalho pioneiro, para
avaliar o impacto da infeccdo inicial por Ascaris sp., em uma provavel infeccdo viral
concomitante. Inimeros estudos j& demonstraram a capacidade dos helmintos em alterar
o0 curso de infeccBes por virus, protozoérios, bactérias e fungos, no entanto, a influéncia
da infeccdo por Ascaris suum e 0s mecanismos de como a ascaridiase influencia outras
infeccOes, precisa ser elucidado. A infeccdo intranasal com VACV afeta
consistentemente o trato respiratorio do hospedeiro e por sua vez a ascaridiase larval é
caracterizada por uma intensa inflamacéo das vias aéreas. Nesse contexto, 0s principais
resultados demonstraram que a ascaridiase pulmonar associada a infecgdo respiratoria
pelo VACV pode ser letal para o hospedeiro, e a biologia da coinfeccédo € caracterizada
por um aumento significativo da replicacdo do virus no pulmédo, que induz uma grave
morbidade e mortalidade; pela regulacdo negativa da resposta imune especifica ao virus;
e por fim, por uma intensa inflamag&o pulmonar.

Considerando o uso comum nos laboratérios de investigacdo cientifica, o
aumento do numero de pessoas naturalmente e acidentalmente infectadas, a sua
utilizacdo como vetor para a expressdao de genes, e a s6lida padronizagdo do modelo
murino para a infeccdo experimental, o VACV, linhagem WR (potencialmente
virulento), foi escolhido como o modelo para a avaliacdo da interacdo hospedeiro-
patogenos durante a coinfeccao pelo helminto Ascaris suum.

O VACV replica no pulméo do hospedeiro induzindo uma inespecifica infeccéo
aguda associada a uma inflamagdo pulmonar, e em alguns casos, a pneumonia, a um
edema intra-alveolar grave e hemorragia (Chen et al., 2001). Essas manifestacdes

clinicas podem evoluir e causar grave morbidade e mortalidade (Hayasaka et al., 2007).
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De acordo com Hayasaka e colaboradores (2007), a viruléncia do VACV
respiratdrio se correlaciona fortemente com a carga viral nos pulmdes do hospedeiro, e
também com o fendtipo das subpopulaces de células T na resposta inflamatoria. A
replicacdo do virus no pulméo atinge o pico no sétimo dia de infeccdo, mesmo momento
que ocorre o pico de migracdo das larvas de Ascaris suum também pelos pulmdes do
hospedeiro.

Diante 0 exposto, o primeiro cenario observado sobre a infeccdo concomitante
por A. suum e VACV demonstrou que a coinfecgdo representa um sério risco para o
hospedeiro. Os principais resultados demonstraram que a associagdo da ascaridiase
pulmonar e VACV respiratorio, induziu um aumento significativo na morbidade e
mortalidade dos animais em comparac¢do com a monoinfecgdo. A perda de peso foi mais
grave durante a coinfec¢éo, com 0s niveis mais baixos no oitavo dia, o que influenciou
diretamente no aumento da mortalidade dos animais desse grupo.

A possivel explicacdo para esse fendbmeno vem dos resultados obtidos pela
analise da replicacdo do virus no pulmdo de animais coinfectados e monoinfectados
pelo VACV, a qual determina a viruléncia e o curso da infec¢do. A presenca de larvas
de A. suum migrando pelos pulmdes do hospedeiro induziu um aumento significativo
nos titulos virais dos 6rgdos, que resultou na grande maioria em morte do animal
coinfectado. Por outro lado, os titulos virais nos pulmdes de animais monoinfectados
por VACV aparentemente estabilizaram-se, e a maioria dos animais recuperou-se da
morbidade associada a infec¢éo.

ApOls demonstrar o negativo impacto para o hospedeiro entre a associacdo da
ascaridiase larval e o VACV respiratério, o proximo passo foi determinar o0s
mecanismos imunobioldgicos pelos quais os animais coinfectados apresentaram um

aumento da replicacdo viral nos pulmdes e consequentemente, maior morbidade e
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mortalidade. Dessa forma, a resposta imunolégica celular sistémica e tecidual foi
avaliada nestes animais e comparada com a resposta de animais monoinfectados por
VACV.

A andlise da frequéncia das populacbes de células T CD4" nido revelou
diferencas importantes para o melhor entendimento dessa questdo. Entretanto, a analise
da frequéncia de células T CD8", demonstrou que os animais coinfectados apresentaram
uma relevante diminuicdo dessas células quando comparados com animais
monoinfectados por VACV.

Goulding e colaboradores (2012) mostraram que a resposta imunolégica
mediada por linfécitos T CD8" frente ao VACV respiratorio é fundamental para a
defesa do hospedeiro, uma vez que camundongos deficientes em células T CD8
infectados por VACV WR intranasal, apresentaram grave caquexia, intenso infiltrado
inflamato6rio nos pulmdes, disseminagdo do virus e 100% de mortalidade no oitavo dia
de infeccdo. Além disso, Xu e colaboradores (2004) demonstraram que células T CD4"
e imunidade mediada por MHC de classe I, sdo essenciais para o controle da infecgédo
aguda por VACV. Neste estudo, os autores observaram que linfocitos T CD4" quando
ativados pelo virus produzem de forma especifica uma gama de citocinas, tais como
IFN-y, TNF-a e IL-2, e sugerem que estas podem estar associadas com protecdo. No
presente estudo, quando o perfil funcional dos linfocitos T CD4" foi avaliado, foi
demonstrado que os animais monoinfectados por VACV apresentaram um aumento
significativo de células T CD4'IFN-y" apds estimulagio especifica in vitro. E n&o
obstante, os animais coinfectados por A. suum apresentaram uma diminuicdo
significativa na frequéncia dessas células.

Em contrapartida, quando avaliado a influéncia da infeccdo viral na biologia da

infeccdo helmintica, os dados revelaram que a presenca de um microambiente no
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pulmdo, consistentemente inflamado, mesmo que de forma inespecifica, controla de
forma significativa a carga parasitéria, reduzindo em mais de vinte vezes o nimero de
larvas que migram pelo 6rgdo. Esse resultado corrobora com os estudos prévios do
nosso grupo, onde demonstramos que a resposta mediada por éxido nitrico (Cavalcanti
et al.,, 2013) e a potencializacdo da resposta inflamatdria por meio da infeccdo em
camundongos ST2 (deficientes no receptor da citocina IL-33), sdo fundamentais para
controlar a migracdo de larvas de Ascaris sp.; e sugere que a inflamacdo pulmonar é
determinante na morte das larvas que migram pelo pulméo durante a ascaridiase larval.

Levando todas essas andlises e discussdes em consideragdo, o presente estudo
sugere que a reducdo do nimero de linfocitos T CD8" circulantes assim como a
modulagio negativa de linfocitos T CD4'IFN™ estdo associadas com o aumento da
viruléncia da infeccdo por VACV nos animais concomitantemente infectados por A.
suum; e que a inflamacdo pulmonar é crucial para controlar o nimero de larvas que
migram pelos pulmdes, e consequentemente bloquear o ciclo biolégico do parasito no
hospedeiro, sem que ocorra a cronifica¢do da infecgéo.

De um modo geral, extrapolando para o cenario atual e natural, este capitulo
fornece evidéncias de como a coinfecgdo por helmintos e virus, podem influenciar
negativamente o curso das monoinfecgdes isoladas e mais ainda, podem potencialmente
impactar na satde publica de areas endémicas geograficamente sobrepostas para ambos

patogenos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos nos trés capitulos desta tese de doutorado, que
objetivaram avaliar os eventos imunopatologicos sistémicos e teciduais induzidos pela
migracdo das larvas de Ascaris sp. no hospedeiro, foi possivel elucidar que a resposta
imunologica associada a resisténcia da ascaridiase larval é predominantemente inata e
inflamatoria. Além disso, este estudo é o primeiro relato na literatura que aponta a
inflamacdo pulmonar eosinofilica e neutrofilica com papel de destaque no controle da
migracdo das larvas, assim como ja descrito para imunidade de mucosa intestinal e
inflamacdo hepéatica por Masure e colaboradores (2013) e Urban e colaboradores
(1988), respectivamente.

Diferente da maioria das infecgdes helminticas cronicas, caracterizadas pela
polarizagdo da resposta imune mediada por células Ty2 e regulatorias, na ascaridiase
larval, a resposta inflamatéria dependente de eosinofilos aparece como principal
estratégia de resisténcia do hospedeiro infectado. De um modo geral, os principais
resultados desta tese, que suportam essa teoria, demonstraram que a auséncia de
inflamagdo aguda nos pulmdes de animais deficientes em eosinofilos resultou em um
aumento da carga parasitaria. Além disso, outros trabalhos desenvolvidos pelo nosso
grupo demonstraram que, a reinfec¢do sucessiva por ovos embrionados de Ascaris sp.
induz uma intensa inflamacéo tecidual eosinofilica, que estd associada com uma
reducdo significativa na carga parasitaria (Nogueira et al., 2013). Somado a esses dados,
camundongos da linhagem ST2, deficientes no receptor da citocina IL-33, resultando na
exacerbacdo da resposta inflamatdria, novamente apresentaram uma reducgéo
significativa no numero de larvas circulantes (Nogueira et al., 2014 em submissdo). Em

contrapartida, camundongos deficientes em Oxido nitrico, os quais desenvolvem uma
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resposta inflamatdria reduzida, apresentaram um aumento significativo no nimero de
larvas durante a migracéo (Cavalcanti et al., 2013).

Dessa forma, acreditamos que o sinergismo entre as populacgdes celulares inatas,
com destaque para as células linfdides inatas, eosinéfilos e neutrofilos, assim como seus
mediadores inflamatorios, IL-5, IL-6, TNF, EPO e MPO sdo fundamentais para o
controle e patogénese da ascaridiase larval e, necessarios para a homeostasia tecidual
apos as lesdes provocadas pelas larvas.

Nesse contexto, propomos que o0 modelo de protecdo na ascaridiase larval seja
mediado por uma intensa resposta inflamatéria tecidual, caracterizada inicialmente pela
ativacdo de eosindfilos por meio da producédo de IL-5 por células pulmonares residentes.
Estes eosinofilos, por sua vez, sdo responsaveis em ativar e potencializar a resposta
imune celular inata, principalmente neutréfilos, que passam a produzir IL-6 e MPO,
aumentando a inflamag&o pulmonar. A intensa inflamacéo reduz o niumero de larvas de
Ascaris sp. no pulmao, mas por outro lado, provoca lesdo e perda de funcdo no tecido
pulmonar. Por essa razdo, ap6s a migracdo das larvas pelos pulmdes, os eosinéfilos
produzem TNF e EPO que irdo participar ativamente no processo de cicatrizagdo e
remodelamento do tecido pulmonar lesado.

Para comprovarmos esse modelo de protecdo para a ascaridiase larval, no
capitulo trés desta tese utilizamos um modelo de inflamagdo pulmonar induzido pelo
VACYV respiratorio e 0 associamos a infec¢do concomitante por A. suum. Os resultados
obtidos corroboraram com os dados previamente descritos e suportaram a nossa teoria
proposta, uma vez que a exacerbacdo da inflamagdo pulmonar provocada pela infeccao
concomitante por A. suum e VACV respiratorio reduziu em mais de vinte vezes o

ndmero total de larvas nos animais coinfectados.
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Por fim, além do modelo de inflamag&o pulmonar, o estudo de coinfec¢do com o
VACV, demonstrou que a migracdo das larvas de A. suum pode influenciar
negativamente o percurso de infecgdes virais por meio da modulacdo da resposta imune
especifica ao virus, representando um sério risco para o hospedeiro infectado, e
extrapolando para o cenario atual, pode potencialmente impactar na satde publica de

areas endémicas geograficamente sobrepostas para ambos patdgenos.
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4. PERSPECTIVAS

4.1. Avaliagdo da resposta imune humoral na ascaridiase larval, com énfase no papel
do sistema do complemento na ativacdo da imunidade celular inata.
(Colaborag@o com o Prof. Dr. Nelder Figueiredo Gontijo e Dr. Vladimir Fazito
do Laboratério de Fisiologia de Insetos Hemat6fagos do Departamento de
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas

Gerais, Brasil).

4.2. ldentificacdo e caracterizacdo imunoldgica de epitopos de células B e T em
Ascaris suum e Ascaris lumbricoides e suas implicagdes em processos vacinais
(Colaboragé@o com o Dr. Peter Hotez, Dr2. Maria Elena Bottazzi e Dr. Bin Zan do
Sabin Vaccine Institute and Texas Children’s Hospital Center for Vaccine

Development, Baylor College of Medicine, Texas, EUA).
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