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RESUMO

Durante a infeccdo de Strongyloides venezuelensis, assim como outros
nematodeos intestinais com migracdes sistémicas, a participagdo de eosinodfilos
no mecanismo de protegdo bem como na imunopatologia € bastante
controversa. Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram
que a infecgdo primaria por S. venezuelensis induz inflamacgao eosinofilica
pulmonar e intestinal que coincide com induc¢do de hiperreatividade brénquica e
eliminacdo dos vermes. Foram utilizados camundongos com delecdo no sitio
de alta afinidade do promotor GATA-1 (camundongos AdbIGATA), que afeta
exclusivamente a diferenciacdo de eosindfilos, com o objetivo de avaliar
diretamente a participacdo destas células na resposta protetora e nas
alteragdes funcionais detectadas em camundongos infectados por S.
venezuelensis. A infeccao experimental nestes animais revelou que a auséncia
de eosindfilos resultou em aumento de carga parasitaria e retardo na
eliminacdo dos vermes intestinais em comparacdo com o0 observado em
camundongos né&o deficientes. Analises histopatdlogicas do pulmao e intestino
dos animais infectados juntamente com a quantificagdo da atividade enzimatica
(EPO e MPO) confirmaram a auséncia de infiltracdo eosinofilica tecidual bem
como revelaram uma redugdo de neutréfilos em camundongos AdbIGATA
infectados, apesar dos neutrdéfilos serem normalmente produzidos na medula
Ossea destes camundongos. A auséncia de eosindfilos e redugéo de neutrofilos
podem ser diretamente responsaveis pelo aumento da carga parasitaria
detectada em camundongos AdbIGATA. Além disso, animais AdbIGATA
infectados também mostraram um retardo na producéo de citocinas de perfil
TH2, como IL-5 e IL-4, comparado com os animais Balb/c nao deficientes,
sugerindo que além da participagédo direta na destruicdo de larvas de S.
venezuelensis, a eosinofilia pode participar na indugéo da resposta imunolégica
protetora, apesar de ndo ser essencial para o seu estabelecimento. Neste
mesmo modelo experimental foi verificado que a auséncia de eosindfilos néo
modificou a cinética ou a intensidade das alteragbes funcionais induzidas no

pulmao (hiperreatividade brénquica) ou no intestino (aumento da contratilidade



intestinal) durante a infeccdo por S. venezuelensis em camundongos. Os
resultados indicam a participacdo de eosinéfilos na resposta imunoprotetora,
mas ndo na imunopatologia, desenvolvida em camundongos durante a infec¢ao

primaria por S. venezuelensis.



ABSTRACT

Strongyloides venezuelensis infection in rats or mice, as well as most of
the nematode infections induces an eosinophilic inflammation in lung and
intestine of the host. The eosinophil infiltration is accomplished by airway
hyperresponsiveness and worm elimination. However, the role of eosinophils in
the protective mechanism or in the pathologic response detected during
nematode infection is still controversial. In this experimental work we had
directly addressed the participation of eosinophil in the immune response
induced by S. venezuelensis by comparing the parasite infection in Balb/c and
AdbIGATA mice. The AdbIGATA mice has the high affinity site located in
GATA-1 promotor deleted and, as consequence, this mice showed a selective
deficiency in eosinophil differentiation. Strongyloides venezuelensis infection
in eosinophil deficient mice resulted in increased parasite burden and delayed
worm elimination compared to non-deficient Balb/c mice. AdbIGATA infected
mice had no differentiated eosinophils in bone marrow, in lung or in the
intestine. Although neutrophil differentiation was observed in bone marrow, the
presence of this cell type was lower in lung and intestinal tissue of AdbIGATA
infected mice compared to Balb/c. Therefore, eosinophils and neutrophils could
directly act on S. venezuelensis larvae and adults to control parasite burden
during primary infection. Moreover, AdbIGATA infected mice also showed a
delayed production of IL-4 and IL-5 at the intestine site compared to non-
deficient infected mice, suggesting that eosinophils would be important to the
establishment of the protective immune response that leads to S.
venezuelensis worm elimination. In this experimental model, S. venezuelensis
induced airway hyperresponsiviness and increased the intestinal contractility in
both, AdbIGATA and Balb/c non-deficient infected mice. In conclusion, our data
indicated that eosinophil do participate in the protective response of mice
against S. venezuelensis, although it is not essential to the establishment of
infection. In addition, eosinophils are not associated with the functional

alterations observed during the infection.
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Infecgdes produzidas por nematddeos gastrintestinais sdo altamente
prevalentes na populacdo humana. Estima-se que mais de 4 da populacio
mundial encontra-se infectada por nematdédeos, especialmente em paises em
desenvolvimento localizados em regides tropicais e subtropicais (CHANG,
1997; CROMPTON, 1999). A infeccdo produzida por nematdédeos
gastrintestinais estd associada a mortalidade relativamente baixa, que ocorre
principalmente em criangas severamente infectadas. Entretanto, a morbidade
induzida por estes parasitos € bastante expressiva. Estudos epidemiologicos
mostram que, além dos danos diretos ao hospedeiro, que incluem deficiéncia
nutricional, anemia e perda de peso (STEPHENSON et al., 2000), criangas
intensamente infectadas podem apresentar retardo de crescimento, afetando
também funcbes cognitivas e a produtividade na fase adulta do individuo
(COOPER e BUNDY, 1988; NOKES et al., 1992; GUYATT, 2000).

Entre os nematddeos parasitos intestinais de grande impacto na saude
humana e animal estdo os do género Strongyloides. O género Strongyloides
pertence ao Filo Nematoda, Classe Secernentia, Ordem Rhabditida e Familia
Strongyloididae (ADAMSOM, 1987). Segundo Speare (1989), sdo descritas 52
espécies de Strongyloides, das quais S. stercoralis e S. fuelleborni infectam
humanos. Esta Gltima espécie tem sido relatada em habitantes da Africa e Papua
Nova Guiné (GROVE, 1996; VADLAMUDI et. al, 2006).

A estrongiloidiase humana, doenga causada pelo nematédeo S.
stercoralis, € um importante problema médico e social que atinge 30 a 100
milhdes de pessoas em cerca de 70 paises, sendo a maioria destes paises
localizados em regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América Latina
(SIDDIQUI e BERK, 2003). Infecgao por S. stercoralis € considerada a quarta
mais importante infeccdo por nematddeo intestinal, apos Ascaris lumbricoides,
ancilostomideos e Trichuris trichiura (STEPHENSON et al., 2000). A prevaléncia
de humanos infectados em areas endémicas estd em torno de 5%, sendo
tipicamente concentrada em individuos mais jovens (VINEY e LOK, 2007).
Individuos do sexo masculino, de raga branca e trabalhadores que mantém
contato direto com solo apresentam maior risco de adquirir esta doenga
(VADLAMUDI et al., 2006). Cerca de 50% dos individuos infectados
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cronicamente sdo assintomaticos e 75% manifestam eosinofilia. Um ciclo de
auto-infeccdo interna permite que o parasito permaneca no hospedeiro por
muitos anos, na maioria das vezes de forma assintomatica (CONCHA et al.,
2005). As complicagbes da doenga usualmente ocorrem quando o equilibrio
parasito-hospedeiro (mantido pelos mecanismos imunoldgicos em hospedeiros
imunocompetentes) € comprometido, permitindo que a infecgdo assintomatica se
torne uma ameaga a vida (CONCHA et al., 2005).

Dentre as principais espécies de interesse veterinario estdo Strongyloides
papillosus e S. ransomi que parasitam intestino delgado de ruminantes e suinos,
respectivamente. Tais espécies infectam particularmente animais jovens, sendo
responsaveis por perdas econdmicas significativas em regides tropicais e
subtropicais do mundo (CHANDRAWATHANI et al., 1998; STEWART e HALE,
1988; LENTZE et al., 1999; NAKAMURA e MOTOKAWA, 2000).

Diante disso, acredita-se ser relevante o estudo da infeccao por S.
venezuelensis em camundongos como um modelo experimental necessario para
orientacdo de novas pesquisas buscando a melhor compreensdo dos
mecanismos imunopatoldgicos da infecgdo por S. stercoralis no hospedeiro

humano.
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2.1 — Biologia

As espécies do género Strongyloides apresentam no ciclo biolégico uma
particularidade: alternéncia de geragdes de vida livre e vida parasitaria. Desta
forma, larvas de 1° estadio (L) presentes no ambiente podem sofrer quatro
mudas formando machos e fémeas, que originam novas geracgdes de vida livre
elou larvas infectantes que, apos penetrarem no hospedeiro vertebrado,
completam seu desenvolvimento. Este tipo de desenvolvimento € conhecido
também como ciclo heterogdnico ou indireto. Na maioria das espécies,
particularmente S. stercoralis, observa-se somente uma geragéo de vida livre
(YAMADA et al, 1991; VINEY e LOK, 2007). Alternativamente, o
desenvolvimento destes parasitos pode se processar de maneira direta (ciclo
homogénico) no qual as larvas L1 evoluem para larvas filaridides (L3) infectantes.

Os possiveis mecanismos que determinam o modo de desenvolvimento
direto ou indireto das larvas de Strongyloides ainda ndo foram completamente
esclarecidos. CHANG e GRAHAM (1957), trabalhando com S. papillosus,
propuseram que fémeas partenogenéticas seriam triploides (3n) e poderiam
produzir, simultaneamente, trés tipos de larvas rabditdides: tripldides (3n) que
dariam origem a larvas filaridides infectantes; larvas dipldides (2n) que evoluiriam
para fémeas de vida livre; e larvas haploides (n) que originariam machos de vida
livre. Estudos em S. ratti demonstraram que certas cepas tém predilecéo para
um ou outro tipo de desenvolvimento (GRAHAM, 1938). VINEY (1996), verificou
que larvas fémeas de S. ratti se desenvolvem preferencialmente em fémeas
adultas de vida livre em ambientes com temperaturas mais altas que a do
hospedeiro que liberou as fezes. Cepas do parasito isoladas de regides tropicais
desenvolvem-se predominantemente pelo ciclo indireto, enquanto que cepas de
regibes temperadas, tendem ao desenvolvimento direto, principalmente em
temperaturas mais baixas (BEREZHNAIA et al., 1991). Em estudos com S.
stercoralis, SHIWAKU et al. (1988), verificaram que tanto a temperatura como o
grau de diluigdo das fezes nao alteravam o surgimento de machos de vida-livre,
mas o aumento desses fatores induzia aumento do numero de larvas filaridides.

Este estudo indica que a determinagdo de machos ocorre no ovo, enquanto o
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desenvolvimento de fémeas de vida-livre ou larvas filaridides é determinado de
acordo com circunstancias ambientais. Estudos posteriores de HARVEY e
VINEY (2001), demonstraram que todas as formas evolutivas de S. ratti sdo
dipldides e que a determinagédo sexual é genética. Além disso, VINEY e LOK
(2007) mostraram que larvas de S. ratti oriundas de fémeas que parasitam
hospedeiro com resposta imunolégica ja estabelecida originam uma maior
propor¢cao de fémeas de vida livre. Portanto, & provavel que a diferenciacao
entre fémeas de vida livre acontega devido a diferenciacao na expresséo génica,
que pode ser influenciada pela resposta imune do hospedeiro, disponibilidade de
nutrientes e temperatura ambiental, entre outros fatores (VINEY, 1999).

As larvas filaridides oriundas do desenvolvimento direto ou indireto sdo
morfologicamente semelhantes e, geralmente, a infecgao ocorre quando a larva
penetra ativamente através da pele do hospedeiro. Entretanto, ha evidéncias de
transmissao transmamaria para algumas espécies como S. ratti em ratos
(KAWANABE et al., 1988) e S. papillosus em ruminantes (MONCOL e GRICE,
1974). Segundo os autores, a transmissao transmamaria ocorre com hipobiose
ou dorméncia de parte das larvas L3 as quais interrompem seu desenvolvimento
e migram para as glandulas mamarias, sendo entdo reativadas durante o
periodo de lactagdo. A larva filaridide secreta melanoproteases que auxiliam
tanto na penetragdo na pele quanto na migragao tecidual. Por via sanglinea
(mais frequente) ou tecidual, as larvas migram para os pulmdes, ascendem pelas
vias respiratorias até a faringe, sdo deglutidas e chegam ao intestino delgado,
onde penetram na mucosa intestinal e sofrem duas mudas, finalizando o seu
desenvolvimento, tornando-se fémeas adultas partenogenéticas (GROVE, 1996;
VINEY e LOK, 2007).

No caso especifico de S. stercoralis, diferente da maioria dos nematddeos
parasitos humanos ou mesmo de outras espécies do género Strongyloides, as
larvas rabditéides possuem a capacidade de atingir a fase infectante ainda no
homem, levando a auto-infecgédo. Esta auto-infecgdo pode ser interna, quando
larvas rabditdides, ainda na luz intestinal, transformam-se em larvas filaridides
que penetram na mucosa intestinal. Pode também ser externa, quando larvas

rabditdides presentes na regido perianal transformam-se em larvas filaridides
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infectantes e ai penetram, completando o ciclo direto. A auto-infec¢ao ocorre em
todos os individuos, mas naqueles imunodeprimidos a auto-infec¢do interna
pode acelerar-se, provocando a elevacdo do numero de parasitos no intestino e
nos pulmdes (hiperinfecgdo) e pode ainda se disseminar por varios 6rgaos
(forma disseminada), gerando os casos graves de estrongiloidiase humana
(GROVE, 1996; VADLAMUDI et al., 2006; CONCHA et al., 2005).

Strongyloides venezuelensis € um parasito natural de ratos (HASEGAWA
et al., 1988) que possui uma rota de migracédo pela via classica através da
corrente sanguinea aos pulmdes e entdo para o intestino delgado, semelhante
aquela de S. stercoralis em humanos (SATO e TOMA, 1990). Maior numero de
larvas no pulméao é encontrado cerca de 48 horas apos a infecgdo, causando
intensa hemorragia neste orgéo.

Em torno do 7° dia da infecgao, encontramos maior quantidade de vermes
adultos na superficie mucosa do intestino delgado, onde invadem o espago
intercelular das células epiteliais e se movem ativamente entre elas, deixando
tuneis por onde migraram (DAWKINS et al., 1983). Eles ndo penetram na lamina
propria através da membrana basal, sugerindo que os vermes se movem para
dentro e para fora da camada epitelial repetidamente durante o curso da
infecgdo (DAWKINS, 1989). Substancias adesivas de natureza glicoprotéica séo
secretadas oralmente pelo parasito permitindo invasdo e estabelecimento na
camada mucosa (MARUYAMA e NAWA, 1997). Neste mesmo periodo, grande
parte dos ovos € eliminada nas fezes do hospedeiro, diferindo de S. stercoralis
cuja forma evolutiva encontrada nas fezes é a larva rabditoide.

Dez dias apos a infecgao, mais de 50% dos vermes ja foram eliminados
do intestino delgado, ocorrendo autocura entre 12 e 14 dias em camundongos
(SATO e TOMA, 1990) e em ratos apds 30 — 45 dias (BAEK et al., 2003). Ao
contrario da infecgdo humana por S. stercoralis, a infeccao de roedores por S.

venezuelensis nao leva a auto-infecgao (NEVA, 1986).
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2.2 - Aspectos patologicos

A gravidade da estrongiloidiase humana depende essencialmente da
resposta imunologica do hospedeiro e da habilidade do parasito em evadir desta
resposta. Assim, sao relatados casos de infecgdo solucionada pelo hospedeiro,
infecgdo crénica e hiperinfecgdo/disseminagéo. Cerca de 50% dos individuos
cronicamente infectados com S. stercoralis sdo assintomaticos (CONCHA et al.,
2005), enquanto outros tém uma variedade de sintomas cutaneos ou
gastrintestinais pouco especificos.

Na pele ocorrem dois tipos de lesdes: urticaria e larva currens, sendo esta
patognoménica para estrongiloidiase. Entre os principais sintomas
gastrintestinais estado codlica e dilatagdo abdominais, diarréia aquosa, nauseas,
vémitos, prurido anal e algumas vezes constipagdo (CONCHA et al., 2005;
VADLAMUDI et al., 2006). Como as manifestagbes iniciais sdo vagas e
mimetizam outras doengas, elas sao frequentemente subdiagnosticadas e
tratadas sintomaticamente com o hospedeiro ainda abrigando o parasito levando
ao estado cronico da doenca (VADLAMUDI et al., 2006), que pode durar meses
ou anos (STEPHENSON et al., 2000; COSTA-CRUZ, 2003).

Estima-se que a sindrome da hiperinfecgao ocorra entre 1,5 a 2,5% dos
pacientes com estrongiloidiase (MILDER et al., 1981), observando-se dor
abdominal severa, diarréia aquosa, perda de peso, nauseas, vOmitos,
constipagdo, prurido anal e, algumas vezes, sangramento gastrointestinal e
obstrucao intestinal subaguda (CONCHA et al., 2005; VADLAMUDI et al., 2006).
O pulmdo é o orgédo extraintestinal mais frequentemente afetado na
hiperinfeccdo devido a migragdo das larvas, observando-se sintomas
semelhantes a sindrome de Loffler: tosse, diminuicdo da taxa de respiracao,
chiado e infiltrado pulmonar transitorio. CONCHA et al. (2005) relataram casos
severos em pacientes apresentando asma bronquial, bronquite cronica e
broncopneumonia.

Na estrongiloidiase disseminada, envolvimento de outros 6rgédos como
sistema nervoso central pode ser visto (KOTHARY et al., 1999), com sintomas

incluindo dor de cabeca, estado mental alterado e, em casos extremos, coma
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(CONCHA et al., 2005). Além disso, meningite bacteriana é frequente, sendo que
a maior parte dessas infecgdes secundarias resulta da invasao de bactérias da
flora intestinal que penetram através do epitélio danificado pelo verme e invadem
os tecidos do hospedeiro. A maioria desses pacientes (83%-87%) vai a oébito
(LINK et al, 1999).

2.3 — Aspectos imunolégicos

As principais dificuldades no controle desta helmintiase residem no dificil
diagnostico, na cronicidade associada a auséncia de sintomatologia especifica
da parasitose e na ocorréncia de auto-infecgéo.

Em individuos imunossuprimidos, através do uso prolongado de drogas
imunossupressoras (SEN et al., 1995) ou por infecgdes virais como pelo HTLV-1,
o virus linfotropico para células T humanas tipo 1 (PORTO et al., 2001), a carga
parasitaria aumenta e o parasito pode disseminar no hospedeiro originando
formas graves de estrongiloidiase, evoluindo para o 6bito do paciente em até
87% dos casos (SIDDIQUI e BERK, 2003). E interessante notar que a AIDS é
freqUentemente caracterizada por um aumento nas citocinas TH2 e decréscimo
de citocinas TH1, sendo que esta resposta TH2 pode predispor a acelerada
replicaggo do HIV-1. Desta forma, os poucos casos registrados de
hiperinfeccbes por S. stercoralis em pacientes infectados com HIV parecem ser
incidentais e ndo doengas oportunistas (CONCHA et al., 2005)..

O uso de corticosterdides afeta a imunidade pelo aumento da apoptose de
células TH2, reducdo do numero de eosindfilos e inibicdo da resposta de
mastocitos, levando a hiperinfecgéo ou infecgdo disseminada (CONCHA et al.,
2005). Tem sido proposto ainda que corticosteroides enddégenos e exdgenos
aumentem os niveis de substéncias que agem como sinais para mudas,
aumentando a produgdo de larvas filaridides auto-infectantes e levando a
hiperinfeccao ou infecgdo disseminada (VADLAMUDI et al., 2006).

Individuos infectados pelo virus HTLV-1 apresentam uma alta producao
de IFN-y e desvio da resposta imune para o tipo TH1, levando a uma redugao na

producgéo de IL-4, IL-5, IL-13 e IgE, componentes participantes do mecanismo de
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defesa contra S. stercoralis; estas anormalidades constituem a base para a
ocorréncia de maior frequéncia e de formas mais graves da estrongiloidiase em
pacientes infectados pelo HTLV-1 (PORTO et al., 2002). Este quadro ilustra a
importdncia da resposta imunolégica do hospedeiro na evolugédo da
estrongiloidiase; entretanto, os mecanismos imunoldgicos envolvidos no controle
deste helminto ainda ndo sdo completamente conhecidos.

As alteragbes mais comuns observadas durante a infecgdo por
nematodeos intestinais, como é o caso da estrongiloidiase, compreendem
eosinofilia, aumento dos niveis séricos de IgE e IgG1, e mastocitose (revisado
por URBAN et al., 1992; ALLEN e MAIZELS, 1996; FINKELMAN et al., 1997).
Estas alteragbes s&o caracteristicas da resposta imunoldgica controlada por
linfécitos T auxiliares do tipo 2 (linfécitos TH2), que sao linfécitos T que
expressam o determinante antigénico CD4 na superficie celular e que secretam
principalmente as citocinas designadas de interleucina-4 (IL-4), IL-5, IL-9, IL-10
e IL-13 em resposta a estimulagao antigénica (MOSSMAN e COFFMAN, 1989;
ABBAS et al., 1996). Este tipo de resposta esta associada com o controle da
hiperinfeccdo por S. stercoralis, visto que producdo reduzida de IL-4 e,
consequentemente, baixa producdo de IgE, associado ao aumento de
interferon-gama (IFN-y), estdo presentes em pacientes co-infectados com
HTLV-1 e estrongiloidiase grave (PORTO et al., 2001). Desta forma, a resposta
TH2 é muito importante na prevengcdo de infecgdes helminticas intestinais,
enquanto resposta TH1 predispde a estrongiloidiase severa (CONCHA et al.,
2005). No entanto, os possiveis mecanismos reguladores destas citocinas e
responsaveis pela protecao contra nematdédeos ou, em alguns casos, pelo
aumento da lesdo e consequentemente da patologia associada a infecgao,
ainda nao foram claramente estabelecidos.

Alguns estudos demonstraram a importancia da produgao de IL-4 para a
eliminacdo de algumas espécies de nematddeos, como Trichuris muris e
Heligmosomoides polygyrus (ELSE et al., 1994; URBAN et al., 1995;
FINKELMAN et al., 1997) através da utilizagdo de camundongos tratados com
IL-4 recombinante (em formulagdes que permitem uma meia vida prolongada

desta citocina no hospedeiro), bem como camundongos geneticamente
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deficientes na produgédo de IL-4. Entretanto, a producédo de IL-4 nao foi
necessaria para o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica capaz de
controlar a infeccdo experimental de Nippostrongylus brasiliensis em
camundongos (LAWRENCE et al, 1996; FINKELMAN et al., 1997).
Posteriormente, ficou demonstrado que IL-13 compartilha algumas atividades
biolégicas com IL-4, podendo atuar sinergicamente ou mesmo substituir IL-4 na
inducdo de varios aspectos da resposta TH2 (MCKENZIE et al., 1998). O
sinergismo entre IL-4 e IL-13 pode ser justificado pelo fato destas citocinas
compartilharem um receptor comum, o receptor de tipo Il. Tanto o receptor de
tipo I, que se liga a IL-4, como o de tipo Il, que se liga a IL-4 e IL-13 s&o
compostos pela cadeia alfa em associagdo com outra proteina, que € essencial
para expressao destes receptores na parede celular. A associagdo da citocina
(IL-4 ou IL-13) com o receptor € responsavel pela indugao da via de transdugéo
de sinal que inclui a ativagao do fator de transcricéo nuclear STAT-6 (MCKENZIE
et al., 1998). Desta forma, infec¢des experimentais utilizando-se camundongos
geneticamente deficientes para a produgéo da cadeia alfa, animais IL-4Ra™, tém
confirmado que IL-4 e/ou IL-13 e, consequentemente, a resposta tipo TH2
regulada por estas citocinas tem papel fundamental na eliminagdo da maioria
dos nematoddeos intestinais (ONAH e NAWA, 2000; FINKELMAN et al., 2004).
Apesar dos nematddeos induzirem uma resposta predominantemente tipo
TH2, o mecanismo responsavel pela eliminagdo dos vermes pode ser diferente
para cada espécie de nematddeo, possivelmente refletindo o microambiente do
hospedeiro ocupado pelo parasito, sua fonte alimentar e possiveis mecanismos
evasivos desenvolvidos por cada espécie de nematdédeo (FINKELMAN et al.,
1997; NEGRAO-CORREA, 2001; FINKELMAN e URBAN, 2001; ONAH e
NAWA, 2000; LAWRENCE, 2003). Para exemplificar, podemos citar que IL-4,
mas néo IL-13 é requerido para eliminagcdo de Heligmosomoides polygyrus
(LAWRENCE et al., 1998), uma espécie de nematdodeo que inicialmente
desenvolve-se na mucosa do intestino delgado e quando adulto vive na luz
intestinal. Ao contrario, IL-13 e ndo IL-4 é essencial para eliminacdo de
Nippostrongylus brasiliensis (URBAN et al., 1998), nematdédeo com ciclo

pulmonar que posteriormente se estabelece na luz do intestino delgado. Por
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outro lado, tanto IL-13 como IL-4 sdo necessarios para eliminagao de Trichuris
muris, que vive na camada epitelial do ceco (BANCROFT et al., 1998) e
Trichinella spiralis, que habita o epitélio do intestino delgado (FINKELMAN et al.,
2004). Camundongos IL-4Ro”" ou STAT6” também n3o sdo capazes de eliminar
a infeccdo por Strongyloides venezuelensis no mesmo periodo que
camundongos néo deficientes, apesar de produzirem IL-4 localmente (NEGRAO-
CORREA et al., 2006; NEGRAO-CORREA e TEIXEIRA, 2006).

As citocinas n&o atuam diretamente nos parasitos, sendo necessario
entendermos o0s possiveis mecanismos imunoldgicos induzidos pela produgao
de IL-4 e/ou IL-13 e ativacdo de IL-4R/STAT6 responsaveis pela protecao do
hospedeiro contra infecgdes por nematddeos, levando-se em consideragéo que
alguns mecanismos possam atuar de maneira protetora para algumas espécies
de nematédeos e nao para outras. O aumento da produgdo de IL-4 e IL-13
estimula a multiplicacdo e diferenciacido de células TH2, mastdcitos e células
caliciformes, que irdo produzir outras quimiocinas e citocinas, como eotaxina e
IL-5, responsaveis pela diferenciacdo e migracado de eosindfilos para o sitio da
infeccao (CARA et al., 2000). O aumento de citocinas TH2 também estimula a
diferenciagdo de linfocitos B em plasmacitos e a produgédo de alguns isotipos e
classes de anticorpos, como IgG1 e IgE (ABBAS et al., 1996). Finalmente,
existem relatos recentes da atuagdo direta de IL-4 e/ou IL-13 na mucosa
intestinal, alterando a contragdo muscular (ZHAO et al., 2003) e a proliferacao
das células epiteliais intestinais (CLIFFE et al., 2005).

Helmintos também podem influenciar a resposta imunoldgica, regulando-
a para otimizar sua alimentacédo e reproducido. A inducido de resposta imune
tipo TH2 por helmintos parasitos ndo € simplesmente devido a uma falta de
estimulacdo de resposta TH1, mas também se deve a existéncia de
populagdes de células T regulatorias (MAIZELS et al., 2004). Todas estas
alteragdes imunologicas podem afetar a sobrevivéncia de nematdédeos
gastrintestinais, bem como ter efeito na patologia associada a infecgédo por
nematodeos.

Trabalhos prévios realizados em nosso laboratério (SILVEIRA et al., 2002)

demonstraram que, apos a passagem de larvas de S. venezuelensis pelo
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pulmao de ratos, ocorre uma resposta inflamatéria eosinofilica local que
coincide com um aumento da hiperreatividade brénquica, um sintoma
tipicamente asmatico. A hiperreatividade bronquica € definida como um
excessivo estreitamento das vias respiratdrias em resposta a uma variedade de
estimulos quimicos ou fisicos que tém pouco ou nenhum efeito em individuos
saudaveis (BRUSASCO e PELLEGRINO, 2003). Em ratos infectados com S.
venezuelensis, o pico da inflamagao pulmonar ocorre entre o 5° e 7° dias apos
infecgdo, sendo detectado aumento de IgE, produgdo de muco pelas células
caliciformes do epitélio das vias respiratérias e intensa eosinofilia no tecido, bem
como no lavado broncoalveolar. As alteragdes imunolégicas bem como as
funcionais (hiperreatividade) no pulméo retornam aos niveis normais no 12° dia
apos infecgdo. Tais alteragcdes sao pouco evidentes no 2° dia apds infecgao,
quando as larvas encontram-se no parénquima pulmonar induzindo hemorragia
e acentuada produgéo local de IL-10 (SILVEIRA et al., 2002), demonstrando um
importante papel desta citocina na regulacdo do processo inflamatério nos
pulmodes. Varias propriedades de IL-10 em diversos tipos de células tém sido
descritas incluindo estimulacéo do crescimento de timdcitos, mastdcitos e células
B e inibicdo da produgdo de citocinas por mondcitos e macrofagos ativados,
neutrofilos e eosindfilos (ZUANY-AMORIM et al., 1995).

Ao atingirem o intestino delgado, as larvas de S. venezuelensis penetram
na mucosa e completam o seu desenvolvimento para fémeas adultas
partenogenéticas apos 5 dias da infecgdo. A permanéncia dos vermes no
intestino delgado induz aumento dos niveis de citocinas, especialmente IL-4, IL-
13 e IL-5 (NEGRAO-CORREA et al., 2004), resultando em mastocitose intestinal,
aumento de células caliciformes e produgdo de muco, bem como infiltragcao
eosinofilica.

Existem fortes evidéncias experimentais associando mastocitose intestinal
e aumento de células caliciformes com a eliminagdo de alguns nematddeos. A
participacdo de mastécitos no processo de eliminagao de Strongyloides ssp foi
inicialmente demonstrada em camundongos W/MWVY, uma linhagem de
camundongos que apresentam deficiéncia na diferenciagdo de mastdcitos

causada por uma mutacdo do gene c-kit e que eliminam a infecgéo por S. ratti
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(NAWA et al., 1985; ABE e NAWA, 1987) ou S. venezuelensis (KHAN et al.,
1993) muito mais lentamente que camundongos néo deficientes. A eliminagao
das espécies de Strongyloides € ainda mais prejudicada em camundongos
WMW" que ndo possuem IL-3 e que, por isso, falham em produzir baséfilos em
resposta a infecgdo, além de nao possuirem mastécitos funcionais (LANTZ et
al., 1998). Outra evidéncia experimental da importancia de mastécitos no
processo de eliminagdo de Strongyloides foi obtida em camundongos nude
(camundongos que possuem um defeito timico, ndo desenvolvendo células T).
Nestes animais, a resposta protetora contra S. ratti foi restaurada apods
tratamento prolongado com IL-3, capaz de restaurar a mastocitose intestinal
naqueles camundongos (ABE e NAWA, 1998). Este mesmo tratamento com IL-3
nao restaura a capacidade dos camundongos nude eliminarem Nippostrongylus
brasiliensis (ABE et al., 1992). Mais recentemente, a importancia da mastocitose
intestinal no processo de eliminacdo de S. venezuelensis foi novamente
confirmada durante a infeccdo em camundongos geneticamente deficientes em
IL-3 (LANTZ et al., 1998) e em camundongos deficientes na producdo da
subunidade p85a do complexo phosphatidylinositol-3 quinase (PI3K). Esta
deficiéncia resulta em auséncia de mastécitos no intestino e no periténio,
tornando os animais altamente susceptiveis a infeccdo por S. venezuelensis
(FUKAO, 2002).

Mastocitos contém grénulos com histamina, heparina e proteases e
secretam citocinas como IL-4 e IL-5, bem como leucotrienos e quimiocinas apés
ativacado (DE VEER et al., 2007). Uma das hipdteses pela qual a mastocitose
intestinal atuaria na eliminacdo dos vermes do intestino sugere que
proteoglicanas fortemente sulfatadas presentes em grénulos de mastocitos e
secretadas no intestino dificultam a fixacdo dos vermes no epitélio da mucosa
intestinal e, consequentemente, facilitam a eliminagdo dos mesmos
(MARUYAMA e NAWA, 1997; MARUYAMA et al., 1998; MARUYAMA et al.,
2000; MARUYAMA et al., 2003). Mecanismo semelhante também pode ocorrer
com a secrecdo de mucinas sulfatadas produzidas por células caliciformes
durante a infecgdo (ISHIKAWA et al., 1995; MARUYAMA et al., 2002). Também

a capacidade de mastécitos desencadearem a contracdo muscular pode
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contribuir para a expulsao fisica dos patéogenos do intestino (JANEWAY, 2002).
Além disso, a histamina liberada por mastdcitos pode ativar eosindfilos
residentes (DE VEER et al., 2007), contribuindo para a resposta eosinofilica
tipica de infec¢des por nematédeos.

Em contraste com os mastécitos intestinais, a participacéo de eosindfilos
no processo de eliminacdo de nematédeos ainda é bastante discutida, sendo
descrita uma associagdo entre protegdo e eosinofilia especialmente em
nematdédeos que apresentam migragdes sistémicas de larvas (revisado por
CARA et al., 2000).

2.4 — Eosinodfilos

Os eosindfilos sdo granuldcitos derivados de células da medula éssea,
que estdo presentes principalmente no sangue, onde compdem
aproximadamente 1 a 3% dos leucdcitos totais de um individuo saudavel, e nos
tecidos com interface epitelial com o ambiente, como trato respiratério e
gastrintestinal. Sdo produzidos a partir de células-tronco pluripotentes que
primeiro se diferenciam em um precursor hibrido de basdfilos e eosindfilos e
entao se diferenciam em eosindfilos pela interagao de 3 fatores, incluindo GATA-
1, PU.1 e C/EBP (ROTHENBERG e HOGAN, 2006). Embora estes fatores de
transcricdo sejam expressos em uma variedade de linhagens hematopoiéticas,
seu mecanismo de agao nos eosindfilos € unico. GATA-1 é claramente o mais
importante fator para diferenciacdo final de eosindéfilos, como revelado pela
perda destas células em camundongos que tiveram deletado um sitio de ligagcéo
de alta afinidade no promotor GATA-1 (YU et al., 2002), chamados AdbIGATA,
cujas células progenitoras de eosinofilos demonstraram diminuida expressao de
GATA-1 ex vivo. Entretanto, esta expressado diminuida nao se mostrou suficiente
para impedir diferenciagdo destas células progenitoras em eosinofilos ex vivo
(DYER et al., 2007).

Eosindfilos parecem n&do se multiplicar apdés deixar a medula dOssea
(HITOSHI et al.,1991), tendo uma meia vida sanguinea de cerca de 18h

(TEIXEIRA et al., 1995). Estas células sdo liberadas constitutivamente a uma
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pequena taxa na circulagao sanguinea (BEHM e OVINGTON, 2000), sendo que
a elevagao destas células esta freqlientemente associada com infecgdes
helminticas e reacdes alérgicas.

O fator estimulador de colénia de macréfagos-granulécitos (GM-CSF) e
IL-3 atuam nas primeiras fases de diferenciacao e na proliferacéo de eosindfilos,
seguindo instrugdes especificadas pelos fatores de transcricdo GATA-1, PU.1 e
C/EBP. A atuagdo de IL-3 para aumentar o numero de eosindfilos deve
prescindir da cooperacdo de SCF, o fator de crescimento de células tronco
(KIMURA et al., 2006). A regulagdo da producdo e as Uultimas fases de
diferenciagdo de eosindfilos na medula 6ssea, bem como a sua migragao e
sobrevivéncia no tecido, sdo fortemente influenciadas pela presenga de IL-5.
Quimiocinas da familia das eotaxinas cooperam com IL-5 na inducdo de
eosinofilia tecidual, sendo que IL-5 aumenta a quantidade de células responsivas
a eotaxinas e capacita eosinodfilos para responder a ligantes de CCR3, um
receptor de eotaxina (ROTHENBERG e HOGAN, 2006).

Em resposta a diversos estimulos, eosindfilos sado recrutados da
circulacao para focos inflamatérios, onde modulam a resposta imune através de
uma variedade de mecanismos. Estas células expressam receptores para varias
moléculas, incluindo imunoglobulinas (IgE, IgG e IgA), complemento (C1q,
C3b/C4b, iC3b, Cba), citocinas (IL-3, IL-5, GM-CSF), quimiocinas (eotaxina,
eotaxina-2, RANTES, MCP-3/CCL7, MCP-4/CCL13), mediadores lipidicos (PAF,
LTB4) e esterdides (estrégenos, glicocorticéides) (Cara et al., 2000). A ativagcédo
por citocinas, imunoglobulinas e complemento leva estas células a secretarem
uma variedade de citocinas pro-inflamatérias como IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL12.
Tais moléculas regulam a permeabilidade vascular, modulam o trafego celular, a
secregao de muco e a contragao do musculo liso.

Eosindfilos podem ainda iniciar a resposta imunoldgica especifica agindo
como células apresentadoras de antigenos (SHI, 2004). Além disso, podem
liberar granulos citotéxicos contendo EPO (toxica e desencadeia a liberagéo de
histamina pelos mastécitos), MBP (téxica para parasitos e células de mamiferos;
desencadeia a liberagdo de histamina pelos mastdocitos), ECP e EDN

(neurotoxinas) e mediadores lipidicos tais como PAF (atrai leucdcitos, amplifica a
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producdo de mediadores lipidicos, ativa neutréfilos, eosindéfilos e plaquetas) e
leucotrienos (levam a contragdo do musculo liso, aumentam a permeabilidade
vascular e a secregdo de muco). Cerca de 25% dos granulos secretados por
eosindfilos sao constituidos por EPO que catalisa oxidagao de varias moléculas
resultando em espécies de oxigénio e nitrogénio reativos que promovem stress
oxidativo e subsequientemente morte celular por apoptose e necrose. Secretado
por eosinofilos, MBP altera diretamente a contragdo do musculo liso por
desregular receptores muscarinicos e por induzir degranulagédo de mastdcitos e
baséfilos (ROTHENBERG e HOGAN, 2006). E importante salientar que
eosinofilos s6 sao capazes de degranular em camundongos que tém resposta T
CD4" intacta (SHINKAI et al., 2002). N&o se sabe se estes eosindfilos requerem
sinais de células T para liberar citocinas e quimiocinas regulatérias, mas ha a
intrigante  possibilidade de que granulécitos possam preparar o
desenvolvimento da resposta imunolégica, antes que simplesmente servir
como células efetoras na expulséo do parasito.

Eosindfilos também podem polarizar a resposta imunoldgica induzida por
células T, através da sintese de IDO (indoleamina 2,3-dioxigenase), uma enzima
envolvida na conversdo do triptofano em KYN, uma molécula reguladora do
balango TH1/TH2, através de apoptose de células TH1 (ROTHENBERG e
HOGAN, 2006). Eosindfilos parecem ainda promover proliferacdo de células T
efetoras ativadas, mas ndo de células T naive. Eosinéfilos murinos promovem
secrecdo de IL-4, IL-5 e IL-13 por células T CD4", e, embora tanto eosindfilos
quanto células T produzam IL-4, a producio desta citocina por células T é bem
maior. ApOs se tornarem ativos, eles degranulam em/ou ao redor dos alvos e
entdo morrem por apoptose e sao fagocitados por outras células como
macrofagos. A rotatividade de eosindfilos é bastante rapida no sitio inflamatdrio,
onde eles sobrevivem apenas por 4 a 5 horas (BEHM e OVINGTON, 2000).

2.5 — Eosindfilos e infecgoes helminticas

Em camundongos C57BL/6 deficientes em IL-5 (IL-5") a auséncia de
eosindfilos ndo afetou a carga parasitaria na infeccdo com o cestddeo

Mesocestoides corti. Entretanto, a infecgdo por M. corti em camundongos néo
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deficientes é crénica e eventualmente resulta em morte do hospedeiro, sendo
possivel que eosindfilos estejam envolvidos em outras interagdes parasito-
hospedeiro apds a infecgdo ser resolvida (KOPF et al., 1996). Diminuigdo na
eosinofilia ndo altera a infecgdo produzida por varios helmintos (CARA et al.,
2000), ndao sendo encontradas diferengas na carga de larvas musculares de
Trichinella spiralis em camundongos tratados com anti-IL-5 (HERNDON e
KAYES, 1992) em relagdo aos controles ndo-tratados ou transgénicos para IL-5
em comparagdo com animais normais (HOKIBARA et al., 1997).

COFFMAN et al. (1989) demonstraram que a inoculagdo de anticorpos
neutralizantes de IL-5 praticamente suprime o aumento de eosindfilos no sangue
e tecido induzido pela infeccdo por Nippostrongylus brasiliensis em
camundongos (embora a infecgcao nao seja alterada). Estudos da infecgéo por N.
brasiliensis em camundongos deficientes em IL-5 indicam que eosindfilos n&o
tém um papel critico na iniciagdo de resposta TH2 induzida por este parasito.
Entretanto, durante infeccdo primaria de camundongos com N. brasiliensis,
eosindfilos produzindo IL-4 sdo ativamente recrutados para o local de migragao
da larva no pulmao (VOEHRINGER et al., 2004).

Em modelos experimentais da infecgdo por Strongyloides stercoralis em
camundongos, o eosindfilo foi a principal célula efetora responsavel pela morte
de larvas do parasito transferidas para a cavidade peritoneal de camundongos
previamente imunizados (ROTMAN et al., 1996). Posteriormente, HERBERT et
al. (2000), utilizando camundongos deficientes e transgénicos para IL-5,
relataram que a diminuicdo das larvas de S. stercoralis tanto na infecgao
primaria como secundaria estava associada a presenga de eosindfilos.
Camundongos transgénicos para IL-5 também foram capazes de eliminar mais
rapidamente um grande numero de larvas durante a migracao tecidual de S.
venezuelensis e de vermes adultos cirurgicamente transplantados no intestino
delgado (EL-MALKY et al., 2003).

No presente estudo, trabalhamos com a infeccdo experimental de
camundongos por S. venezuelensis, nematédeo que naturalmente parasita
roedores, sendo que nestes hospedeiros as larvas do parasito penetram na pele

ou mucosas e posteriormente apresentam uma fase migratoria através dos
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pulmdes, traquéia, eséfago e estbmago antes de se estabelecerem na mucosa
do intestino delgado (TAKAMURE, 1995).

Eosindfilos sdo capazes de matar larvas de varios nematodeos in vitro e
in vivo, mas o mecanismo responsavel pela habilidade em destrui-las ndo é bem
determinado. Entretanto, tém sido freqlientemente relacionados com a secregao
das varias proteinas citotéxicas e mediadores inflamatérios presentes nos
granulos destas células. A degranulacdo destes mediadores no intestino, entre
outros efeitos, leva a hipercontratilidade da musculatura intestinal que contribui
para bloquear a invasao da mucosa intestinal por S. venezuelensis adultos em
camundongos (EL-MALKY et. al, 2003). A degranulag¢ao do eosindfilo é induzida
por ativagdo do complemento e/ou, em uma fase mais tardia da infec¢gdo ou na
re-infecgdo, mediada por anticorpos parasito-especificos, processo denominado
de citotoxidade celular mediada por anticorpos (ADCC). Além de ser a citocina
mais especialmente envolvida na geracao de eosinofilia, IL-5 também é um fator
estimulador de crescimento de células B (KINASHI et al. 1986) e da producao de
IgA (YOKOTA et al., 1987), sendo esta a principal imunoglobulina responsavel
pela degranulagédo de eosindfilos em superficies mucosas durante infec¢des
helminticas (ABU-GHAZALEH et al, 1989). Apesar destes mecanismos,
eosindfilos ndo se mostram suficientes para a completa expulsao de vermes do
intestino (EL-MALKY et al., 2003).

Por outro lado, apesar da grande diversidade de alteragdes
imunopatoldgicas relatadas em doencas alérgicas como asma, a infiltragdo de
eosindfilos no pulmdo de pessoas asmaticas tem sido frequentemente
documentada. Evidéncias em modelos experimentais e em pacientes tém
mostrado uma correlagdo positiva entre numero e/ou nivel de mediadores
derivados de eosindfilos com a gravidade dos sintomas e perda de fungao
pulmonar observada na asma (revisado por WILLS-KARP, 1999; CARA et al.,
2000; WILLS-KARP e KARP, 2004). Estes trabalhos indicam a participagao de
eosindfilos na indugdo da hiperreatividade brénquica (LEE et al., 2004;
TEIXEIRA et al., 1995), na lesdo tecidual e génese da imunopatologia peri-
bronquica (WILLS-KARP e KARP, 2004; HUMBLES et al., 2004) observada na

resposta asmatica. Também a auséncia de hiperreatividade bronquica em
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camundongos deficientes em IL-5 demonstra que eosindfilos sdo responsaveis
pela patofisiologia associada com infec¢ao por Brugia malayi (HALL et al., 1998).

A associagao de eosindfilos com a patofisiologia da asma e a falta de
confirmacao direta do efeito desta célula na protecdo de muitas infeccdes
helminticas sugere, para alguns autores, que a eosinofilia detectada durante
infecgdes por nematddeos teria um efeito maior na imunopatologia do que na
protecado do hospedeiro. Apesar de varios experimentos utilizando camundongos
geneticamente deficientes na producdo de IL-5 ou protocolos de neutralizagéo
desta citocina in vivo terem sido realizados, a associagdo ou nao de eosinofilos
com protecdo ou patologia nestes modelos ndo sao definitivamente
convincentes, pois a manipulagdo desta citocina pode interferir em outros
elementos da resposta imunoldgica, além da diferenciacdo de eosindfilos. Por
exemplo, camundongos geneticamente deficientes na produgdo de IL-5
apresentam menos linfocitos B1 (CD5") na cavidade peritoneal e na mucosa
intestinal (KOPF et al., 1996). Outra consideragéo importante é que na auséncia
de IL-5, apesar da significativa reducao na diferenciacdo de eosinodfilos, outras
citocinas e quimiocinas, como GM-CSF, IL-3 e eotaxina, podem atuar na
diferenciagdo e migragdo destas células. Além disso, ha uma pequena
populacdo de eosindfilos que se desenvolvem e funcionam na auséncia de
receptores funcionais para IL-5, GM-CSF e IL-3 (NISHINAKAMURA et al., 1996).

Recentemente, YU et al. (2002) desenvolveram a linhagem de
camundongo Balb/c com deficiéncia completa e seletiva na diferenciagdo de
eosindfilos, denominados AdbIGATA. O fator de transcricdo GATA-1 expresso
em quatro linhagens hematopoiéticas — eritrocitos, megacariocitos, mastécitos e
eosindfilos - reprograma células mieldides para 3 diferentes linhagens:
eritrécitos, megacariocitos e eosinofilos. A atividade especifica de GATA-1 para
eosindfilos parece ser mediada por um sitio palindrobmico (duplo) de alta
afinidade (DU et al., 2002). A delecdo deste sitio de ligagdo no promotor GATA-
1 leva a perda seletiva de eosindfilos in vivo. A diferenciacdo de eosindfilos
depende de niveis elevados da expressao de GATA-1, sendo que a delegao feita
em AdbIGATA destréi uma autoregulagao positiva (DYER et al., 2007). Com a

utilizagcdo destes camundongos, espera-se verificar diretamente a importancia
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da eosinofilia na protegdo, imunopatologia e alteragdes funcionais induzidas
pela infeccdo por S. venezuelensis. Este modelo de infeccdo podera ser util na
busca de novas abordagens terapéuticas que visem evitar ou diminuir a
patologia causada por S. stercoralis no hospedeiro humano através da

manipulacdo de mecanismos da resposta imune, especialmente eosindfilos.
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3 - OBJETIVOS
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3.1 - Objetivo geral

Avaliar a influéncia de eosindfilos na resposta imunolégica protetora bem
como nas alteragbes patologicas e funcionais induzidas por Strongyloides

venezuelensis durante a infeccdo em camundongos Balb/c.

3.2 - Objetivos especificos

[) Verificar comparativamente a cinética da infeccao por S. venezuelensis em
camundongos seletivamente deficientes em eosindfilos e seus respectivos

controles, pela quantificagao de:

a) larvas recuperadas do pulmao;
b) vermes adultos recuperados do intestino;

c) fecundidade dos vermes adultos em diferentes periodos da infecgao.

II) Avaliar a importancia da eosinofilia na indugcdo da resposta imunoldgica
desencadeada pela infeccdo por S. venezuelensis em camundongos, pela

quantificacao de:

a) citocinas IL-10, IL-4, IL-13, IL-5 e IFN-y no homogenato intestinal;
b) citocinas IL-4, IL-5, TNF-a. e IFN-y no sobrenadante de células do
linfonodo mesentérico apds re-estimulacéao in vitro;

c) IgE total e niveis de IgG parasito especifico no sangue.

[Il) Verificar comparativamente as alteragbes histopatolégicas induzidas pela
infeccdo por S. venezuelensis em camundongos deficientes em eosinofilos e

seus respectivos controles pela:

a) identificacdo de eosindfilos na suspensao celular obtida da medula
0ssea;
b) nivel de infiltragdo celular tecidual pela estimativa da atividade de

enzimas especificas (peroxidase de eosindfilos - EPO e
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mieloperoxidase - MPO) e pela contagem diferencial de leucdcitos
recuperados no lavado broncoalveolar;

c) analise histopatolégica do pulmao e intestino.

IV) Verificar comparativamente as alteragdes funcionais induzidas pela infec¢ao
por S. venezuelensis em camundongos deficientes em eosindéfilos e seus

respectivos controles pela:

a) anadlise de alteragbes na pressao intratraqueal ao 4° dia apos
infecgédo para avaliar a hiperreatividade brénquica;

b) analise de alteragdes na contragdo intestinal ao 10° dia apos
infeccao.
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4 - METODOLOGIA
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4.1 - Animais experimentais

Camundongos Balb/c geneticamente deficientes na produgdo de
eosindfilos (AdbIGATA) foram importados pelo Prof. Dr. Mauro Martins Teixeira,
colaborador nesta dissertacdo, e estdo sendo mantidos no biotério do
Departamento de Parasitologia. Camundongos Balb/c nédo deficientes foram
adquiridos no Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biolégicas
- UFMG.

Todos os animais utilizados para os experimentos de avaliacido
parasitoldégica e imunopatoldgica apresentavam idade entre 6 e 8 semanas e
peso médio de 22g. Para avaliagdo de alteragdes na pressao intratraqueal
foram utilizados camundongos machos com idade entre 8 e 12 semanas e
peso médio de 26g. Devido a possiveis diferengas na recuperagdo de vermes
em hospedeiros machos e fémeas (SATO e TOMA, 1990), foram utilizados
camundongos machos em experimentos para avaliagdo de parametros
parasitolégicos e imunologicos, sendo que fémeas infectadas foram usadas
para estudos de alteragdes histopatoldégicas e de indugcdo de contragdo
intestinal.

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas e alimentados com
racdo granulada para camundongo (marca Labina, fabricado por Cargill
Nutricdo Animal Ltda, Sao Paulo, Brasil) e agua potavel ad libitum.
Rotineiramente, todos os animais utilizados nos experimentos sdo submetidos
ao tratamento oral com 4mg/kg de Ivermectina (laboratério Chemitec Agro —
Veterinaria, S&o Paulo, Brasil) por 7 dias consecutivos (KLEMENT et al., 1986),
seguido pela inoculagao oral de Cestox (MERCK - 75mg/kg) em dose unica.
Apo6s o término do tratamento ha um intervalo minimo de 8 dias antes da
infecgédo por S. venezuelensis devido ao possivel efeito residual da Ivermectina
sobre a infecgao por Strongyloides.

Os procedimentos experimentais realizados receberam aprovacgao prévia
do Comité de Etica Animal (CETEA — UFMG) sob protocolo nimero 104/07, que

se encontra em anexo.
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4.2 - Parasito

Strongyloides venezuelensis foi utilizado nos experimentos aqui
apresentados. O parasito foi inicialmente isolado de Rattus novergicus
(BRENER e CHAIA, 1960) e € mantido por passagens seriadas em ratos Wistar
no Departamento de Parasitologia do ICB - UFMG.

4.3 - Obtencdo de larvas - Infeccao e producao de
antigeno

As larvas filaridides infectantes (L3) de S. venezuelensis foram obtidas a
partir de cultura de fezes de ratos Wistar infectados (entre 7 e 20 dias da
infeccao). A coprocultura foi realizada misturando-se as fezes contendo ovos do
parasito e vermiculita na proporcdo de 1:2 e, posteriormente, umedecendo a
mistura com agua para promover umidade adequada para a ecloséo das larvas.
Apo6s incubacdo em estufa a 28°C por 72h, as larvas filaridides foram
concentradas pela técnica de Baermann-Moraes, lavadas em solugao fisioldgica
(0,85% NaCl), quantificadas e usadas para infecgdo. Esta foi realizada pela
inoculagdo subcutanea, na regido abdominal do hospedeiro, de 100 pl de
solucéo fisiolégica contendo 700 Ls.

As larvas infectantes L3 de S. venezuelensis também foram utilizadas
para produgdo de antigeno total de L;. Para este proposito, as larvas
infectantes recuperadas pela técnica de Baermann-Moraes foram
extensivamente lavadas em PBS e ressuspendidas em PBS contendo um
coquetel de inibidor de protease (1 tablete em 25 mL de PBS; Boehringer
Mannheim, Indianapolis , USA). A suspensédo de larva foi inicialmente rompida
com pérolas de vidro (212-300 microns, SIGMA CHEMICAL Co. St. Louis,
USA) misturadas em vortex (5 ciclos de 1 min.) e, posteriormente, as larvas
processadas foram transferidas para outro tubo e destruidas em sonicador
(PGC Scientific, Frederick MD) utilizando-se 5 ciclos de 30 segundos em alta
poténcia com intervalos de 1 min. O homogenato foi centrifugado a 400 g por

30 min. As proteinas soluveis de larvas filaridides foram recuperadas com o
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sobrenadante e a concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de
LOWRY (1951) antes de serem aliquotadas e estocadas a —20°C.

4.4 - Delineamento experimental

Setenta e quatro (74) camundongos Balb/c normais foram
aleatoriamente divididos em 2 grupos: infectados e ndo infectados. O mesmo
ocorreu para 74 camundongos Balb/c deficientes em eosindfilos (AdbIGATA).
Os experimentos foram realizados pelo menos duas vezes para confirmagao
dos resultados, totalizando a utilizacdo de 296 camundongos.

Os animais foram anestesiados através de injegao intraperitoneal de
ketamina (Dopalen, Sespo Industria e Comércio Ltda/Divisdo Vetbrands Saude
Animal) na dose de 80 mg/kg e xilazina (Kensol, Laboratérios Kénig S. A.) na
dose de 16 mg/kg de peso do animal. A associacdo entre os anestésicos tem
por objetivo diminuir os efeitos colaterais indesejaveis dos compostos aplicados,
nao somente pelas doses menores de cada um, como também pelo equilibrio
dos efeitos especificos.

Como apresentado na figura 1, vinte e quatro (24) camundongos Balb/c
machos infectados, 24 camundongos AdblIGATA machos infectados, 6 Balb/c e
6 AdbIGATA machos nao infectados foram inicialmente utilizados para
avaliagao parasitologica e imunolégica. Aos 2, 7, 10 e 14 dias apés a infecgao 6
animais de cada grupo experimental foram anestesiados e sangrados através
do plexo braquial para obtengéo de soro, sendo que o mesmo foi feito para os
animais nao infectados no primeiro dia de experimento. Apés a morte do animal
por overdose de anestésico/analgésico a traquéia foi canulada para lavagem
broncoalveolar. Os pulmdes foram entao retirados, sendo que o lobo direito foi
imediatamente congelado para posterior quantificagdo de citocinas e atividade
enzimatica: peroxidase de eosindfilo (EPO) e mieloperoxidase (MPQO). Nos
animais infectados, aos 2 dias de infecgdo, o lobo pulmonar esquerdo foi
utilizado para contagem de larvas do parasito. O intestino delgado destes
animais também foi cirurgicamente retirado, sendo que a metade anterior

(duodeno e jejuno proximal) foi utilizada para recuperagdo e contagem de
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vermes e a metade posterior do intestino delgado foi congelada para
quantificagao de citocinas, EPO e MPO. Aos 7, 10 e 14 dias apos infecgao o
reto de cada animal necropsiado foi retirado e as fezes coletadas para
quantificacao de ovos do parasito.

Para completar a analise imunoldgica foram utilizados 12 camundongos
machos Balb/c e 12 camundongos machos AdbIGATA, sendo que metade
deles, ou seja, 6 Balb/c e 6 AdbIGATA, foram individualmente infectados com S.
venezuelensis. Todos os animais foram anestesiados e sacrificados apés 6 dias
de infeccdo, devido a resultados preliminares obtidos pela quantificacdo de
citocinas no homogenato intestinal aos 7 dias apds infecgdo, quando
verificamos um possivel atraso na produgdo de citocinas em animais
AdbIGATA. Os linfonodos mesentéricos destes animais foram assepticamente
removidos para cultivo celular e quantificacdo de citocinas. Também foram
retirados os pulmbes e a metade distal do intestino delgado para posterior
homogeneizacgao e quantificacdo de citocinas.

[Infecgéo: 700 L3]

6. Balb/c ndo 24 Balb/c 24 AdbIGATA 6 AdbIGATA
infectados infectados infectados nAo infectados

Eutanasia e necropsia
2,7,10,14 dpi

Soro Pulméao

| Fezes

[Resposta imune} |
humoral [Lavado broncoalveolar]
Contagem de .
X Citocinas,
(LEA [ parasito } EPO, MPO | QPG

Contagem de
leucocitos

Figura 1 — Delineamento experimental
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Em outro momento, 6 camundongos Balb/c e 6 camundongos AdbIGATA
nao infectados, 6 camundongos Balb/c e 6 camundongos AdbIGATA, todos
machos, ao 4° dia de infecgdo, foram anestesiados para avaliacdo da
reatividade bronquica a doses sucessivas de metacolina e submetidos a
lavagem broncoalveolar e da medula 6ssea femural.

A analise histopatoldgica e a contratilidade intestinal foram realizadas em
um grupo separado de animais composto por 20 fémeas Balb/c e 20 fémeas
AdbIGATA, conforme detalhado na figura 2. Trés camundongos Balb/c e trés
AdbIGATA nao infectados foram usados como controles e tiveram retirados seu
pulmdo direito e intestino delgado para preparagdes histoldgicas. Trés
camundongos Balb/c e trés AdbIGATA com 4 dias de infecgdo também tiveram
seu pulmao esquerdo retirado para histologia. Aos 7 e 10 dias de infecgéo, 3
camundongos Balb/c e 3 AdbIGATA tiveram seu intestino delgado retirado para
histologia. Também ao 10° de infeccdo mais 5 camundongos Balb/c e 5
camundongos AdbIGATA infectados, 3 camundongos Balb/c e 3 AdbIGATA néo
infectados, tiveram seu intestino retirado para medida da contracao intestinal.

A metodologia utilizada nas andlises parasitolégica, imunoldgica,

histopatoldgica e funcional esta detalhadamente descrita nos itens seguintes.

[Infecgéo: 700 L3]

ndo infectados

6 Balb/c ndo 6 AdbIGATA
infectados [ 14 Balb/c ] [14 AdeGATA][ ]

infectados infectados

[4 dias apos infecgéo] [7 dias apos infecgéo] 10 dias apds
infeccao

| .
Intestino Avaliacao da
contracdo intestinal
Histologia Histologia

Figura 2 — Delineamento experimental
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4.5 - Avaliagao da infecgao

A infecgao por S. venezuelensis nos diferentes grupos experimentais foi
avaliada pela quantificacdo de larvas recuperadas do pulmao 2 dias apés a
infeccao, de ovos nas fezes e de vermes adultos recuperados do intestino de
camundongos 7, 10 e 14 dias apds a infec¢ao, conforme metodologia descrita
por NEGRAO-CORREA et al. (2004).

As larvas presentes no pulmdo 2 dias apds a infecgao foram
quantificadas apds a dissecacao do lobo pulmonar esquerdo, que foi picotado e
colocado sobre uma tela dentro de calice de sedimentacdo contendo solucdo
salina (0,85% NaCl), sendo os calices incubados em banho-maria por 4h a
37°C. Apés este periodo, as larvas depositadas no fundo dos calices foram
contadas através de microscopio estereoscopio. O lobo direito do pulmao de
cada animal foi retirado e armazenado a —70°C para posterior homogeneizagéo
e quantificacao de citocinas, EPO e MPO.

Para recuperacdo de vermes adultos de S. venezuelensis, a metade
proximal do intestino delgado dos animais infectados foi aberta
longitudinalmente, colocada sobre uma tela dentro de calice de sedimentacao
contendo solugao salina (0,85% NaCl), sendo os calices incubados em banho-
maria por 4h a 37°C. Apos este periodo os vermes adultos depositados no
fundo dos calices foram contados em microscépio estereoscépio e os intestinos
foram colocados em placas de Petri contendo solugdo fisiologica para
quantificacao dos vermes aderidos a mucosa que foram somados ao total. A
metade distal do intestino delgado foi lavada em solugdo fisiolégica e
armazenada a -70°C para posterior homogeneizagao e quantificacdo de
citocinas, EPO e MPO.

O numero de ovos foi quantificado apds pesagem de fezes formadas
coletadas no reto de cada animal, diluidas em volume conhecido de solu¢ao
fisiolégica contendo 10% de formalina. Foram examinadas pelo menos duas
amostras de 100uL do material fecal de cada animal em microscépio 6ptico. A

contagem de ovos foi expressa como numero de ovos por grama de fezes.
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O numero de ovos por grama de fezes dividido pelo total de fémeas
adultas presentes no mesmo animal forneceu o valor da fecundidade destes

vermes.

4.6 - Composicao celular: medula 6ssea e infiltrado
pulmonar

A obtencdo de células da medula 6ssea foi feita como descrito por
NEGRAO-CORREA et al. (2003) através da lavagem do fémur direito e
esquerdo por injecdo de 5 mL de PBS contendo heparina (50 IU/mL). A solu¢ao
recuperada foi homogeneizada e centrifugada a 200 g por 7 minutos. O pellet
foi ressuspendido em 1 mL de PBS contendo 3% de BSA (PBS-BSA) e
aliquotas de 5 uL da suspensédo celular foram utilizadas para confecgédo de
ldaminas em Citospyn (Shandon Citospyn Il - 450 rpm por 3 min.) e coradas pela
técnica May-Grunwald-Giemsa. Este procedimento foi feito 4 dias apds a
infeccao por S. venezuelensis, tanto em animais nao deficientes (Balb/c) quanto
em animais geneticamente deficientes em eosindfilos (AdbIGATA).

Para avaliagdo do infiltrado celular no espago alveolar, cada animal
eutanasiado foi submetido ao procedimento de obtengdo do lavado
broncoalveolar (LBA). Este procedimento consistiu de traqueotomia seguida de
inoculagéo e aspiragdo de 1 mL de tampao fosfato (PBS — 13,7 mM de NacCl,
0,27 mM de KCI, 0,14 mM de KH,PO,4 e 0,43 mM de Na;HPO,4 7H,0) contendo
0,3% de albumina bovina (BSA — Sigma, Germany). A solucao foi inoculada e
aspirada por 3 vezes através de uma canula inserida na traquéia do animal. A
solucdo contendo as células recuperadas dos alvéolos pulmonares foi
transferida para um tubo mantido a 4 °C e todo o procedimento foi repetido por
mais 2 vezes, sendo inoculado um total de 3 mL por animal. Toda solucéo
recuperada de cada animal foi centrifugada (200 x g, 4°C por 7 min.) e o
sobrenadante foi desprezado. O sedimento contendo as células recuperadas
dos alvéolos dos animais foi ressuspendido em 100 uL de PBS contendo 3%
de BSA (PBS-BSA).

O numero total de leucdcitos recuperados no lavado broncoalveolar de

cada animal foi estimado através da contagem das células em camara de
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Neubauer, sendo utilizadas amostras de LBA diluidas (1:10) em solugao de
Turk (15 mL de acido acético glacial, 0,2 mL de violeta genciana a 2%, 500 mL
de agua destilada). Para contagem diferencial de leucécitos, aliquotas de LBA
contendo 5000 células suspensas em PBS-BSA foram utilizadas para
confecgao de laminas em Citospyn (Shandon Citospyn Il - 450 rpm por 3 min.)
e coradas pela técnica May-Grunwald-Giemsa. Para cada lamina, 200 células
foram examinadas através de microscopio Optico e diferenciadas em
mononucleares, eosindfilos e neutréfilos através de critérios morfologicos
padrées para a diferenciagao leucocitaria. O numero de cada tipo celular foi
calculado a partir da porcentagem encontrada em relagcdo ao numero total de
células. Os valores obtidos foram expressos em numero de células x 10* /mL
de lavado broncoalveolar.

A infiltracdo e/ou ativagdo de eosindfilos e neutréfilos no parénquima
pulmonar e no intestino foi indiretamente estimada através da atividade
enzimatica destas células. Para eosindfilos, foi quantificado o nivel de
peroxidase de eosindfilo (EPO) nos tecidos dos animais infectados e nao
infectados, conforme padronizagdo de STRATH (1985) detalhadamente
descrita com modificagbes por SILVEIRA et al. (2002). Resumidamente, este
procedimento consistiu da homogeneizagado do tecido com PBS (100 mg de
tecido/ 1,9 mL de PBS), sendo o homogenato resultante centrifugado (3000 x g
por 10 min.) e o sobrenadante descartado. As hemacias presentes no
sedimento foram entéo lisadas através da adicdo de solucao hipoténica (1,5 mL
de solugédo de NaCl a 0,2 %) e, apos 30 s, a osmolaridade foi restabelecida
pela adicdo de igual volume (1,5 mL) de solugcédo 1,6 % de cloreto de sddio
contendo 5 % de glicose. Apds nova centrifugacéo e descarte do sobrenadante
o material foi ressuspendido em tampao fosfato contendo 0,5 % de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB), pH 7,4 para lise das membranas celulares. O
material foi entdo homogeneizado e submetido a congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido por trés vezes, com o objetivo de
romper as vesiculas que contém peroxidase. As amostras foram entdo
centrifugadas (3000 x g por 10 min.) e o sobrenadante utilizado no ensaio

enzimatico feito em placas de 96 pogos (Plate Flat Bottom — SARSTEDT, Inc.
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USA). Este ensaio consistiu da adicdo de 75 pL de cada amostra ou diluente
(ndo infectado) a 75 uL de solugdo contendo o substrato peroxido de
hidrogénio (O-phenylenediamina dihydrochloride, OPD — 1,5 mM, em tampao
Tris-HCI — 75 mM, pH 8 suplementado com H;O, — 6,6 mM). A reagao foi
interrompida pela adicdo de 50uL de solugédo de acido sulfurico (H2SO4) 1 M,
sendo a intensidade da cor estimada através da leitura da absorbancia no leitor
de ELISA em comprimento de onda de 492nm.

Para estimativa da infiltragdo e/ou ativagao de neutréfilos nos tecidos do
hospedeiro, foi estimada a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no
intestino e no pulmdo dos camundongos infectados e controles, conforme
descrito por BAILEY, (1988) e detalhado por Barcelos et al. (2005). De forma
sucinta, o tecido (100 mg) foi homogeneizado com 1,9 mL de tampéao de
extracdo (0,1 M NaCl, 0,02 M NasPO,, 0,015 M NaEDTA em pH 4,7),
centrifugado e o sedimento submetido a lise hipotbnica, semelhante ao
detalhado para EPO. Apds centrifugacdo e descarte do sobrenadante o
sedimento foi homogeneizado com tampao fosfato (0,05 M de Na;PO,, pH 5,4
contendo 0,5% de HTAB) para lisar membranas celulares. Este homogenato foi
entdo centrifugado e o sobrenadante congelado e descongelado por trés vezes
em nitrogénio liquido para lise de vesiculas. O material resultante foi
centrifugado e o sobrenadante utilizado no método colorimétrico da seguinte
maneira: 25 uL da amostra foram acrescentados a placas (Plate Flat Bottom —
SARSTEDT, Inc. USA) contendo 25 uL de solugdo contendo TMB (3,3°-5,5"-
tetramethylbenzine diluido em dimetilsulfoxido — DMSO na concentragéo final
de 1,6 mM) seguindo-se a incubacdo a 37°C por 5 min. Apds este periodo
foram adicionados 100 uL de substrato H,O, 0,5 mM diluidos em tampao
fosfato (0,05 M de Na;PO,, pH 5,4 contendo 0,5% de HTAB) e incubados a
37°C por 5 min. A reacéo foi parada por adigdo de 100 uL de solugédo H,SO4 1
M e foi quantificada através da absorbancia em leitor de ELISA em
comprimento de onda de 450 nm.

Os dois tipos de peroxidase (EPO e MPO) séo diferenciados nestes
ensaios principalmente pelos valores de pH das solugbes utilizadas dado que

cada enzima possui seu pH especifico de acdo. Trabalhos anteriores
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demonstraram que a reatividade cruzada de EPO/MPO foi menor que 1%
usando esta analise (COLLINS et al., 1995).

4.7 - Quantificagao de citocinas

Os niveis de citocinas, IL-10, IL-4, IL-13, IL-5 e IFN-y, presentes na
mucosa intestinal ou pulmonar de camundongos infectados foram avaliados no
homogenato obtido pela maceracdo de 100 mg de tecido em um
homogeneizador de tecidos na presenca de 1 mL de PBS contendo 0,05% de
Tween 20, 0,5% de albumina de soro bovino e inibidores de proteases (0,01
mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila - PMSF, 0,1 mM de cloreto de benzetbnio,
10 mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina A). O homogenato resultante foi
centrifugado e o sobrenadante recolhido, aliquotado e imediatamente
congelado a —20 °C para posterior dosagem de citocinas através da técnica de
ELISA.

As citocinas IL-4, IL-5, TNF-a e IFN-y também foram quantificadas no
sobrenadante de cultura de células dos linfonodos mesentéricos obtidos de
animais nao infectados e com 6 dias de infeccdo com S. venezuelensis e re-
estimuladas, in vitro, por 72 h com antigeno soluvel de Ls. Sob condi¢bes
estéreis, animais eutanasiados tiveram seus linfonodos mesentéricos retirados,
macerados através de tela de 70 um com meio RPMI para se obter uma
suspensao celular. Esta suspensao foi centrifugada (200 x g, 4°C por 10 min.) e
as células do sedimento ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640
(Sigma, St. Louis MO, USA) contendo 15 mM de Hepes e 24 mM NaHCOs3,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 60 mg/L de gentamicina. As
células foram quantificadas e distribuidas em placas de 96 pocos para cultura
de células Costar (Corning, NY). Foram plaqueadas 1x10° células/poco, sendo
cultivadas em duplicata em 200 pl de meio completo ou meio contendo 2 ug/mL
of Concanavalina A (ConA, Sigma) ou ainda meio com 100 pg/mL de antigeno
do parasito. As placas foram entdo mantidas em estufa a 37°C, com 5% de
CO; por 72h.
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Para dosagem de citocinas foram utilizados kits para ELISA de
camundongo (Duoset, R&D Systems) segundo instrugdes do fabricante.
Concentracdes conhecidas de proteinas recombinantes foram usadas para
gerar curva padrdo para conversao de leituras de densidade Optica das
amostras para pg/mL. A sensibilidade da analise para IL-4 foi de 15,62 pg/mL,
para IL-5, IL-10, IFN-y, TNF-a foi de 31,25 pg/mL e para IL-13 foi de 62,5
pg/mL.

4.8 - Avaliagao da resposta humoral

Amostras de sangue foram coletadas do plexo braquial dos
camundongos anestesiados para obtencdo de soro. O sangue coletado de
cada animal foi estocado a 4°C por aproximadamente 4 h para maior retragao
do coagulo. O soro foi entdo centrifugado (200 g, 4°C por 10 minutos) e o
sobrenadante estocado a -20°C para posterior quantificacdo de
imunoglobulinas.

A concentragao de IgE total presente no soro dos animais infectados e
ndo infectados foi estimada utilizando um kit de ELISA comercialmente
disponivel e de acordo com as instrugdes do fabricante (Bethyl Laboratories
Inc, Montgomery, Texas). Resumidamente, placas de 96 pogos Nunc Maxisorp
(Nunc Inc., Naperville, IL, USA) foram sensibilizadas com 1uL de anticorpo de
captura (A90-115A) diluido em 100uL de tampao carbonato-bicarbonato, pH
9,6 para cada poco, permanecendo por 1h a temperatura ambiente. Apds este
periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem (tampao
Tris-NaCl: Tris 50 mM, NaCl 0,14 M, contendo 0,05% Tween 20, pH 8). As
placas foram bloqueadas por 30 min com tampao Tris-NaCl contendo 1% de
BSA e lavadas como descrito anteriormente. As amostras de soro foram
diluidas (1:200) em tampéao de diluicdo (tampao de lavagem contendo 1 %
BSA). Concentracdo conhecida da proteina recombinante fornecida pelo
fabricante também foi diluida em tampao de diluicdo (250 — 3,9 ng/mL) e
aplicada, em duplicata, nas placas para gerar a curva padrao utilizada para
transformar as leituras de absorbancia das amostras em concentracdo de

proteina. As placas contendo as amostras foram novamente incubadas a
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temperatura ambiente por 1h e lavadas por 3 vezes com tampao de lavagem.
Imunoglobulina — E (IgE) presente nos pocos foi revelada pela incubacdo com
0 anticorpo de detec¢cdo conjugado com peroxidase (1:10000) por 1 h a
temperatura ambiente seguido por 3 lavagens e revelagdo da reagao através
da adicdo do substrato (H.O, 0,5 M em solugdo de OPD 4 mM diluido em
tampéao citrato pH 5). As placas foram incubadas durante 20 min a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz e a reagao foi interrompida pela adicdo de solugao
2 N de H,SO4 (50 ulL/pogo). A leitura da intensidade de cor foi realizada no
leitor de microplacas com filtro de 492 nm.

As concentracgdes de IgG1 e IgG2a parasito-especificas foram estimadas
através da sensibilizagdo de placas de 96 pogos Nunc Maxisorp com 100 uL de
antigeno soluvel de L3 na concentracdo de 10 pg/mL diluidos em tampéo
carbonato-bicarbonato pH 9,6 sendo a placa incubada “overnight” a 4°C. Apds
a lavagem com PBS-Tween 20 (0,05%) por 3 vezes, as placas foram entéao
bloqueadas com PBS-Tween 20 contendo 1% de albumina bovina por 1h a
temperatura ambiente. Apds nova lavagem como anteriormente descrito, as
amostras de soros recolhidas dos animais experimentais foram diluidas (1:100)
em PBS-Tween 20 contendo 0,1% de albumina bovina e incubadas por 1h a
temperatura ambiente. Apds incubagao e lavagem com PBS-Tween 20 por 3
vezes foram adicionados 100 uL de PBS contendo anticorpo de detecgao
conjugado a biotina na diluicdo de 1:1000. O anticorpo de detecgao utilizado
neste teste foi produzido em cabra, anti-lgG1 (A90-105A) e anti-lgG2a (A90-
107A) de camundongo (Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, Texas). Apés 1h
de incubagao a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS-Tween 20 e foi adicionado o substrato (H,O2 0,5 M em solugéo de OPD 4
mM diluido em tampao citrato pH 5). Apds 30 min a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz a reagao foi interrompida pela adicao de solugdo 2 N de Hy,SOq4
(50uL/pogo). A leitura da intensidade de cor foi realizada no leitor de

microplacas com filtro de 492nm.
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4.9 - Analise histopatologica

O pulmao foi retirado de animais nao infectados 4 dias apds a infecgao e
fixado em formalina 10% tamponada. Uma porcdo de cerca de 4 cm foi
recolhida da regido anterior do duodeno de cada animal ao 7° e 10° dia de
infeccao. Estas por¢des foram abertas longitudinalmente e lavadas em solugao
salina 0,85%, pH 7,2 a 37°C para retirada das fezes e fixadas em formalina
tamponada. Todo o material fixado em formalina foi lavado por 3 h em agua
corrente 48 horas apds a fixacdo e entdo colocado em alcool 70%.
Posteriormente, todo o material foi desidratado em séries crescentes de alcool
(70° GL a absoluto), clarificado em xilol e embebido em parafina. A seguir
foram realizados cortes de 4um de espessura, sendo os pulmdes e a primeira
porcado do intestino corados com hematoxilina-eosina e tricromico de Masson
(pulmdes) para observagao do infiltrado inflamatério e lesbes provocadas pela

infeccao.

4.10 - Hiperreatividade brénquica

A avaliagao de alteragdes na pressao intratraqueal ao 4° dia apéds
infecgédo foi utilizada como parémetro indireto para avaliar a hiperreatividade
brénquica em animais de todos os grupos (adaptada de SILVEIRA et al., 2002
e FERREIRA et al., 2007). Para isto os camundongos foram anestesiados com
solugdo de ketamina na dose de 87,5 mg/kg (Dopalen, Sespo Industria e
Comércio Ltda/Divisao Vetbrands Saude Animal) e xilazina na dose de 12,5
mg/kg (Kensol, Laboratérios Kénig S. A.) e sua traquéia canulada usando
agulha de 22G1. Um conector de 3 vias foi ligado a agulha, ao ventilador
(Harvard Apparatus Mouse Ventilator — Model 687) e a um transdutor de
pressao diferencial (Differencial Pressure Transducer — Modelo MP100ACE —
Biopac Systems). A ventilagdo mecéanica do animal foi feita com 10mL de ar/kg
a uma frequéncia de 150 respiragcdes/minuto com exalagao passiva através de
uma coluna de agua mantida a uma pressao positiva expiratoria final (PEEP)
de 2-3 cm de agua. Os camundongos foram paralisados com brometo de
pancurdnio (PANCURON® - CRISTALIA). A variacdo da pressao intratraqueal
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apos injegcdo de doses crescentes de metacolina (acetyl B-methylcholine
chloride — SIGMA) foi usada como uma medida indireta da resisténcia
pulmonar. Dados s&o expressos como porcentagem de aumento na presséo

intratraqueal em comparacéao a linha basal.

4.11 - Contragao intestinal

Camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical no 10° dia
apos infecgdo. Desprezou-se o 1° centimetro do intestino delgado, abaixo do
estbmago, sendo que o proximo 1 cm do duodeno foi suspendido
longitudinalmente em tubo contendo solugao fisioldgica de Krebs (4,74 mM de
KCI, 2,54 mM de CaCl,, 18,5 mM de NaCl, 1,19 mM de NaH;POg4, 1,19 mM de
MgSO4 e 25 mM de NaHCOs3) a 37°C, continuamente borbulhada com 95% de
O, e 5% de CO, . Uma das extremidades do intestino foi adaptada a um
transdutor isométrico de tensao (World Precision Instruments, Inc, Sarasota,
FL, USA). O intestino entdo submerso na solugado de Krebs foi submetido a
uma tensdo de 1g. O sinal (contracdo) foi amplificado e transmitido para
computador, através do programa de aquisigdo de dados WinDaq. Aguarda-se
cerca de 40 minutos para que a contragao intestinal se estabilize e entdo se
aplicam doses crescentes (10'8 a 10° M) de carbacol. Iniciando a partir da
menor dose, espera-se 5 minutos, e entdo se procede a troca da solugéo de
Krebs, aguardando 10 minutos para que se estabilize novamente. Procede-se
da mesma maneira para as doses posteriores. Dados sdo expressos como
porcentagem de aumento na contragao intestinal em comparacgao a linha basal

de cada animal.

4.12 - Analise estatistica

Dados foram apresentados como média + erro padrao e analisados
usando teste t de Student (2 grupos) ou teste de analise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de Newmans-Keuls para multiplas comparagdes. Diferencas

de P< 0,05 foram consideradas significativas.
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5 - RESULTADOS
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5.1 — Avaliacao parasitolégica

5.1.1 - Recuperacéo de larvas de S. venezuelensis do pulmao de

camundongos

A analise dos pulmdes de camundongos Balb/c no 2° dia apds a
infeccdo com S. venezuelensis resultou na recuperacdo de 24,25 + 9,6
larvas/lobo pulmonar de camundongos nao deficientes e 55,5 + 6,7 larvas nos
camundongos AdbIGATA, animais geneticamente deficientes em eosindfilos. A
diferenca na recuperagao de larvas do pulmdo destes animais foi
estatisticamente significativa (P<0.05), sendo observado um aumento de cerca
de 130 % no numero de parasitos recuperados em camundongos AdbIGATA

nesta fase da infecgéo (grafico 1).
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Grafico 1 - Namero de larvas recuperadas do lobo esquerdo do pulmio de

camundongos Balb/c ndo deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente
deficientes na diferenciagdao de eosinéfilos (AdbIGATA) 2 dias apds a infecgdo com 700
L; de S. venezuelensis. # P = 0,0254 na comparagdo entre camundongos deficientes e nao
deficientes no mesmo periodo. Cada ponto representa média + erro padrdo, n = 5-6
animais/grupo.
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5.1.2 — Recuperagao de vermes adultos no intestino delgado de camundongos

A contagem de vermes adultos de S. venezuelensis no intestino delgado
dos animais infectados revelou que o numero de vermes recuperados foi
estatisticamente maior em camundongos AdbIGATA em relagcdo aos
camundongos Balb/c durante toda a infeccdo (grafico 2). Aos 7 dias pos-
infecgéo (dpi) animais AdbIGATA infectados apresentavam 49 % mais vermes
que os animais ndo deficientes (Balb/c = 203,4 + 23,7 vermes/intestino vs
AdbIGATA = 304 £ 28,2 vermesl/intestino; p < 0,05). Esta diferenga se acentuou
aos 10 dpi, sendo encontrados 5,6 vezes mais vermes no intestino dos animais
AdbIGATA que em Balb/c infectados. Além disso, aos 14 dpi, ndo foram
recuperados vermes no intestino de animais Balb/c, enquanto que em

camundongos AdbIGATA estes ainda ocorrem (48 + 27 vermes).
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Grafico 2 - Numero de vermes adultos recuperados do intestino delgado de

camundongos Balb/c ndo deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente
deficientes na diferenciagdo de eosinéfilos (AdbIGATA) 7, 10 e 14 dias apdés a infecgao
com 700 L3 de S. venezuelensis. * P<0,05; *** P<0,001 em relagdo ao numero obtido nos 7
dpi com os animais de mesma linhagem. ## P<0,01; ## P<0,001 na comparagdo entre
camundongos deficientes e ndo deficientes no mesmo periodo. ND — ndo detectavel. Cada
ponto representa média + erro padrao, n= 5-6 animais/grupo.

58




5.1.3 — Eliminacéo de ovos e fecundidade das fémeas de S. venezuelensis

A contagem ovos nas fezes aos 7 dias da infec¢ao resultou no encontro
de 157900 £ 36120 ovos/ g fezes em camundongos Balb/c e 142400 + 37390
ovos / g fezes em camundongos AdbIGATA, numeros estatisticamente
semelhantes. Ja aos 10 dias da infecgdo, houve uma acentuada diferenca
entre os grupos, sendo encontrados 9783 + 616 ovos / g de fezes em Balb/c,
enquanto que no grupo de camundongos AdbIGATA foram encontrados 92750
t+ 14430 ovos / g fezes. Somente foram encontrados ovos no 14° dia de
infecgdo no grupo formado por animais AdbIGATA, sendo 10350 £ 10080 ovos
por grama de fezes (grafico 3).

A fecundidade das fémeas de S. venezuelensis foi avaliada através da
razao do numero de ovos por grama de fezes pelo numero de fémeas
recuperadas do intestino do mesmo animal. Conforme mostrado no grafico 4,
nao houve diferencga significativa na fecundidade dos vermes recuperados nos
dois grupos de camundongos aos 7 e 10 dias ap6s a infecgdo. Nao foi possivel
calcular a fecundidade do grupo formado por animais Balb/c no 14° dia de
infeccdo visto que ndo havia ovos nas fezes destes camundongos neste

periodo.
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Grafico 3 - Namero de ovos por grama de fezes (OPG) de camundongos Balb/c nio
deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na diferenciacdo de
eosinéfilos (AdbIGATA) 7, 10 e 14 dias ap6s a infecgdo com 700 L; de S. venezuelensis.
** P<0,01 em relagdo ao numero obtido nos 7 dpi com os animais de mesma linhagem. ##
P<0,01 na comparagao entre camundongos deficientes e ndo deficientes no mesmo periodo.
ND — nao detectavel. Cada ponto representa média + erro padrdo, n= 5-6 animais/grupo.
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Grafico 4 — Fecundidade (Nimero de ovos/ g de fezes/ fémeas) das fémeas de S.
venezuelensis presentes em camundongos Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de
camundongos geneticamente deficientes na diferenciagdo de eosinéfilos (AdbIGATA) 7,
10 e 14 dias apoés a infecgao com 700 L; de S. venezuelensis. * P<0,05; *** P<0,001 em
relacdo ao numero obtido aos 7 dpi com os animais de mesma linhagem. ND — n&o detectavel.
Cada ponto representa média + erro padrao, n= 5-6 animais/grupo.
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5.2 - Avaliagao imunolégica
5.2.1 - Composicao celular da medula 6ssea

Para comprovar a auséncia de eosindfilos nos camundongos AdbIGATA
utilizados nestes experimentos, na figura 3 apresentamos amostras de células
recuperadas de lavado de medula éssea femural, onde pode ser observada a
presenca de eosindfilos em camundongos Balb/c ndo deficientes e auséncia
destas células em material coletado de animais geneticamente deficientes em
eosindfilos (AdbIGATA). Em ambos os grupos podem ser identificados
mononucleares e neutrofilos nas laminas confeccionadas a partir do lavado de

medula 6ssea.

> *ﬁi
Figura 3 — Células presentes em lavado da medula éssea de camundongos Balb/c n&o
deficientes (A) e de camundongos AdbIGATA (B) durante a infecgdo por S. venezuelensis. A
seta vermelha mostra um eosindfilo presente somente em camundongo Balb/c no deficiente e

o asterisco identifica neutrofilos presentes em grande niumero no lavado recolhido de ambos os
grupos de camundongos. Coloragdo May-Grunwald-Giemsa. Aumento de 100X.

S

5.2.2 — Avaliagao do infiltrado celular pulmonar

Para a avaliag&o do infiltrado celular pulmonar em resposta a passagem
das larvas do parasito foi realizada contagem de células recuperadas através

de lavado broncoalveolar (LBA) e da quantificagdo de niveis de EPO como
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medida indireta da presencga de eosindfilos e de MPO como medida indireta da
presencga de neutréfilos no homogenato de tecido pulmonar.

A recuperacao de células no LBA e a quantificacdo de niveis de EPO
também foram utilizadas como forma de comprovacido da auséncia de
eosindfilos em camundongos AdbIGATA no decorrer da infeccdo por S.

venezuelensis.

5.2.2.1 — Contagem total e diferencial de leucdcitos no lavado broncoalveolar

Conforme demonstrado no grafico 5A, no 4° dia de infeccéo, apds a
saida das larvas do parasito dos pulmbes para o intestino do hospedeiro,
houve um aumento significativo no numero de células no lavado
broncoalveolar, evidenciando a inflamacao pulmonar tipica deste periodo. O
aumento ocorreu em camundongos infectados de ambos os grupos
experimentais e ndo houve diferencas entre eles. A elevacdo no numero total
de leucécitos foi transitoria retornando a niveis préximos de normais a partir de
10 dpi, em ambos 0s grupos experimentais.

A grande maioria dos leucdcitos recuperados do lavado broncoalveolar
dos camundongos correspondeu a células mononucleares, sendo que também
nao foi verificada diferenca estatistica entre os dois grupos de animais
estudados (grafico 5B). Os neutréfilos encontrados no lavado broncoalveolar
representaram uma pequena parcela do numero total de células recolhidas e
as variagoes entre os grupos também n&o foram estatisticamente significativas
(grafico 5C).

A composicado celular do LBA recuperado apds 4 dias de infeccgao,
momento de maior infiltracdo celular encontra-se detalhada no grafico 6. Os
dados confirmam a presenca de eosindfilos apenas no lavado broncoalveolar

(LBA) de camundongos Balb/c n&o deficientes, como ilustrado na figura 4.
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Grafico 5 — Avaliagdo do nimero de leucécitos totais (A), células mononucleares (B) e
neutréfilos (C) no lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos Balb/c ndo deficientes
(Balb/c) e de camundongos AdbIGATA nao infectados (dia 0) e aos 2, 4, 7, 10 e 14 dias
apos a infecgdo com 700 L; de S. venezuelensis. ** P<0,01 / *** P<0,001 em relagdo ao
numero obtido em camundongos néo infectados da mesma linhagem. Cada ponto representa
média * erro padréo, n= 5-6 animais/grupo.
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Grafico 6 - Nimero de leucdcitos totais, mononucleares, neutréfilos e eosinéfilos no
lavado broncoalveolar recuperado dos diferentes grupos experimentais aos 4 dias apods a
infecgdo com 700 L; de S. venezuelensis. Cada ponto representa média + erro padrédo, n= 5-6
animais/grupo.

Figura 4 — Células do LBA de camundongos Balb/c ndo deficientes (A) evidenciando grande
quantidade de hemacias, macrofagos e destacando (setas) neutrofilos e eosindfilos, a esquerda
e direita, respectivamente. (B) Células do LBA de camundongos AdbIGATA com hemacias e
macrofagos. Coloragdo May-Grunwald-Giemsa. Aumento de 100X.

64



5.2.2.2 — Eosinofilia pulmonar

A quantificagdo dos niveis de EPO no homogenato pulmonar foi utilizada
como uma medida indireta da quantidade de eosindfilos presentes neste tecido
(grafico 7). Em animais Balb/c nao deficientes ocorre um aumento estatistico
nos niveis de EPO aos 2 e 4 dias ap6s a infecgao por S. venezuelensis, sendo
que estes niveis sao reduzidos apos o 7° dia de infec¢ao, quando vermes ja se
instalaram no intestino delgado. Os niveis de EPO nos animais AdbIGATA

foram menores que aqueles encontrados em animais Balb/c n&o infectados.
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Grafico 7 - Niveis de peroxidase de eosinéfilo (EPO) no homogenato pulmonar de
camundongos Balb/c ndo deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente
deficientes na diferenciagao de eosinéfilos (AdbIGATA) durante a infecgdo com 700 L; de
S. venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de EPO em camundongos nao
infectados. * P<0,05 em relagdo ao nivel do animal ndo infectado da mesma linhagem. #
P<0,05; ### P<0,001 na comparacao entre camundongos deficientes e nao deficientes no
mesmo periodo. Cada ponto representa a média £ erro padrao obtido com 5-6 animais/grupo.

5.2.2.3 — Neutrofilia pulmonar

A quantificagdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) no homogenato
pulmonar foi utilizada como uma medida indireta da quantidade/ativagdo de
neutréfilos presentes neste tecido (grafico 8). Em animais néo deficientes em
eosindfilos (Balb/c) a atividade de MPO no homogenato pulmonar foi

estatisticamente elevada aos 4 e 6 dias ap6s a infecgao em relagado aos Balb/c
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nao infectados. Elevacao dos niveis de MPO também foi verificado no
homogenato pulmonar de camundongos AdbIGATA infectados, mas o aumento
ocorreu somente aos 6 dias da infecgao. Por outro lado, os niveis de MPO nos
animais AdbIGATA infectados foram sempre menores que aqueles encontrados
em animais Balb/c, sendo que no 4° dpi, esta diferenga foi significativa
(P<0,001).
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Grafico 8 — Niveis de mieloperoxidase (MPO) no homogenato pulmonar de
camundongos Balb/c ndo deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente
deficientes na diferenciacao de eosinéfilos (AdbIGATA) durante a infecgdo com 700 L; de
S. venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de MPO em camundongos Balb/c e
AdbIGATA néo infectados. * P<0,05 / ** P<0,01 / P<0,001 em relagédo a Balb/c nado infectado.
### P<0,001 na comparagao entre camundongos deficientes e ndo deficientes no mesmo
periodo. Cada ponto representa a média + erro padrdo obtido com 5-6 animais/grupo.

5.2.2.4 - Avaliagao das alterag¢des histopatologicas pulmonares

As figuras 5, 6 e 7 ilustram as alteragbes histopatoldgicas ocorridas no
pulmdo em decorréncia da infecgdao por S. venezuelensis. O parénquima
pulmonar dos animais ndo infectados (figura 5A) mostra espacos alveolares
livres, sem infiltracdo celular e com bronquiolos e vasos intactos. Aos 4 dias
apods a infeccdo por S. venezuelensis, os cortes corados por hematoxilina e
eosina mostram extensas areas hemorragicas com intenso infiltrado celular,
que resulta em completa desestruturacdo da arquitetura alveolar em varias

regibes do parénquima pulmonar dos camundongos Balb/c e AdbIGATA
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infectados (figura 5B e 5C). Visualmente, a infiltragdo celular e o edema
verificado no parénquima pulmonar, bem como a congestdo dos vasos parece
mais intensa nos animais AdbIGATA infectados (figura 5C). Em ambos as
células predominantes no parénquima pulmonar foram mononucleares (figuras
6A e 6B), sendo que, nos animais Balb/c ndo deficientes sdo encontradas

eventualmente células polimorfonucleares (6A e 7A).
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Figura 5 — Fotomicrografias de pulmdes de camundongos corados por hematoxilina-eosina. A, Balb/c ndo
infectado (aumento de 20x). B, Balb/c e C, AdbIGATA 4 dias apéds infeccdo (aumento de 20x). Seta indica
vaso sanguineo congesto. Asteriscos indicam intenso infiltrado inflamatério nos espagos alveolares.
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Figura 6 — Fotomicrografias de pulmbes de camundongos corados por hematoxilina-eosina. A,
Balb/c e B, AdbIGATA aos 4 dias apos infecgdo (aumento de 100x). Seta indica presenca de
eosindfilo no parénquima pulmonar.
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Figura 7 — Fotomicrografias de pulmdes de camundongos corado por
tricromico de Masson. A, Balb/c e B, AdbIGATA aos 4 dias ap6s infeccao
(aumento de 100x). Seta indica presenga de eosinofilo no sangue.
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5.2.3 — Avaliagao do infiltrado celular no intestino delgado

5.2.3.1 — Eosinofilia/neutrofilia intestinais

Para a avaliagéo do infiltrado celular no intestino delgado em resposta a
infecgdo por S. venezuelensis foi realizada a quantificagdo de niveis de EPO
como medida indireta da presenga de eosindfilos (grafico 9) e de MPO como
medida indireta da presenca de neutrdéfilos (grafico 10) no homogenato de
tecido intestinal. A quantificagdo dos niveis de EPO também foi utilizada como
forma de comprovagdo da auséncia de eosindfilos em camundongos
AdbIGATA.

Em camundongos Balb/c ndo deficientes, a infeccdo por S.
venezuelensis induziu um aumento gradativo nos niveis de EPO (grafico 9) e
de MPO (gréafico 10) na mucosa intestinal dos animais, sendo estatisticamente
diferente dos animais ndo infectados aos 14 dias apds a infeccéo. Os niveis de
EPO foram estatisticamente menores no grupo de animais AdbIGATA em
relacdo aos animais Balb/c, estando geralmente abaixo do nivel encontrado em
animais Balb/c ndo infectados (grafico 9). Os niveis de MPO de camundongos
AdbIGATA quantificados aos 7 e 10 dpi foram estatisticamente menores do que
os niveis medidos em camundongos ndo deficientes nestes mesmos dias,
sendo que somente no 14° dia de infecgdo os niveis de MPO de ambos os

grupos, Balb/c e AdbIGATA, se tornaram semelhantes.
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Grafico 9 — Niveis de peroxidase de eosinéfilo (EPO) no homogenato intestinal de
camundongos Balb/c ndo deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente
deficientes na diferenciacao de eosinéfilos (AdbIGATA) durante a infecgdo com 700 L; de
S. venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de EPO em camundongos nao
infectados. * P<0,05 em relagdo ao nivel do animal ndo infectado da mesma linhagem. #
P<0,05; ## P<0,01 na comparagéao entre camundongos deficientes e ndo deficientes no mesmo
periodo. Cada ponto representa a média + erro padrdo obtido com 5-6 animais/grupo.
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Grafico 10 — Niveis de mieloperoxidase (MPO) no homogenato intestinal de
camundongos Balb/c ndo deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente
deficientes na diferenciacao de eosinéfilos (AdbIGATA) durante a infecgdo com 700 L; de
S. venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de MPO em camundongos né&o
infectados. ** P<0,01 em relagdo ao nivel do animal nao infectado da mesma linhagem. ##
P<0,01 na comparagao entre camundongos deficientes e ndo deficientes no mesmo periodo.
Cada ponto representa a média + erro padrdo obtido com 5-6 animais/grupo.
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5.2.3.2 — Avaliacao das alteracdes histopatoldgicas intestinais

As alteracbes histopatolégicas induzidas pela infeccdo por S.
venezuelensis na mucosa do intestino delgado dos camundongos infectados
sdo mostradas nas figuras 8, 9 e 10. Camundongos Balb/c e AdbIGATA néao
infectados apresentaram vilosidades intestinais intactas e com celularidade
esperada para o 6rgao, sem diferencas entre os dois grupos de animais (figura
8A). Aos 7 dias apds a infecgdo pdde-se verificar varios fragmentos de vermes
inseridos entre as células epiteliais e a lamina propria da mucosa intestinal,
produzindo deformagdo e achatamento das vilosidades intestinais, tanto em
cortes histolégicos de intestino de camundongos Balb/c (figura 8B) como em
AdbIGATA (figura 8C). Intenso infiltrado inflamatério foi observado no tecido
conjuntivo da base das vilosidades e na lamina propria, geralmente proximo
aos vermes. Entretanto, a composicdo celular deste infiltrado é muito
diferenciada entre camundongos Balb/c e AdbIGATA. Em camundongos Balb/c
células inflamatdrias presentes na proximidade dos vermes, incluem um grande
numero de neutréfilos e eosindfilos (figura 9A) enquanto que na figura 9B,
representativa de camundongos AdbIGATA aos 7 dias apds infecgédo, as
células observadas no entorno do verme sdo em sua maioria mononucleares,
especialmente linfécitos e macrofagos, n&o sendo encontradas

polimorfonucleares.

Aos 10 dias apos infecgao, observa-se uma intensa proliferagédo de
células caliciformes com aumento de produ¢cdo de muco na mucosa intestinal
dos animais infectados. Neste periodo também foi observada infiltragao celular,
especialmente na base das vilosidades, mas o formato das vilosidades
apresenta-se mais préximo do observado em camundongos n&o infectados
(figuras 10A e 10B). Entretanto, fragmentos de vermes foram raramente
observados na mucosa de camundongos Balb/c, enquanto estes fragmentos
foram um achado freqiente em camundongos AdbIGATA aos 10 dpi (figuras
10A e 10B).
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Figura 8 — Fotomicrografias do intestino de camundongos coradas por hematoxilina-eosina. A,
nao infectado (aumento 10x). B, Balb/c e C, AdbIGATA aos 7 dias apods infec¢do (aumento
20x). Setas indicam fragmentos de vermes na mucosa intestinal.
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Figura 9 — Fotomicrografias de intestino delgado de camundongos coradas por hematoxilina-
eosina. A, Balb/c e B, AdbIGATA aos 7 dias apo¢s infeccao (aumento 100x). Setas indicam
vermes na mucosa intestinal, circulo vermelho destaca eosinofilos.
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Figura 10 — Fotomicrografias de intestino delgado de camundongos coradas por hematoxilina-
eosina. A, Balb/c e B, AdbIGATA aos 10 dias apds infecgdo (aumento 20x). Setas indicam
fragmentos de vermes na mucosa intestinal. Circulos azuis indicam presenga de células

caliciformes.
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5.2.4 — Quantificacao de citocinas
5.2.4.1 — Quantificagédo de citocinas no homogenato intestinal

Niveis de interferon-y (IFN-y) no homogenato intestinal de camundongos
Balb/c ndo deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes
na diferenciagdo de eosinofilos (AdbIGATA) foram quantificados durante a
infeccao por S venezuelensis. A infeccdo pelo parasito induziu elevacao
transitoria de IFN-y no parénquima intestinal de camundongos Balb/c aos 7 dpi,
nao estatisticamente diferente do nivel normal, retornando aos niveis normais
aos 10 dpi. Entretanto, em camundongos AdbIGATA os niveis de IFN-y aos 7
dpi foram semelhantes aos nao infectados e houve uma elevagéo aos 10 dpi,
sendo que neste momento os niveis de IFN-y no homogenato intestinal destes
camundongos foram estatisticamente superiores que o detectado em

camundongos nao deficientes (grafico 11).
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Grafico 11 — Niveis de interferon-y (IFN-y) no homogenato intestinal de camundongos
Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na
diferenciacdo de eosinéfilos (AdbIGATA) aos 7 e 10 dias apés a infecgdo com 700 L; S.
venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de IFN-y em camundongos néo
infectados. * P<0,05 em relagdo ao nivel do animal ndo infectado da mesma linhagem. #
P<0,05 na comparagao entre camundongos deficientes e ndo deficientes no mesmo periodo.
Cada ponto representa a média + erro padrdo obtido com 5-6 animais/grupo.
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A producdo de IL-10 induzida pela infeccdo por S. venezuelensis em
camundongos Balb/c ndo deficientes e camundongos AdbIGATA ndo foram

estatisticamente diferentes (grafico 12).
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Grafico 12 — Niveis de interleucina-10 (IL-10) no homogenato intestinal de camundongos
Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na
diferenciagdo de eosinodfilos (AdbIGATA) aos 7 e 10 dias apds a infecgdo com 700 L; de
S. venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de IL-10 em camundongos néao
infectados. Cada ponto representa a média * erro padréo obtido com 5-6 animais/grupo.

A produgéao de citocinas tipicas do perfil de resposta TH2, IL-4 e IL-13
(graficos 13 e 14, respectivamente), em camundongos Balb/c ndo deficientes
apresentaram elevagado estatistica aos 7 dias de infecgdo. Apesar de nao
ocorrer uma diferenca estatistica entre os niveis de IL-4 quantificados no
homogenato intestinal de camundongos Balb/c e AdbIGATA no 7° dia apds a
infeccdo, nos animais AdbIGATA, a quantidade desta citocina sempre foi
inferior ao Balb/c e ndo estatisticamente diferente do nivel encontrado nos
animais nao infectados. Aos 10 dpi, os niveis de IL-4 permaneceram elevados
nos camundongos AdbIGATA, sendo estatisticamente diferente do observado
em Balb/c neste mesmo periodo (grafico 13). Perfil semelhante ao descrito
para IL-4 também foi observado nos niveis de IL-13 quantificados no
homogenato intestinal de camundongos Balb/c e AdbIGATA durante a infecgao

por S. venezuelensis (grafico 14).
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Grafico 13 — Niveis de interleucina-4 (IL-4) no homogenato intestinal de camundongos
Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na
diferenciacdo de eosinéfilos (AdbIGATA) aos 7 e 10 dias apés a infeccdo com 700 L; de
S. venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de IL-4 em camundongos nao
infectados. ** P<0,01 em relagdo ao nivel do animal nio infectado. # P<0,05 na comparagéo
entre camundongos deficientes e ndo deficientes no mesmo periodo. Cada ponto representa a
média * erro padrao obtido com 5-6 animais/grupo.
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Grafico 14 — Niveis de interleucina-13 (IL-13) no homogenato intestinal de camundongos
Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na
diferenciacdo de eosinéfilos (AdbIGATA) aos 7 e 10 dias apés a infeccdo com 700 L; de
S. venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de IL-13 em camundongos n&o
infectados. * P<0,05 em relagdo ao nivel do animal ndo infectado. # P<0,05 na comparagao
entre camundongos deficientes e ndo deficientes no mesmo periodo. Cada ponto representa a
média * erro padrao obtido com 5-6 animais/grupo.
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A quantificagcdo de IL-4 presente no homogenato intestinal de
camundongos AdbIGATA néo infectados e apds 6 dias de infecgdo foram
estatisticamente semelhantes, enquanto que o nivel de IL-4 no homogenato
intestinal de camundongos Balb/c apresentou uma elevagao significativa aos 6
dpi, sendo estatisticamente superior ao encontrado nos animais nao infectados

e nos camundongos AdbIGATA neste mesmo periodo (grafico 15).
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Grafico 15 — Niveis de interleucina-4 (IL-4) no homogenato intestinal de camundongos
Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na
diferenciagdo de eosinofilos (AdbIGATA) nao infectados e aos 6 dias apos a infecgao
com 700 L; de S. venezuelensis. * P<0,05 em relagado ao nivel do animal ndo infectado da
mesma linhagem. ## P<0,01 na comparagéo entre camundongos deficientes e ndo deficientes
no mesmo periodo. Cada ponto representa a média + erro padrdo obtido com 5-6
animais/grupo.

Também foram avaliados os niveis de IL-5 neste mesmo periodo e os
dados sado apresentados no grafico 16. Em camundongos Balb/c nao
deficientes a infecgao por S. venezuelensis induziu um aumento significativo na
quantidade de IL-5 no homogenato intestinal aos 6 dpi, retornando a niveis
préximos do nao infectado apds 10 dpi. De maneira interessante, o nivel de IL-
5 no homogenato intestinal de camundongos AdbIGATA nao infectado foi
inferior ao detectado em Balb/c ndo deficiente e permanece muito baixo apés 6
dias de infeccdo, sendo que neste periodo a diferenga encontrada nos niveis

de IL-5 de camundongos Balb/c e AdbIGATA foi altamente significativa (P<
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0.01). Entretanto, ao 10° dia de infecgéo, os niveis de IL-5 no homogenato
intestinal dos camundongos AdbIGATA eleva-se significativamente em relacéo
ao nao infectado, e os niveis de IL-5 quantificados em ambos os grupos se

tornam estatisticamente similares.
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Grafico 16 — Niveis de interleucina-5 (IL-5) no homogenato intestinal de camundongos
Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na
diferenciacdo de eosinofilos (AdbIGATA) nao infectados (dia 0) e aos 6 e 10 dias apos a
infeccao com 700 L; S. venezuelensis. * P<0,05; *** P<0,001 em relagdo ao nivel do animal
nao infectado da mesma linhagem. ## P<0,01 na comparagéo entre camundongos deficientes
e nao deficientes no mesmo periodo. Cada ponto representa a média + erro padréo obtido com
5-6 animais/grupo.

5.2.4.2 — Quantificagao de citocinas no sobrenadante de cultura de células do
linfonodo mesentérico

Para verificar a produgdo das citocinas IL-4, IL-5, TNF-a e IFN-y por
células do linfonodo mesentérico de camundongos 6 dias apos a infecgao por
S. venezuelensis, estas células foram recuperadas e estimuladas com o
mitégeno Concanavalina A (Con-A) ou com antigeno soluvel de larva (L3) e as
citocinas quantificadas no sobrenadante da cultura. As células estimuladas com
Con-A produziram grandes quantidades de IL-4 e IL-5 e pouco TNF-a e IFN-y,
mostrando uma polarizacao para o perfil TH2. Entretanto, ndo houve diferenca
na quantidade de citocinas entre camundongos Balb/c e AdbIGATA (grafico

17).
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Grafico 17 — Niveis de IL-4, IL-5, TNF-a e IFN-y presentes no sobrenadante de cultura de
células do linfonodo mesentérico de camundongos Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de
camundongos geneticamente deficientes na diferenciagdo de eosinoéfilos (AdbIGATA)
infectados por 6 dias com S. venezuelensis. As células foram re-estimuladas com mitégeno
Concanavalina A. Cada ponto representa a média * erro padréo obtido com 5-6 animais/grupo.

Neste mesmo periodo, 6 dias de infeccdo, as células do linfonodo
mesentérico dos camundongos infectados produziram baixos niveis de IL-4 e
IFN-y em resposta a estimulagdo com antigeno do parasito. A quantificagcao
destas citocinas foi inferior a 30 pg/mL, que corresponde ao nivel de
sensibilidade do ensaio (grafico 18). Os niveis de TNF-o produzidos em
resposta a estimulagdo com antigeno do parasito se mostraram pouco acima
do nivel de deteccdo (30 pg/mL) e estatisticamente semelhante entre
camundongos Balb/c e AdbIGATA. No caso de IL-5, a quantidade desta
citocina no sobrenadante de cultura de células recolhidas de AdbIGATA
infectados e re-estimulados com antigeno do parasito também foi inferior a 30
pg/mL. Entretanto, no sobrenadante de cultura de células de camundongos
Balb/c infectados e re-estimulados foi quantificado cerca de 70 pg/mL de IL-5

(grafico 18).
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Grafico 18 — Niveis de IL-4, IL-5, TNF-a e IFN-y presentes no sobrenadante de cultura de
células do linfonodo mesentérico de camundongos Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de
camundongos geneticamente deficientes na diferenciagdo de eosinoéfilos (AdbIGATA)
infectados por 6 dias com S. venezuelensis. As células foram re-estimuladas com antigenos
do parasito. A linha continua indica o nivel de sensibilidade do ensaio. Cada ponto representa a
média * erro padréo obtido com 5-6 animais/grupo.

5.2.5 — Avaliagao da resposta humoral

Para avaliagao da resposta humoral foram verificados niveis de IgE total
e 1gG1 e IgG2a especificos no soro dos camundongos infectados e nao
infectados em diferentes dias de infeccdo. Nao foi detectada producao de
IgG2a reativa a antigenos de larvas do parasito nos camundongos Balb/c e
AdbIGATA durante a infecgdo por S. venezuelensis. Durante a infecgao
primaria por S. venezuelensis em camundongos houve uma reatividade baixa
de IgG1 contra antigenos do parasito e esta nao foi estatisticamente diferente
entre camundongos Balb/c e AdbIGATA (grafico 19).

A quantificagao de IgE total no soro dos camundongos mostrou que esta
imunoglobulina aumenta significativamente aos 10 e 14 dias da infecgéo por S.
venezuelensis, sem, entretanto, haver diferengas significativas nos niveis de

IgE total entre os grupos Balb/c e AdbIGATA (grafico 20).
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Grafico 19 — Niveis de IgG1 parasito especifico no soro de camundongos Balb/c nao
deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na diferenciacao de
eosindfilos (AdbIGATA) aos 2, 7, 10 e 14 dias apoés a infeccdo com 700 L; de S.
venezuelensis. A linha pontilhada representa o nivel de 1IgG1 em camundongos nao
infectados. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 em relagdo ao nivel do animal nado
infectado.Cada ponto representa a média £ erro padrao obtido com 5-6 animais/grupo.
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Grafico 20 — Niveis de IgE total no soro de camundongos Balb/c nao deficientes (Balb/c)
e de camundongos geneticamente deficientes na diferenciagdo de eosinofilos
(AdbIGATA) aos 2, 4, 7, 10 e 14 dias ap6s a infecgdo com 700 L; de S. venezuelensis. A
linha pontilhada representa o nivel de IgE em camundongos nédo infectados. * P<0,05; **
P<0,01; *** P<0,001 em relagdo ao nivel do animal n&o infectado.Cada ponto representa a
média * erro padrao obtido com 5-6 animais/grupo.
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5.3 — Avaliacao funcional

5.3.1 — Hiperreatividade brénquica

A infecgao por S. venezuelensis em camundongos induziu um aumento
da pressao intratraqueal em resposta a administracdo de doses crescentes de
metacolina aos 4 dpi (grafico 20), periodo que coincide com o pico do processo
inflamatoério pulmonar (grafico 5A). Entretanto, ndo foram observadas
diferengas significativas na reatividade brénquica entre camundongos Balb/c
nao deficientes (Balb/c) e de AdbIGATA (grafico 20).

S 1204
a
°w 30 i
o o 90+ --=-- Balb/c nao infectado
e =] —— Balb/c infectado
o = i .
s 60 —— AdblGata infectado
i
g = 301
<
X
0_

I T T 1
0.01 1 100 10000
Metacolina (ug/camundongo)

Grafico 21 — Porcentagem de aumento na pressao intratraqueal foi utilizada como
medida da reatividade bréonquica em resposta a doses sucessivas de metacolina 4 dias
apos a infecgdo de camundongos Balb/c ndo deficientes (Balb/c) e de camundongos
geneticamente deficientes na diferenciagdo de eosinoéfilos (AdbIGATA) com 700 L; de S.
venezuelensis. Cada ponto representa a média + erro padrao obtido com 5-6 animais/grupo. O
experimento foi repetido 2 vezes com resultados similares.

5.3.2 — Contragao intestinal

A infeccdo por S. venezuelensis também induziu um aumento
significativo da contratilidade intestinal induzida por doses crescentes de

carbacol. Conforme demonstrado no grafico 21, o aumento da contratilidade
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intestinal foi estatisticamente superior em camundongos infectados, aos 10 dias
de infecgdo, em relagdo a resposta detectada em camundongos néao
infectados. Entretanto, o aumento de contratilidade intestinal em resposta a
doses sucessivas de carbacol ndao apresentou diferencas estatisticas entre os

grupos de camundongos Balb/c normais e deficientes em eosindfilos.

300+
---=-- Balb/c

---+-- AdbIGATA
—=— Balb/c infectado

—=— AdbIGATA infectado

200+

100+

Contratilidade intestinal
(% aumento)

Carbacol [10*] M

Grafico 22 — Porcentagem de aumento na tensdo em comparagao a linha basal apés
sucessivas doses de carbacol aplicadas a porgdao de 1cm de intestino de camundongos
Balb/c nao deficientes (Balb/c) e de camundongos geneticamente deficientes na
diferenciacdo de eosinofilos (AdbIGATA) néo infectados e 10 dias apés a infecgao com
700 L; de S. venezuelensis. ** P < 0,01 em relagdo ao nivel do animal ndo infectado da
mesma linhagem em resposta a dose 10 M de carbacol. Cada ponto representa a média *
erro padrao obtido com 5-6 animais/grupo. O experimento foi repetido 2 vezes com resultados
similares.

86




6 - DISCUSSAO
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No presente estudo a infecgdo primaria por Strongyloides venezuelensis
foi comparativamente examinada em camundongos Balb/c ndo deficientes e
camundongos Balb/c deficientes em eosindfilos (AdbIGATA) para estabelecer a
participacao de eosindfilos durante a infeccio pelo parasito. A quantificagao de
EPO no homogenato pulmonar e intestinal, a analise histologica do parénquima
pulmonar e mucosa intestinal, assim como a observacdo dos tipos celulares
recuperados do lavado de medula 6ssea e lavado broncoalveolar confirmam
que camundongos da linhagem AdbIGATA néo diferenciam eosinofilos mesmo
durante a infeccdo por nematddeos intestinais como é o caso de S.
venezuelensis, que sao reconhecidamente fortes indutores da diferenciagcao
deste tipo celular (TSAI et al., 2002; KLION e NUTMAN, 2004).

Contrariando alguns trabalhos anteriores que demonstraram uma
participacado significativa de eosinéfilos somente na infecgdo secundaria por
helmintos diversos (MEEUSEN e BALIC, 2000; VOEHRINGER et al., 2006),
nossos resultados vém elucidar uma participagdo maior de eosindfilos ja na
infeccdo primaria por S. venezuelensis. Em roedores, as larvas de S.
venezuelensis migram da pele para os pulmdes, sendo que ha um pico de
larvas encontradas nos pulmdes 48 horas apds a infeccdo. Desta forma, a
contagem de larvas encontradas nos pulmdes 2 dias apds a infec¢gao € um bom
indicador da resposta protetora no estagio pré-pulmonar.

Utilizando os camundongos deficientes seletivamente na diferenciagao
de eosindfilos, denominados de camundongos AdbIGATA, para infecgao por S.
venezuelensis, foi demonstrado um aumento significativo no numero de larvas
recuperadas nos pulmdes destes camundongos em relagdo aos camundongos
Balb/c ndo deficientes. Este resultado indica a participagdo de eosindfilos na
imunidade protetora do hospedeiro durante a fase de migragao sistémica das
larvas. Trabalhos anteriores realizados em camundongos transgénicos para IL-
5, citocina envolvida na diferenciagdo final de eosindfilos bem como na
migracdo e manutencédo destas para o sitio de infecgdo (ROTHENBERG e
HOGAN, 2006), também sugerem que o aumento de eosindfilos esta associado
a reducgao na recuperacgao de larvas de S. stercoralis (HERBERT et al. 2000) ou

de S. venezuelensis (EL-MALKY et al, 2003). Entretanto, a manipulagao
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genética de IL-5 além de interferir com eosindéfilos também influencia linfocitos
B1 (KOPF et al., 1996) e ndo reduz completamente os numeros de eosindfilos,
visto que ha outros fatores que atuam na diferenciacdo destas células
(NISHINAKAMURA et al., 1996).

Desta forma, nossos resultados utilizando camundongos AdbIGATA sao a
primeira evidéncia direta da participagdo de eosindfilos nos mecanismos de
destruicdo de larvas de Strongyloides durante a infecgédo primaria. De maneira
interessante, KNOTT et al. (2007) trabalhando com camundongos AdbIGATA
infectados com outro nematdédeo gastrintestinal, Nippostrongylus brasiliensis,
nao encontrou diferencas no numero de larvas recuperadas dos pulmdes
destes animais em relacédo aos Balb/c ndo deficientes durante a infecgéo
primaria, embora esta diferenca tenha se revelado durante a infecgao
secundaria. A diferenca da participacdo de eosindéfilos no controle de larvas de
N. brasiliensis e S. venezuelensis € mais uma evidéncia de que o mecanismo
efetor envolvido na destruicdo de nematédeos parasitos pode variar para
diferentes espécies mesmo que um ambiente predominantemente TH2 seja
induzido durante estas infecgdes.

Na fase pulmonar da infeccdo, a auséncia de eosindfilo ndo alterou
significativamente o influxo celular, pois o numero de leucécitos totais ou de
mononucleares no lavado broncoalveolar n&o foi diferente entre os dois grupos.
VOEHRINGER et al., (2006), trabalhando com estes camundongos AdbIGATA
infectados com N. brasiliensis, também nao verificou diferengas significativas
no recrutamento de células TH2 e baséfilos para os pulmdes, demonstrando
que eosindfilos ndo sao requeridos para que ocorra este processo. Estes
resultados sugerem uma possivel atuacéo direta do eosinéfilo no mecanismo
de controle das larvas de S. venezuelensis que ja é evidente nesta fase da
infeccao.

Alguns trabalhos tém demonstrado eosindfilos desgranulando ao redor
de larvas de helmintos (ACKERMAN et al., 1990; ROTMAN et al, 1997). A
ativacdo e degranulagéo de eosinodfilos é geralmente mediada por anticorpos
especificos que opsonisam o parasito e, através de receptores para porgao Fc

da imunoglobulina (especialmente para IgE e IgA) expressos na superficie do
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eosindfilo, ligam-se e ativam a degranulagdo desta célula, mecanismo
denominado de citotoxidade mediada por anticorpos — ADCC (JANEWAY,
2002). Entretanto, durante a migracdo das larvas de S. venezuelensis,
utilizadas na infeccao primaria, ainda ndo observamos producao expressiva de
anticorpos especificos contra o parasito. Neste modelo, verificamos baixa
reatividade de 1gG1 e IgE total durante a migracéo das larvas, assim como
niveis nao detectaveis de IgG2a, levando-nos a acreditar que outro
mecanismo, como ativacdo do sistema de complemento, estaria induzindo a
degranulacao destes eosinodfilos nas fases pulmonar e pré-pulmonar. Ativagao
de ambas as vias classica e alternativa do sistema complemento com
quimioatraentes e ligagdo de granuldcitos a larva infectante tem mostrado ser
importante na imunidade contra S. stercoralis em camundongos (VADLAMUDI
et al., 2006).

E possivel que a especificidade de nematdédeos parasitos seja em
grande parte dependente do grau de ativagdo do complemento induzido no
hospedeiro (MEEUSEN e BALIC, 2000). Em interagbes nao naturais, como S.
venezuelensis em camundongos, as moléculas secretadas/excretadas pelo
parasito induzem uma resposta imune inata mais pronunciada, com alta
producao de fatores do complemento que podem ser depositados na superficie
do parasito (MEEUSEN e BALIC, 2000). No processo de ativagdo do
complemento também sao produzidos fatores intermediarios, como Cb5a, que
atraem eosindfilos e outras células inflamatérias para o sitio de infecgao e
aumentam a expressao de receptores do complemento na superficie destas
células (JANEWAY, 2002), podendo resultar em ligagbes suficientes para
induzir degranulacéo eosinofilica e morte do parasito (MEEUSEN e BALIC,
2000).

A degranulagéo dos eosindfilos também resulta na liberagao de citocinas
e quimiocinas que podem aumentar a migracao de outros tipos celulares para o
tecido (ROTHENBERG e HOGAN, 2006). Durante a infeccdo de S.
venezuelensis em camundongos AdbIGATA, o numero total de mononucleares
recuperados no LBA, bem como a intensidade da infiltracdo celular no

parénquima pulmonar ou mesmo intestinal ndo foi significativamente alterado.
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Entretanto, além da auséncia de eosindfilos, a quantificacdo indireta de
neutréfilos através dos niveis de MPO, nos tecidos pulmonar e intestinal
(graficos 8 e 10, respectivamente), bem como as analises histopatoldgicas,
indicam que a infiltracdo de neutrdfilos para o tecido foi significantemente
retardada. No modelo de colite experimental desenvolvido em camundongos
AdbIGATA (VIEIRA, 2008), também foi verificada uma reducao significativa de
migragdo de neutrofilos para a mucosa intestinal dos animais imunizados,
sendo que o numero reduzido de neutrdéfilos no tecido foi associado a menor
producao intestinal das quimiocionas CXCL1-3/KC e CCL3/MIP1-a, com fungao
quimioatrativa para neutrdfilos, nos camundongos deficientes em eosindfilos.

GALIOTO et al., (2006) mostraram que neutrofilos estdo associados com
destruicdo de larvas L3 de S. stercoralis em camundongos durante infecgao
primaria. Desta forma, o retardo na migracdo de neutréfilos para o sitio de
infeccdo poderia ser um mecanismo complementar que permite maior
sobrevivéncia de vermes em camundongos deficientes em eosindfilos devido a
menor producao de quimiocinas atrativas para neutréfilos.

E importante salientar que a redugdo de neutréfilos nos camundongos
AdbIGATA nao se deve a qualquer problema na diferenciagdo destas células,
pois neutrdfilos diferenciados séo frequentes na medula 6ssea destes animais
(figura 3).

MEEUSEN e BALIC (2000), apos revisarem estudos de helmintos em
camundongos com alteragdes em IL-5, concluiram que, na maioria deles, os
resultados sao consistentes com um papel para eosindfilos na morte de larvas
infectantes, mas nao de vermes adultos. Também VOEHRINGER et al. (2006),
trabalhando com camundongos AdbIGATA infectados com N. brasiliensis nao
encontraram diferengas na expulsdo de vermes intestinais durante infecgao
primaria. Contrariando estes autores, nossos resultados mostram que
eosindfilos tém um importante papel nas ultimas fases da infecgéo, durante o
processo de eliminagdo dos vermes intestinais.

Nossos dados indicam que a diferenga significativa no numero de
vermes recuperados do intestino no 7° dia de infeccdo reflete a

destruicdo/retencédo que ocorreu no pulmao de camundongos Balb/c e ndo em
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AdbIGATA, indicando que estes parasitos foram eliminados durante a migragao
sistémica das larvas e que eosindfilos ndo tém papel essencial durante o
estabelecimento das larvas na mucosa intestinal e na maturacdo destes
vermes.

Entretanto, no 10° dia de infecgcao, quando os vermes adultos ja foram
quase que totalmente eliminados do intestino de camundongos Balb/c nao
deficientes, o numero de vermes recuperados no intestino de animais do grupo
AdbIGATA foi 467% maior em relagao ao grupo Balb/c. Apesar disso, nossos
dados também demonstram que, se eosindfilos tem participagéo importante no
inicio do processo de expulsdo de vermes intestinais na infecgdo primaria,
outros mecanismos compensam a auséncia destas células posteriormente,
visto que mesmo em animais AdbIGATA ocorre autocura apos o 14° dia de
infeccao.

OVINGTON et al. (1998), trabalhando com a infeccdo de S. ratti em
camundongos C57BL/6, observou 60% mais vermes intestinais em
camundongos IL-57 em relagdo aos animais IL-5"*, embora a duracao da
infecgdo tenha sido similar em ambos os camundongos, deficientes e ndo
deficientes. Trabalhando com camundongos transgénicos para IL-5, EL-MALKY
et al., (2003) verificaram que nesta situagéo os eosindfilos estdo presentes em
grande numero e sdo capazes de infiltrar no epitélio intestinal e atacar S.
venezuelensis adultos cirurgicamente transferidos para o local. Entretanto,
também neste modelo experimental nao foi verificada diferenga no periodo
requerido para a eliminagdo total destes vermes nos camundongos
transgénicos e ndo transgénicos.

Eosindfilos e mesmo neutréfilos podem atuar diretamente no controle
dos vermes durante o inicio do processo de eliminagao de S. venezuelensis do
intestino de camundongos, pois observamos que estes polimorfonucleares
estdo presentes na proximidade dos vermes e em grande numero na mucosa
intestinal de camundongos Balb/c néo deficientes aos 7 dias da infecgéao pelo
parasito (figura 9A). Esta possibilidade foi também sugerida por EL-MALKY et
al. (2003) para eliminagcdo de vermes adultos de S. venezuelensis em

camundongos transgénicos para IL-5 e por RAINBIRD et al., (1998) que
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associam aumento da producdo de IgA na mucosa e infiltragdo de eosindfilos e
mastocitos intestinais ao controle de Haemonchus contortus no abomaso de
ovinos. Entretanto, trabalhos anteriores tém demonstrado na maioria das
vezes que a participacdo direta de eosindéfilos no controle de nematédeos
gastrintestinais € mais efetiva contra estagios de larvas e requerem cooperacgao
com anticorpos e/ou sistema complemento para alcancar a maxima capacidade
de eliminacao do parasito (MEEUSEN e BALIC, 2000).

Eosindfilos podem também atuar no inicio do processo de eliminacao de
Strongyloides como fonte de citocinas do perfil TH2, que estdo associadas ao
desenvolvimento de protecdo ao parasito. Evidéncias recentes indicam que isto
se deve ao fato de eosindfilos serem fonte de IL-4 durante os primeiros
estagios da resposta imune (DAVIES et al., 2005). Além disso, ovos de
Schistosoma mansoni e larvas de N. brasiliensis rapidamente recrutam
eosindfilos produtores de IL-4 para o local de infeccdo (SABIN et al., 1996;
SHINKAY et al., 2002). Observando os resultados obtidos na quantificagéo de
citocinas no homogenato intestinal, verificamos atraso na producdo de IL-5 e
IL-4 em camundongos AdbIGATA. Este fendmeno pode estar associado a
auséncia de eosindfilos, visto que estas células poderiam ser uma das fontes
iniciais destas citocinas e, posteriormente, este atraso seria suplantado por
outras células, como linfocitos, por exemplo. Desta forma, o retardo na
eliminacdo do parasito pode estar associado ao retardo no estabelecimento da
resposta protetora, ja que nossos dados mostram menos IL-4 e IL-5 no inicio
da resposta imune.

Células T CD4" ativadas sdo consideradas as principais células
produtoras de IL-5 induzida apds infecgbes helminticas (MEEUSEN e BALIC,
2000). Entretanto, nossos resultados mostram IL-5 com niveis diminuidos no
homogenato intestinal de animais AdbIGATA, no periodo de maior carga
parasitaria intestinal, apontando para uma participacdo mais pronunciada de
eosindfilos na produgdo desta citocina no inicio da infecgdo. Também
trabalhando com camundongos AdbIGATA, HUMBLES et al., (2004) constatou

que a resposta de citocinas TH2 nestes animais € similar aquela mostrada por
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camundongos Balb/c normais quando desafiados com alérgeno, condizendo
com alguns resultados encontrados em nosso trabalho.

Embora eosindfilos possam modular produgao de IL-13 por células T
CD4", possivelmente através de IL-18 (KAY, 2005), ndo encontramos
diferencgas significativas na producao de IL-13 entre os grupos avaliados neste
modelo experimental.

Dentre os mecanismos de atuacdo de eosindfilos inclui-se ainda sua
funcdo como célula apresentadora de antigeno, modulando ativamente a
resposta imune por amplificar respostas de células TH2 (SHI, 2004). Outro
mecanismo pelo qual eosindfilo poderia participar da resposta imune protetora
contra o parasito seria através da secrecdo de granulos contendo MBP
(proteina basica principal), levando a ativagdo de mastdcitos, visto que estas
células ja foram associadas com a eliminagdo de Strongyloides do intestino de
camundongos (NAWA et al., 1985; ABE e NAWA, 1987; KHAN et al., 1993).
Este poderia ser o principal mecanismo que estaria expulsando os vermes
mesmo na falta de eosindfilos, sendo que o atraso na eliminacdo da infeccéo
deve ser reflexo da falta de ativacdo de mastécitos pela MBP secretada por
eosindfilos. Entretanto, neste estudo ndo foi possivel avaliar a presenca de
mastdcitos, sendo uma hipétese a ser testada em trabalhos posteriores.

Na infeccdo de S. venezuelensis em camundongos AdbIGATA foi
observada uma eliminagéo de ovos nas fezes do hospedeiro significativamente
maior que em camundongos Balb/c, sendo que no 10° dpi, a contagem de ovos
por grama de fezes foi cerca de 10 vezes maior no grupo AdbIGATA em
relacdo ao grupo Balb/c. Entretanto, a diferenga no numero de ovos eliminados
refletiu as diferengcas encontradas no numero de vermes recuperados no
intestino delgado dos animais de cada grupo experimental e ndo na
fecundidade destes vermes. Este resultado indica que eosindfilos né&o
participam do mecanismo anti-fecundidade durante a infeccdo de S.
venezuelensis em camundongos e contraria os dados de alguns trabalhos que
demonstraram alteragdo na fecundidade das fémeas partenogenéticas de S.
ratti em camundongos tratados com anticorpo anti-granuldcito (WATANABE et

al., 2000) e geneticamente deficientes na producio de interleucina-5 (IL-57)
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(OVINGTON et al.,1998). Neste caso, a discrepancia dos resultados obtidos
em camundongos IL-5"" e AdbIGATA sobre a fecundidade dos vermes pode ser
devida a importancia da producéao de IL-5 para proliferagao de células B (KOPF
et al., 1996).

Alguns trabalhos sugerem que em pacientes alérgicos e em modelos de
asma experimental os eosindfilos participem da determinacdo da
hiperreatividade brénquica (SHEN et al., 2003; JUSTICE et al., 2003). Outros
estudos tém demonstrado que mudangas na fungdo pulmonar podem também
ocorrer devido a infecgdo por parasitas com ciclo pulmonar, como
Strongyloides stercoralis (WEHNER et al., 1994; OCHOA et al., 2003). Em
nosso modelo, deficiéncia em eosindfilos ndo alterou o estabelecimento de
hiperreatividade brénquica induzida pela infeccao por S. venezuelensis em
resposta a administracdo de metacolina.

Utilizando esta mesma linhagem de camundongos geneticamente
deficientes em eosindfilos (AdbIGATA) e desafiados com ovalbumina,
HUMBLES et al., (2004) verificaram resultados semelhantes, sugerindo que
eosindfilos ndo seriam essenciais para ocorréncia da hiperreatividade
brénquica induzida por alérgeno. Por outro lado, medidas da fun¢ado pulmonar
apo6s desafio com OVA em camundongos C57BL/6 deficientes em eosindfilos
(camundongos PHIL) mostraram que hiperreatividade brénquica em resposta a
administracao de metacolina foi dependente da presenca de eosindfilos nestes
animais (LEE et al., 2004). Assim, alguns estudos tém associado eosinofilia
com hiperreatividade (LEE et al., 2004; HISADA et al., 1999), enquanto outros
nao verificaram correlacdo entre a presenca de eosindfilos e esta mudanca
funcional (HUMBLES et al., 2004, WILDER et al., 1999). Desta forma,
eosindfilos tém um papel na patofisiologia da hiperreatividade de certos
modelos experimentais, mas certamente outros fatores (outros tipos celulares
como mastocitos e linfécitos T) devem contribuir para a modificagdo da fungéo
pulmonar (CARA et al., 2000), fatores estes que se mostram mais importantes
em nosso modelo do que propriamente o eosindfilo.

Um novo paradigma tem emergido descrevendo eosindfilos como

responsivos iniciais para dano ou morte tecidual, sendo uma parte do processo
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de remodelamento ou reparo e, mais importante, atuando na imunoregulagéo
(JACOBSEN et. al.,, 2007). Desta forma, justifica-se a intensa infiltracdo
eosinofilica pulmonar nas infecgbes helminticas e doengas alérgicas. Mais
ainda, se estas células mudarem de regulatérias para subsequente capacidade
agressiva, é possivel que, na fase final da resposta, elas voltem a agir como
regulatorias para inibir a imunidade adaptativa (ROTHENBERG e HOGAN,
2006).

Proteinas catibnicas liberadas por eosindfilos tém sido consideradas na
indugdo da contragdo da musculatura lisa intestinal (ZHAO et al., 2003;
JACOBSEN et al., 2007). Além disso, eosindfilos produzem IL-1 e IL-13,
quimiocinas, leucotrienos e fatores de crescimento (por exemplo, TGF-B) que
tém efeito direto na musculatura lisa, induzindo recrutamento/proliferagao e
contragao da musculatura lisa (JACOBSEN et al., 2007). No entanto, em nosso
modelo ndo encontramos diferencas na contracdo intestinal entre
camundongos que nao possuem eosinofilos e seus controles ndo deficientes
nesta célula perante a infeccdo por S. venezuelensis. Surpreendentemente,
células musculares expressam o receptor CCR3, sendo responsivas a
liberacdo localizada de quimioatraentes de eosindfilos, como eotaxina-1
(JACOBSEN et. al., 2007), podendo a contratilidade intestinal estar
suficientemente sendo estimulada através deste mecanismo associado a

presenca de IL-4 e IL-13 ndo eosinofilicas.
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7 - CONCLUSOES
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Eosindfilos participam da resposta imune protetora contra infeccao
primaria por S. venezuelensis em camundongos Balb/c durante a fase

de migragao das larvas.

Eosindfilos atuam no inicio do processo de eliminagcdo de S.
venezuelensis do intestino de camundongos infectados, porém estas

células ndo sao essenciais para que a eliminagio do parasito ocorra.

Auséncia de eosindfilos alterou a infiltragao de neutroéfilos nos pulmdes e
intestino, diminuindo uma possivel participacdo destas células na

expulsado de S. venezuelensis.

Auséncia de eosinofilos em camundongos AdbIGATA foi associada a

atraso na producio da maioria das citocinas estudadas.

Auséncia de eosindfilos, em nosso modelo experimental, ndo alterou o
padrdo de resposta de IgG2a, IgG1 e IgE total séricas em resposta a

infecgcao por S. venezuelensis.

A eosinofilia nos pulmdes do hospedeiro nao foi associada a indugao de
hiperreatividade bronquica observada durante a infeccdo por S.

venezuelensis.
O aumento no numero de eosindfilos no intestino delgado n&do tem

relagdo com o aumento da contracdo intestinal devido a infec¢ao por S.

venezuelensis.
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