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RESUMO

Neste estudo mostramos que camundongos infectados com as linhagens 1.-2 ou L-49 de
Strongyloides venezuelensis induzem aumento de leucdcitos totais, eosindfiios {(EO) e
células mononucleares {MO) no sangue, na cavidade peritoneal (LCP} e espago
broncoalveolar (LBA) de formas semelhantes. Ambas linhagens esfimularam sintese de
citocinas do padrac TH; ou TH, da resposta imune, com maior tendéncia para TH,. L-2 foi
mais infectante que L-48, induzindo precocemente maior sintese de IL-4, 1L-5 e IFNy e
anticorpos. Houve correlacio positiva entre indugdo de maior sintese de IL-4 e de IgG e
maior expuisdo do parasita pela L-2. Nio houve correlacdo entre inducdio de maior
sintese de IL-5 e maior proliferacdo e recrutamento de EQ e MO. O tempo e a
temperatura de manutencdo das culturas influenciaram na infectividade do parasita. Com
menor tempo de permanéncia das larvas nas culturas estas induziram resposta imune
inata mais intensa no sangue e no LCP, com eliminagdo mais rapida dos parasitas.
Larvas obtidas a temperatura mais alfa induziram eosinofilia mais intensa e precoce no
LCP, e sob temperatura mais baixa, a eosinofilia foi menor e tardia. Larvas mantidas por
menor tempo nas culturas estimularam resposta imune celular capaz de expulsar mais
rapidamente as fémeas parasitas, e as mantidas por maior tempo e sob temperaturas
mais aitas induziram maior sintese de anticorpos e de iL4 e IL-10. Larvas mantidas por
menor tempo nas culturas induziram maior sintese de IL.-12, e as de maior tempo, maior
producéo de IFN-y. O tempo efou temperatura nao influenciaram a sintese de IL-5.
Observamos que leucotrienos participam do aumento de leucécitos totais, EQ e MO no
sangue, no LCP e LBA na estrongiloidiase. A IL-5 também participa no aumento de
leucocitos nesses compartimentos. IL-12 e IFN-y protegem o parasita contra as defesas
do hospedeiro. Verificamos que as oito linhagens de S. venezuelensis apresentaram
antigenicidade semelhante, detectada por imunoflucrescéncia indireta, ELISA e
“immunocbiot’. O anticorpo igG anti-S. sfercoralis reconheceu a fracdo antigénica de peso
molecular aparente de 45 kDa. Assim, antigenos destas linhagens podem ser usados no
imunodiagndstico da estrongifoidiase humana.

Palavras chave: Strongyloides venezuelensis, estrongiloidiase, leucécitos totais,
eosinofilia, celulas mononucleares, citocinas, anticorpos, leucotrienos, imunodiagnostico.
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ABSTRACT

in this study, we have shown that, in mice, L-2 and L-49 strains of S. venezuelensis
induced an increase in the total number of leukocytes, eosinophiis (EQ) and mononuciear
cells in bivod, peritoneal cavity (LCP) and in the bronchoalveolar space (LBA), in & similar
manner. Both strains stimulated synthesis of TH, or TH; type immune response cytokines,
with a greater tendency to TH,. L-2 strain was more infective than L-49, inducing earlier
synthesis of IL-4, IL-5 and IFN-y, and antibodies. in L-2, there was a direct correlation
between greater production of IL-4 and igG and expulsion of parasites, but no comelation
to greater synthesis of IL-5 or proliferation and recruitment of EO and MO. Time and
temperature had influence on parasite infectivity. Larvae that remained in the cultures for
shorter periods of time had their infectivity affected, inducing a more intense innate
immune response in biood and LCP, with rapid elimination of the parasites. Parasites kept
in higher temperatures rapidly induced higher eosinophil levels in LCP, while for low
temperatures, eosinophils appeared later and in lower numbers. When larvae were
cultured for shorter periods of time, they stimulated a cellular immune response capable of
quickly expelling female parasites, while those submitted fo shorter periods and high
temperatures induced a higher synthesis of antibodies, L4 and IL-10. Larvae kept in
culture for short periods induced greater synthesis of IL-12, while longer periods lead to
greater IFN-y production. Neither time nor temperature affected IL-5 synthesis. It was
observed that, in strongyloidiasis, leukotrienes participate on the increase of total
leukocyte numbers, EQ, and MO in biocod, LCP and LBA. IL-5 is alsc involved in the
increase of leukocyte numbers in these compartments. Both [L-12 and {FN-y protect the
parasite against host defense. it was also verified, through indirect immunofluorescence,
ELISA, and Immunoblot, that eight strains of S. venezuelensis presented similar
antigenicity. The antibody anti-S. stercoralis 1gG was able to recognize the antigenic
fraction with apparent molecular weight of 45 kDa. Therefore, antigens to these strains
may be used for the immunodiagnosis of human strongyloidiasis.

Key words: 5. venezuelensis, strongyloidiasis, ieukocytes, eosinophils, mononuciear
cells, cytokines, antibody, leukotrienes, immunodiagnosis, mice.



INTRODUGAO

As estrongiloidiases sdo parasitoses intestinais causadas por nematddeos do
género Strongyloides, que ocorrem no homem, em mamiferos domésticos e
silvestres, aves, répteis e anfibios. Esses parasitas tém desenvolvido uma relacio de
sucessco em dois ecossisiemas; o meio terrestre e o corpo do hospedeiro,
facultativamente independente entre eles (GENTA, 1986: GROVE, 1996).

Strongyloides stercoralis foi descoberto, em 1878, por Normand, na cidade de
Toulon — Franga, ao examinar fezes diaréicas de soldados procedentes da
Cochinchina, atual Vietna. As formas do parasita foram descritas por Bavay, em 1876,
como Anguillula stercoralis, para os parasitas encontrados nas fezes, e como
Anguiliuia intestinalis para os obtidos de necropsias. Em 1911, Leuckart demonstrou
ser A. stercoralis e A. intestinalis pertencentes a mesma espécie heterogenética, uma
sendo a forma parasita partenogenética e a outra de geragdo de vida livre
bissexuada. A espécie passou a ser denominada S. stercoralis (GENTA, 1986).

Strongyloides sp pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, filo
Nematoda, classe Secementea, ordem Rhabditoidea. A familia Strongyloididae é
composta somente pelo género Sfrongyloides (LEVINE, 1979), e apresenta 54
especies. O homem se infecta por duas espécies e uma sub-espécie, S. stercoralis,
S. fuelleborni e S. fielleborni kellyi. A primeira tem distribuicio mundial, a segunda &
encontrada na Africa e nas Filipinas, e a terceira apenas na llha de Papua Nova
Guiné (BARNISH & ASHFORD, 1989; PIRES & DREYER, 1993). As demais espécies
infectam animais, e sua importancia para o homem estd relacionada a perdas
econdmicas devidas ao alto parasitismo que pode ocorrer nos gados ovino, bovino,
SUinNO, ou por serem empregadas como modeios experimentais para estudos da
relaco entre parasita e hospedeiro, como S. raffi (Sandground, 1825), S.
venezuelensss (Brumpt, 1934) e S. papifiosus (Wed!, 1856).

1.1 - Biologia e Epidemiologia
As larvas filariGides (Ls) de S. sfercoralis s&o as formas infectantes. Elas estdo

presentes no solo ou alimentos e, ao penetrarem na pele do individuo, caem na
corrente sangliinea ou linfatica, chegam ac coragac direito, atingem o pulmao,



2
atravessam os capilares e chegam aos alvéolos. Nos pulmdes, sofrem duas mudas
(Ls-Ls e La-Ls) e dos alvéolos, sobem pela traquéia, alcancam a faringe, onde a
maioria €& deglutida e, no intestino delgado, amadurecem em fémeas
partenogeneéticas parasitas (GENTA, 1986, GROVE, 1996).

As fémeas parasitas, em infecgBes assintomaticas no intestino, ficam entre ou
merguthadas nas criptas da mucosa intestinal ou no tergo superior do jejuno. Nas
formas graves de infecgao sdo encontradas do piloro ao intestino grosso, no interior
das criptas da mucosa e nas secregdes do lume intestinal. Nas formas
disseminadas, s&o observadas em praticamente todos os 6rgdos, como pulméo,
figado, corag@o, tiredide, adrenais, paratiredides, pancreas, linfonodos, rins,
prostata, vesicula biliar, glandulas mamdrias, vagina, sistema nervoso central,
articulagtes, etc. (CACERES et al., 1988; BHATT et al., 1990; DELAROCQUE et al.,
1994; DIONISIO et al., 2000; BUIKHUISEN et al., 2002).

As fémeas fazem ovoposicdo na mucosa do intestino delgado, porém, em
condigdes ectdpicas, os ovos s&o postos nos locais onde as fémeas se encontram.
Dos ovos larvados saem as larvas rabditéides (L), que migram para a luz intestinal,
podendo ou n&o sofrer muda para a forma rabditide (Lz), que saem para o meio
exterior com as fezes. Nas infecgbes disseminadas, larvas (rabditdidesffilaridides)
s&o encontradas na bile, escarro, urina, liquido duodenal e liquido pleural. Essas
larvas, na iuz intestinal, podem seguir trés caminhos para ¢ seu desenvolvimento: o
ciclo direto, o ciclo indireto e a auto-infecgéo (FERREIRA, 1991; PIRES & DREYER,
1993; GROVE, 1986, COSTA-CRUZ, 2000).

No ciclo direto, as larvas rabditdides L e L chegam ao exterior juntamente
com as fezes e transformam-se diretamente em larvas filaridides infectantes, que
penetram na pele do hospedeiro e, através da corrente sangiinea ou linfatica,
chegam ao pulmdes, de onde migram pelas vias aéreas, sdo deglutidas e alcangam
o intestino, compietando o ciclo bioldgico. No intestino, os vermes adultos, que sao
as fémeas partenogenéticas, eliminam ovos que eclodem na luz intestinal,
originando as larvas rabditdides, que sdo eliminadas nas fezes ou re-infectam o
proprio hospedeiro (GROVE, 1996). No ciclo indireto, as larvas rabditdides chegam
ao exterior juntamente com as fezes e, em condi¢cSes ambientais adequadas para
seu desenvolvimento, originam fémeas e machos de vida livre. Das fémeas
fecundadas, saem os ovos com as larvas rabditdides, que podem transformar-se
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novamente em machos ou fémeas de vida livre, mantendo o ciclo indireto no meio
ambiente, ou originar larvas filaridides infectantes (Ls), que infectam o hospedeiro
(GROVE, 1996). Muitos estudos utitizando S. planiceps, S. ransomi, S. papillosus,
S. stercoralis e S. ratfi sugerem que o desenvolvimento de adultos de vida livre ou
larva filaridide & influenciado consideravelmente pelas condigbes ambientais. como
temperatura, quantidade de alimento e pH do meio (ARIZONO, 1976a; ARIZONO,
1976b; YAMADA et al., 1991, COSTA-CRUZ, 2000).

Na auto-infecc@o do hospedeiro, as larvas rabditdides que ainda estdo na luz
intestinal transformam-se em larvas filaridides infectantes (L3), que penetram na
mucosa intestinal, caem na corrente sangliinea ou linfatica, seguindo o mesmo
trajeto relatado no inicio desta descricGo. A auto-infeccdo do hospedeiro &
responsavel pela cronificagdo da doenga (FERREIRA, 1991).

A auto-infecc@o externa ocorre na regido perianal do hospedeiro. As larvas
rabditdides transformam-se em larvas filaridides e ai penetram, alcangam a corrente
sanglinea ou a linfatica, e completam o ciclo. Esse modo de infecgdo ocorre quando
o hospedeiro tem supressdo da imunidade celular, de grande importancia na defesa
do hospedeiro contra esse parasita (GENTA, 1984; NEVA, 1986; PIRES & DREYER,
1993; GROVE, 1996).

A estrongiloidiase humana € uma doenca parasitaria cosmopolita, que ocupa o
quinto lugar de prevaléncia dentre as helmintiases, com uma estimativa de mais de
50 milnbes de pessoas infectadas. S. sfercoralis apresenta-se amplamente
disseminado nos tropicos e subtropicos, onde as condigbes ambientais favoraveis
(solo arenoso, poroso, rico em matéria organica, imido, com auséncia de luz direta e
temperatura variando de 25C a 30°C), a alta concentraggo populacional de baixo
poder econdmico e cultural, a deficiéncia de educagdo sanitdria e a falta de
saneamento basico facilitam seu desenvolvimento e a manutengéio no meic ambiente
(SHIWAKU et al., 1988, CELEDON et al,, 1994; AL SAMMAN et al,, 1999).

Na Europa, a infecgdo prevalece em pessoas que trabatham na zona rural,
enquanto nos paises tropicais a doenga acomete principalmente criangas, devido ao
seu contato frequiente com solos contaminados (BOUREE et al, 1981, PIRES &
DREYER, 1993). Nos paises europeus (GENTA, 1989; LIU & WELLER, 1993),
descrevem-se casos de estrongiloidiase autdctone em Nottingham (norte da
Inglaterra), Franca, Espanha, Grécia e na antiga lugosiavia. Os dados dos paises do
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leste europeu e da Asia ainda sdo escassos (GENTA, 1989), ndo permitindo
conclusbes a respeito da prevaléncia da esfrongiloidiase nesses locais.

A estrongiloidiase é aitamente endémica na Africa subsariana, havendo relatos
de prevaléncia de 26% no Congo e de até 46% na Republica Centro-Africana. Na
Nigéria, a prevaléncia de S. stercoralis varia entre 02% a 11,7% (GENTA, 1989;
FERREIRA, 1991).

Nos paises da América do Norte, a estrongiloidiase é de alta endemicidade no
Meéxico (GENTA, 1989, FERREIRA, 1991) e no sudeste dos Estados Unidos
(FERREIRA, 1991; LIU & WELLER, 1993; SIMPSON et al., 1993). Em Nova lorque,
hé vérios estudos mostrando elevagdo da prevaléncia nos Citimos anos (GENTA,
1988), provavelmente devido as fortes correntes migratdrias de paises da A. Latina.

Na América Central, a Costa Rica apresenta indices variando entre 1,1% e
16,5% (GENTA, 1989); outros paises de alta endemicidade s30 Porto Rico, Honduras
e Panama (FERREIRA, 1991).

Nos paises da América do Sul (GENTA, 1989), existem vérios estudos que
mostram taxas discordantes, provavelmente também devidas as diferencas socio-
econdmicas e geograficas das populacoes investigadas. A taxa média de prevaléncia
na Colombia é de 16%; na Venezuela, 4,4%: e na Bolivia, de 1% a 3%.

No Brasil, a importancia do S. stercoralis como agente etidlogico da
estrongiloidiase foi estudada primeiramente por Ribeiro da Luz, em 1880. A partir de
entdo, varios trabalhos tém mostrado dados variaveis, de acorde com a regigo,
havendo relatos de prevaléncia variando entre 13% e 82% (GENTA, 1989
MACHADO & COSTA-CRUZ, 1998), com uma taxa média de 20% (PEDRO et al,
1988). Essas variagdes ocorrem em funcgdo da idade da populacdo estudada, bem
como das diferencas geograficas e socioecondmicas. As maiores taxas foram
observadas nos Estados de Minas Gerais, Amapa, Goigs e Rondbnia (FERREIRA,
1981; PIRES & DREYER, 1993; NETO & ASSEF, 1896, MACHADO & COSTA-
CRUZ, 1988). Nos paises tropicais, devido 3 grande variedade climatica e a

topografia, a infecgdo por 8. stercoralis resulta em variadas situagbes
epidemiologicas (SHIWAKU et al., 1988).

1. 2 - Aspectos clinicos da estrongiloidiase
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As caracteristicas clinicas desta geo-helmintiase estdo ligadas a diversos
fatores, como grau de infecg&o parasitaria; estado nutricional do hospedeiro; auséncia
de outras parasitoses gastrointestinais; migracdo das larvas no ciclo pulmonar;
permanéncia e multiplicagao da fémea partenogenética na mucosa intestinal e nos
locais ectopicos e estado imunitdrio do hospedeiro. Em pacientes com doencas
cronico-degenerativas associadas que induzem & imunossupressdo ou & queda de
resisténcia, os hospedeiros podem desenvolver estrongiloidiase na forma grave e
fatal (LIU & WELLER, 1993; PIRES & DREYER, 1993; WOODRIG et al.,1994).

Nas infecgles leves, o individuo é geralmente assintomatico, o gue ocorre em
cerca de 30% a 50% dos casos, ou oligossintomatico, quando o paciente apresenta
apenas sintomas gastrointestinais. Nos individuos com grandes cargas parasitarias,
as manifestagdes clinicas podem variar de leves a severas, inclusive com qguadros de
disseminag&o do parasita potenciaimente fatais (ANDRADE-NETO & ASSEF, 1997).

As manifestagdes clinicas cutaneas séo assintomaéticas, quando poucas larvas
infectantes penetram no organismo. Porém, quando o numero de parasitas € alto, os
sintomas sao variados, e ¢ hospedeiro pode apresentar eritema, prurido, edema local
com formagOes de lesGes urticariformes, erupgio na pele e placas eritemato-
pruriginosas, com ou sem petéquias hemorragicas (ANDRADE-NETO & ASSEF,
1997; DIONISIO et al., 2000). Ocasionalmente, as larvas filaridides assumem trajeto
errante, permanecendo no tegumento da regido glitea ou lombar, fazendo migragdes
subcutaneas. S8o as larvas “migrans” ou larvas “currens”. O quadro clinico é
caracterizado por dermatite perianal de intenso prurido, com lesbes Unicas ou
mattiplas, urticariformes, papulas eritematosas e pruriginosas, de aspecto linear ou
serpiginosas (PIRES & DREYER, 1993; GORDON et al., 1994: ANDRADE-NETO &
ASSEF, 1997).

Outros sintomas do hospedeiro relacionam-se com a migragsio e a muda das
larvas e o rompimento dos capilares e alvéolos por estas. Fregiientemente, & uma
sindrome benigna, caracterizada por hemorragias intra-alveolares, tosse,
expectoragdo, febre, mal-estar, dor tordcica. Nas infecgBes intensas, a sindrome é
maligna, com o paciente apresentado febre alta, tosse, dor toracica, asma, cefaléia,
dispnéia, derrame pleural, expectoragdo mucopurulenta e sanguinolenta (PIRES &
DREYER 1993; WOODRIG et al., 1994; GROVE, 1996; ANDRADE-NETO & ASSEF,
1997).
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Nas manifestagfes digestivas, os sintomas apresentados pelo homem séo
classificados em benignos-leves, benignos-moderados e graves. Os sintomas
benignos-leves incluem enterite catarral, hemorragia, diarréia leve, anorexia, nausea,
vomitos, pequenas Glceras, aumento da secrecdo de muco no intestino devido ao
aumento das células secretoras de mucina e infiltrado mononuclear moderado
{PIRES & DREYER, 1993; CHEN et al, 1994, REY, 2001). Os sintomas benignos-
moderados caracterizam-se por enterite edematosa, edema da submucosa e da
parede, atrofia da mucosa e alargamento das vilosidades devido 3 reagao inflamatéria
(ANDRADE-NETO & ASSEF, 1997; REY, 2001). Nos sintomas graves, a enterite &
ulcerativa, com rigidez da parede intestinal devido 20 edema e fibrose; a mucosa fica
atrofiada e com grandes Uiceras. Observa-se, também, diamréia persistente, com
disturbios hidroeletroliticos, motilidade intestinal alterada, dor e tenesmo retal,
sindrome de mé absorg@o e desnutricio (PIRES & DREYER, 1993;: CHEN et al,
1994; Al SAMMAN et al., 1999).

Na auto-infecgio, as localizagbes extra-intestinais do parasita ganham
importancia nos individuos imunossuprimidos em razéo de uma série de fatores como
desnutricdo, leucemias, linfomas, hanseniase, insuficiéncia renal cronica, neoplasias
avancadas, uso de corticosterdides, AIDS e outros (GENTA et al., 1989; MOURA et
al., 1989; BHATT et al., 1990; CONCLON et al., 1990; THOMPSON et al., 1991; DIAS
et al,, 1992; CELEDON et al., 1994; JAIN et al., 1994; WURT?Z et al.,, 1994, COSTA-
CRUZ et al., 1996; DE PAULA et al,, 2000). Nesses casos, devido a depressdo da
imunidade celular, ocorre aumento na geragéo de larvas filarioides pelas fémeas
partenogenéticas, que ultrapassam a camada serosa intestinal e disseminam-se por
todo o organismo. A queda de imunidade celular, juntamente com condigdes
especiais do organismo do hospedeiro, tais como diverticulite, megacéion, hipotonia
duodeno-jejunal, ileo paralitico, uso de antidiaréicos e constipagdo intestinal
favorecem a auto-infecgéo e, em alguns casos, ocorre disseminag8o do parasita para
varios Grgéos como pulméo, figado, coragdo, tiredide, adrenais, paratireoides,
pancreas, linfonodos, rins, prostata, vesicula biliar, giandulas mamarias, SNC, etc.
(MOURA et al., 1989; LUCAS,1990; TAVARES-NETO et al., 1991; DIAS et al., 1982;
GERMAN et al.,, 1992; DELAROCQUE et al., 1994; CELEDON et al., 1994; JAIN:
1994; WURTZ et al.,, 1994; COSTA-CRUZ et al., 1988b). Os sintomas apresentados
dependem do 0rgao parasitado. No entanto, pacientes com ntmere normal de células
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T, mas com hipogamagiobulinemia seletiva também apresentam estrongiloidiase
disseminada (MURPHY et al., 1991; THOMPSON, 1991; CELEDON et al, 1994).

O obito na estrongiloidiase sistémica é em torno de 45%, sendo causado por
complicagbes ou por infecgdes secundérias, como chogque septicémico, insuficiéncia
respiratéria, meningite, abscesso cerebral, embolia séptica, cujos agentes etiolégicos
s8o geraimente enterobactérias ou, eventualmente, fungos. As bactérias e fungos
ganham acesso & circulacdo sistémica carreados pelas larvas filarioides, que
transportam estes microrganismos tanto na superficie como no seu tubo digestivo
(ANDRADE-NETO & ASSEF, 1997). Essas infeccdes de origens bacterianas e
fingicas, muitas vezes, mascaram a estrongiloidiase (FERREIRA, 1991). Assim, na
hiperinfecg@o por S. stercoralis, o paciente, por falta de um diagnéstico correto, pode
evoluir a obito mediante o aumento das lesdes gastrointestinais e disfuncéo dos
orgéos, em decorréncia do aumento exacerbado do parasitismo (MOURA et al., 1989;
DIAS, 1992; ANDRADE-NETO & ASSEF, 1997; COSTA-CRUZ, 2000; REY, 2001).

Dados da literatura sugerem que a morte e a expuisdo de helmintos est3o
diretamente relacionadas a presenca de determinadas citocinas, como IL-3, IL-4, IL-5,
IL-9 e IFN-y (YAMAGUCHI et al., 1988; COFFMAN et al., 1989; SHER et al., 1990;
URBAN et al, 1981, KORENAGA et al., 1991, ELSE & GRENCIS, 1991;
DESREUMAUX et al, 1992; ELSES et al, 1992; ROMAGNANI, 1992: STELL &
NUTMAN, 1993; LANGE et al., 1994; CAPRON & LAMKHIOUED, 1995;: OVINGTON
& BEHM, 1997). KORENAGA et al. (1995) demonstraram que camundongos
infectados com S. venezuelensis ou S. ratfi, na primeira infecgdo adquirem
imunidade, e, na segunda infecgdo, tomam-se resistentes ao parasitismo. A
resisténcia foi demonstrada pela diminuicdo da producdo de ovos pelas fémeas
partenogenéticas de ambas as espécies, e 0s autores sugerem que esta resisténcia
seja dependente da alta producio de interleucina IL-5 e do aumento de eosindfilos.
ROTMAN et al, (1997) mostraram que camundongos imunizados com larvas
infectantes mortas de S. sfercoralis geram resposta imune do padrdo Ths, protetora
contra uma eventual segunda infeccBo. Porém, quando os camundongos foram
tratados com HL-12, a resposta imune mudou para padrio Th;, e a imunidade
protetora foi abolida. Esses mesmos autores verificaram que os camundongos
tratados com IL-12 apresentaram diminuiggo no namero de eosindfilos, enquanto os
titulos de IgM e a ativagdo do complemento ndo foram alterados. Esses autores
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sugerem que a reducdo dos eosindfilos tenha sido o principal fator responsavel pela
eliminagdo da imunidade protetora.

Nas infestagbes por Strongyloides Sp, a participacio do sistema complemento
foi documentada em varios trabalhos. GROVE et al. (1985) demonstraram que células
peritoneais de camundongos requerem complemento para aderirem as larvas L; de
S. ratti. DE MESSIAS et al. (1994) relataram que antigenos de larvas filaridides de S.
stercoralis ativam as vias cléssicas e alternativas do sistema complemento,
aumentando a aderéncia de mondcitos do sangue periférico e células
polimorfonucleares & superficie destas, lisando-as. Esses autores acreditam que o
sistema compiemento seja a primeira linha de defesa do hospedeiro nessa infeccéo.
Também, ABRAHAM et al. (1995), BRIGAND! et al. (1996) e ROTMAN et al. (1997)
demostraram que larvas filaridides de S stercoralis, apds serem implantadas no
intestino de camundongos, morrem por mecanismo dependente de igM, compiemento
e eosinodfilos.

ABRAHAM et al. {1995) relataram que camundongos infectados com S.
stercoralis desenvolvem imunidade protetora mediada pelo aumento de igA, IgG e
IgM parasita-especifico, e IgE parasita-especifico e nao especifico (ABRAHAM et al.,
1995). No entanto, em camundongos parasitados com 8. rafti s6 ha aumento
significativo de IgG e IgM associados com imunidade protetora (DAWKINS & GROVE,
1982), sendo que a deplegao de IgE em camundongos n&o afeta o curso da infecgdo
(KORENAGA et al., 1991). Também em ratos, titulos altos de IgG, mas nao de IgE
sdo importantes para a imunidade protetora contra S. rafti (UCHIKAWA et al., 1991).
No homem com estrongiloidiase assintomatica ou com sintomas leves, tem sido
demonstrado aumento dos anticorpos da classe IgA, IgE e IgG antigenos especificos
do parasita (GENTA, 198839b), embora nem sempre o aumento de IgA esteja
relacionado & infeccdo (GENTA & WEIL, 1982: SATO et al., 1986; GENTA et al,
1986; GENTA et al., 1987: ROSSI et al., 1993b). Nesses casos, 0 aumento de IgE
enconira-se associado a uma intensa eosinofilia. No entanto, estes pesquisadores
sugerem que esses parametros ndo podem ser utilizados como indicadores de
estrongiloidiase, uma vez que também aparecem em outras heimintiases (GENTA et
el.,, 1887, DE MESSIAS et al., 1987; DOUTCH et al., 1990; ROSS! et al., 1993a:
CUTTS & WILSON, 1997).
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ATKINS et al. (1997) demonstraram que pacientes infectados com S.
stercoralis apresentam niveis de IgG1 inversamente correlacionados com a idade dos
individuos, e que o aumento da IgG4 e a diminuicdo da IgE facilitam o
estabelecimento da infecgdo e cronificacdo da estrongiloidiase assintomatica. No
entanto, 0 aumento dos titulos de IgA pode estar controlando a infecgdo cronica e
regulando negativamente a IgG1. Nas infecgbes cronicas, os hospedeiros
apresentam aumento da producdo 1gG especificos, mas titulos baixos ou ausentes de
anticorpos IgM e IgA.

Vérios sado os fatores imunolégicos que podem estar envolvidos no
recrutamento dos eosindfilos e outras células para o sitio inflamatorio, auxiliando na
protecado do hospedeiro contra a ag@o de helmintos e de outros agentes patologicos.
Entre eles, podemos citar citocinas 11.-1, IL-5, IL-8 (COLLINS et al., 1993; SANZS et
al., 1995; OLIVEIRA et al.,1996), quimiocinas como eotaxina (GRIFFITHS-JOHNSON
et al. 1993; BAGGIOLINI et al., 1998, POLFRAMAN et al., 1998; CULLEY et al.
2000), membros da familia CC (YING et al.,1996; BECK et al., 1997), CXC
(HAELENS et al., 1996, PONATH et al., 1996), mediadores lipidicos como PAF, LTB,
(FACCIOLI et al,, 1991), PGE;, PGI> (CASTRO et al,, 1987) e fatores C3a e C5a do
complemento (ELSNER et al. 1994). Céiulas como neutrdfilos, eosindfilos,
mastocitos, macrofagos alveolares, monécitos, basofilos, endotélio e epitélio sdo
fontes desses mediadores, que podem ser liberados ap6s estimulos (LOTNER et al.,
1980; CAMUSSI et al., 1981; SAMUELSSON, 1983; LEWIS et al., 1984; SISSON et
al., 1987, LARSEN & JACSON, 1896; PETERS-GOLDEN, 2001).

A eosinofilia sanglinea e intestinal esta presente na maioria dos pacientes
imunocompetentes com estrongiloidiase, tanto na infecgdo cronica como na severa.
No entanto, nos individuos imunossuprimidos, ¢ nimero de eosindfilos é baixo ou
ausente (ALBUQUERQUE et al.,, 1990, DEES et al., 1990; GYORKOS et al., 1990;
GERMAN et al., 1292; BRAUN et al., 1993; FISHER et al., 1993; PIRES & DREYER,
1993, WOODRIG et al., 1994; GORDON et al., 1994). Alguns autores sugerem que
na estrongiloidiase, o hospedeiro apresenta combinagdes de fatores imunolégicos
tanto locais como sistémicos, envolvendo a reposta humoral e celular que participam
da resolugdo do parasitismo (GERMAN et al., 1992, WOODRING et al., 1994).
Porém, dados recentes mostram que o parasita produz fatores inibitérios como
proteases/metaloproteases e leucotrienos/prostaglandinas, que modulam as fungdes
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efetoras dos eosindfilos (DAUGSCHIES & JOACHIM, 2000), permitindo sua
sobrevivéncia e disseminagéo pelo organismo do hospedeiro.

O papel dos eosinéfilos na resposta protetora do hospedeiro contra vérias
infeccbes parasitarias até o momento é controverso. £ aceito por muitos que os
eosindfilos t&ém como fungdo principai a defesa contra organismos grandes, como os
helmintos, os quais ndc podem ser fagocitados. Esta observacéo é baseada em
resultados de experimentos in vitro com larvas de S. mansoni que foram lesadas apds
incubagdo com eosindfilos (BUTTERWORTH et al., 1977, McLAREN et al., 1978:
RAMALHO-PINTO et al., 1978, CAPRON, 1992). Além disso, GLEICH et al. (1979)
mostraram que os eosindfilos sdo ativados durante certas parasitoses, e o tratamento
dos animais com soro anti-eosindfilos retarda a expuisdo de nematddes. Quiras
observagbes in vivo tém mostrado correlacdo entre grande numero de eosindfilos e
helmintos vivos ou mortos (DOUCTH et al., 1986; SEITZ et al., 1987; WARD &
MACLAREN, 1988; BEHM & OVINGTON, 2000). No entanto, outros pesquisadores
ndo encontraram diferengas significativas na expuls&o ou morte de parasitas em
animais tratados com anticorpos especificos anti-IL-5 e, consequeniemente, sem
eosindfilos (SHER et al, 1990, URBAN et al,, 1991, HERNDON & KAYES, 1992:
PARSONS et al., 1983; FACCIOL! et al., 1996). Além disso, animais geneticamente
deficientes de IL-5 e que possuem numero de eosindfilos diminuido nao
apresentaram diferengas no nimero e localizagdo de larvas de Toxocara canis
(TAKAMOTO et al, 1993) e de Trichinella spiralis (HOKIBARA et al., 1998),
recuperadas apos infestagdo. Porém, em animais infectados com S. venezuelensis e
Angiostrongylus cantonensis (KORENAGA et al., 1991, SASAKI et al, 1993), a
recuperacao de parasitas foi muito maior nos animais depletados de eosindfilos pelo
tratamento dos mesmos com anticorpo  anti-lL-5. Por outro lado, animais
transgénicos, com superexpressdo de IL-5 e que apresentam intensa eosinofilia
quando infectados por 7. canis, ndo mostraram diferencas no nimero de parasitas
recuperados, quando comparados com animais ndo transgénicos (SUGANE et al.,
1996).

Alguns autores tém relatado que helmintos como S. mansoni (PLEASS et al.,
2000), Fasciola hepatica (BERASAIN et al, 2000), Paragonimus westermani (SHIN et
al, 2001) e Necator americanus (CULLEY et al., 2000) produzem proteases,
metaloproieases, leucotrienos e prostaglandinas (DAUGSCHIES & JOACHIM, 2000),
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que direta e/ou indiretamente bloqueiam as fungdes efetoras dos eosindfilos no
hospedeiro, permitindo que esses parasitas escapem da resposta imune mediada por
esses granulocitos. Na estrongiloidiase humana ou animal, pouco tem sido feito no
sentido de se esclarecer os mecanismos usados por esses nematddeos para escapar
da resposta imune mediada por eosindfilos do hospedeiro.

Varios autores tém verificado, em roedores, a participagdo dos mastécitos de
mucosa nos mecanismos de defesa e eliminacio de heimintos intestinais como
Onchocerca volvulus, Nippostrongylus brasiliensis, T. spiralis, S. ratti e S.
venezuelensis (OKU et al, 1984; NAWA et al, 1985, ABE & NAWA, 1988;
GONZALES-MUNOZ et al., 1999). A presenga de mastdcitos de mucosa é regulada
pelos linfocitos T, principal fonte de IL-3, uma das citocinas responsaveis pela
proliferac@o e ativacdo dessas células.

A importancia da IL-3 na indugdo da mastocitose foi explicada por ABE &
NAWA, (1988); ABE et al. (1992); ABE et al. (1998), utilizando-se camundongos
nu/nu infectados com S. raffi e tratados com IL-3. Esses autores verificaram a
expulsdo do parasita, juntamente com mastocitose. Porém, em camundongos nude
co-infectados com S. rafti e N. brasiliensis e tratados com IL-3, somente S. ratti foi
expulso (ABE et al., 1992). ABE et al. (1993) verificaram que camundongos C57BL/c
imunologicamente competentes e pré-tratados com IL-3 exogera eram protegidos
contra N. brasiliensis. Esse autores, tratando esses camundongos com diferentes
doses de IL-3 recombinante antes da infecgio com S. raffi, observaram redugéo no
numero de vermes intestinais. Porém, guando esses animais foram infectados
oraimente com larvas desse parasita, observaram mastocitose € aumento de
proteases especificas de mastocitos de mucosa “MMCP-1", relacionados a
eliminagdo do parasita intestinal, mas ndo afetando a migracdo das larvas nos
tecidos.

MARUYMA et al. (1997; 2000 a,b,c) demonsiraram, in vivo e in vitro, que
formas parasitas de 8. venezuelensis fixam-se & mucosa intestinal secretando
substancias adesivas pela boca, as quais s8o inibidas por carboidratos sulfatados
liberados de mastocitos. Assim, parece que a expulsdo dos enteroparasitas depende
do tipo de produtos excretados/secretados (proteases) pelos parasitas (GALLI, 1990;
HORI et al., 1993), da espécie e da linhagem do roedor, o que afetaria sua
capacidade ou nao de responder ao estimulo enviado pelo parasita. Esta capacidade
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ou nac de resposta dependeria da producéo de IL-3 e fator estimulador de células
“SCF” (ABE et al., 1998; KOBAYASHI et al., 1998), da expresséo fenétipica dos
mastécitos de mucosa e do tipo de proteoglicana produzida por essas células (NAWA
etal., 1994; SHI et al,, 1994), das caracteristicas fisico-quimicas naturais das mucinas
liberadas pelas células caliciformes (ISHIKAWA et al., 1995) e outros fatores
derivados das células T, como IL4, IL-9 e IL-10, produzidos quando estimulados por
helmintos (KITAMURA et al., 1993).

A infeccao por S. stercoralis &€ agressiva para o hospedeiro, com penetragéo do
verme nas criptas intestinais, infiltracdo de masiocitos, eosindfilos e células IgE na
lamina propria e diminuigdo significativa da IgA e de IgM, principaimente nos
pacientes sintomaticos graves. Os pacientes com infecc@o sintomatica leve ou
moderada nao apresentam aumento de linfocitos T nem de células apresentadoras de
antigeno na mucosa intestinal. £ possivel que S. sfercoralis tenha uma estratégia de
sobrevivéncia que dependa de fatores de inibigio da imunidade, mediada por células
e diminuigdo da protecdo do hospedeiro, resultando na queda da tolerancia e
disseminacdo da infecgio (FOGACA et al., 1990; TRAJMAN et al., 1997; ELIA, 2001).

1. 3 -~ Diagnéstico da estrongiloidiase

Na grande maioria dos individuos, S. stercoralis é encontrado em ntmero muito
reduzido, devido a baixa e irregular liberacdo das larvas nas fezes. Nas infestacdes
moderadas, pode ndo haver mais que 25 larvas por gffezes. Por isso, o diagndstico
da estrongiloidiase pelo exame de fezes é pouco sensivel (LIU & WELLER, 1993
COSTA-CRUZ, 2000; REY, 2001).

Para methorar a sensibilidade dos métodos parasitologicos, tem sido necessaria a
colheita de até sete amostras fecais, sugerindo uma flutuacdo da excrecdo larval
durante a evolugdo da infecgBo. Este fato constitui um problema constante no
controle da cura dessa doenga em pacientes apdés o uso de quimioterapicos
(DREYER et al., 1996; PATIL et al., 1999, UPARANUKRAW et al., 1999), pois os
pacientes podem ter infecgdo crdnica, e esta ndo ser diagnosticada com o uso de
metodos parasitologicos tradicionais. Varios estudos tém demonstrado que a
sensibilidade dos exames de fezes varia de 15 g 24%, elevando-se para 55% a 78%
com a utiizacao de trés amostras colhidas em dias consecutivos. Para aumentar a
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sensibilidade mediante o exame de fezes, pode-se recorrer acs métodos de cultivo
das formas larvarias do parasito, utilizando-se meios de cultura especiais, mas estes
métodos sdo trabalhosos e invidveis na roting laboratorial (LINDO et al., 1994; SATO
et al., 1995).

As formas larvarias nas fezes podem ser visualizadas em esfregaco fecal direto
realizado com solugdo salina ou pelos métodos de concentragdo formol-éter {(Apud
PESSOA, 1978}, meétodo de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917, MORAES,
1948), de Rugai (Apud PESSOA, 1978), de cultura em pape! de filiro (Apud REY,
2001) e de cultura em placa de agar. Os métodos de maior sensibilidade para
detecgéo de larvas s&o o Baermann-Moraes e o Rugai, que se baseiam no hidro e
termotropismo positivo das larvas e tém como vantagens a simplicidade e rapidez de
execucdo. A maior desvantagem € a necessidade de feres frescas, ndo utilizadas na
rotina laboratorial (LIU & WELLER, 1993; GROVE, 1996: VAN DE FELTZ et al,, 1999,
COSTA-CRUZ, 2000).

O diagnéstico precoce da estrongiloidiase é fundamental, pois o tratamento nas
fases iniciais pode prevenir formas mais graves desta infeccio, bem como sua
disseminacdo em pacientes com imunossupressio {(MOURA et al., 1989 SIDDIQUI
et al., 1997). Por isso, métodos de detecgio de anticorpos especificos em amostras
de soro, utilizando-se testes imunol6gicos tais como imunofiuorescéncia indireta,
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e “Western blotting” tém sido utilizados com esse
objetivo. A detecgdo precoce da estrongiloidiase é importante para os pacientes do
grupo de risco, pois além de os exames de fezes apresentarem baixa sensibilidade,
existem variaveis envolvidas na execucdo da técnica. Além disto, muitas vezes, 0
diagnostico € realizado tardiamente, quando o paciente j& apresenta as formas
graves da doenca (BAILEY, 1889, COSTA-CRUZ, 2000). Outra aplicagdo do
diagndstico soroldgico é no controle do tratamento de individuos com infeccdes
cronicas, antes gque manifestagSes sistémicas como bacteriemia ou pneumonite
ocorram (GROVE & BLAIR, 1981; SATO et al., 1995).

O imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana tem sido direcionado
preferencialmente para deteccdo de anticorpos da classe IgG que reconhegam
antigenos somaticos das larvas. Tais testes sdc mais sensiveis que o exame
parasitologico, mas ndo so capazes de diferenciar a infeccdo cronica da infecgdo
aguda (BRASIL et al., 1988; CONWAY et al,, 1993b; ROSS! et al., 1993b; LINDO et
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al., 1994; ATKINS et al., 1997). Assim, diferentes testes imunolégicos para detecgio
de anticorpos foram desenvolvidos, entre eles, o teste intradérmico (PELLEGRINO et
al., 1961; NEVA, et al, 2001) aglutinagdo indireta (SATO et al, 1991 },
hemaglutinag&o indireta (GAM et al., 1987), radioimunoabsorcédo (DE MESSIAS et al.,
1987; SATO et al.,, 1995}, reacio de imunofluocrescéncia (COUDERT et al., 1968;
DAFFALA, 1972; GROVE & BLAIR, 1981; GENTA & WELL, 1982; CAMPOS et al.,
1988, COSTA-CRUZ et al., 1997, COSTA-CRUZ et al_, 1999a; MACHADO et al.,
2001), ELISA (BERJAK, 1975; GILL et al., 1979; LEAO et al., 1980; CARROL et al.,
1981, NEVA et al., 1981, GENTA et al, 1986: MCRURY et al, 1986; GAM et al,,
1987, BRASIL et al., 1988; GENTA, 1988; GENTA et al., 1988; CONWAY et al,,
1993a; ROSS! et al., 1993b; LINDO et al., 1994: COSTA-CRUZ et al., 1899; COSTA-
CRUZ et al., 2000), “Immunoblot” (GENTA et al., 1988 GENTA & LILLIBRIDGE,
1989, SATO et al., 1990; CONWAY et al., 1993b: LINDO et al., 1994; CONWAY et al.,
1994, UPARANUKRAW et al, 1999; ATKINS et al, 1999) e a técnica de DNA
recombinante (SIDDIQUI et al,, 2000a,b).

Extratos antigénicos de Strongyloides de roedores (8. ratti e S. venezuelensis)
foram comparados com os de S. stercoralis, ¢ observou-se que as duas espécies
podem ser utilizadas para obteng&io de antigenos heterolégos para o diagndstico
sorolégico, em substituicdo ao antigeno de S. stercoralis, provendo uma fonte
constante e segura de antigeno em laboratério (GROVE & BLAIR, 1981; SATO et al.,
1995, COSTA-CRUZ et al., 1997). Assim, COSTA-CRUZ et al. (1997), padronizaram
um teste de imunofluorescéncia indireta para diagnéstico da estrongiicidiase humana,
empregando antigenos de S. sfercoralis e S. ratti. Estes autores sugerem © uso do
segundo antigeno, pela facilidade de sua obtencio em laboratério, uma vez que nao
houve diferenca significativa entre a sensibilidade e a especificidade nos testes
utilizando diferentes antigenos, e por este mostrar correlacdo linear entre os titulos de
anticorpos, quando empregados antigenos homélogos e heterdlogos. COSTA-CRUZ
et al. (1999) padronizaram o teste de ELISA para deteccéio de IgG, usando extrato
salino e alcalino de S. rafi. MACHADO et al. (2001) verificaram que o teste de
imunofluorescéncia indireta, usando antigeno particulado das linhagens L-2 e 1. 49 de
S. venezuelensis na detecgdo de IgG anti-S. stercoralis apresentaram sensibilidade e
especificidade de 100% e 96,6% respectivamente, podendo ser utilizado com
seguranga no diagnostico da estrongiloidiase humana.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A estrongiloidiase humana torna-se cada vez mais importante devido ao
aumenio do numero de individuos imunossuprimidos em decorréncia de fatores
como: disseminacio do virus da AIDS, aumento de transpiantes de orgaos, uso de
corticdides, aumento do consume de bebidas alicdolicas, de drogas e da desnutricdo.
Sabemos que nesta parasitose alguns hospedeiros desenvolvem infecgao
assintomatica e cronica, enquanto outros apresentam sintomas leves com cura
espontanea, e outros, ainda, parasitose disseminada. Os sintomas do hospedeiro sdo
variados, porém nao se sabe, até o presents momento, se as diferencas nas
manifestagbes clinicas seriam decorrentes de fatores ligados ac hospedeiro ou se
estariam relacionadas a infectividade das linhagens de Strongyloides sp. Uma das
hipéteses & de que a variagdo nos sintomas do hospedeiro poderia estar ligada &
capacidade do sistema imunolégico de desenvolver ou ndc uma resposta imune
contra o parasita e curar a infecgSo. Outra hipétese é de que diferencas de
infectividade das linhagens resultariam em menor ou maior sintomatologia. Como tem
sido demonstrado em diversos frabalhos, a infecgdo por helmintos estimula a
produggo de anticorpos e de eosindfilos, os quais, em alguns modelos experimentais,
auxiliam na expuls&o do parasita. Porém, na estrongiliodiase, as fungbes dos
anticorpos e dos eosindfilos ainda n&o sdo totalmente compreendidas, uma vez que,
em alguns casos, estes elementos da resposta imune estéo elevados enquanto em
outros est&o baixos ou mesmo ausentes. Até o momento, ndo existem dados na
literatura que expliquem esses fendmenos.

Com o propdsito de melhor compreender os fatores que influenciam a relagdo
parasita-hospedeiro, tivemos como objetivos:

1. Verificar se larvas de linhagens L-2 ou L49 de S. venezuelensis, obtidas de
diferentes roedores silvestres e mantidas em ratos de Iaboratério, modificam sua
infectividade, induzindo variagbes nas respostas imunes inata e adquirida em
camundongos.
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2. Verificar se larvas da linhagem L-2 de S. venezuelensis, mantidas em ratos de

laboratorio, induzem variagdo nas respostas imunes inata e adquirida em
camundongos, apds serem cultivadas em tempos e temperaturas diferentes.

3. Em camundongos infectados com a linhagem L-2 de S. venezuelensis, verificar a
participac&o dos leucotrienos na inducdo da eosinofiia sistémica, peritoneal e
puimonar; na modulacéo da liberacdo das citocinas li-4, iL-5, 1L-10, IL-12 e IFN-y
no puimao e na fecundidade do parasita.

4. Verificar se os antigenos obtidos pelo método de extrac@o alcalina de oito
inhagens diferentes de S. venezuelensis, isoladas de roedores sitvestres e

mantidas por passagens sucessivas em ratos de Iabaratono apresentam
diferengas quanto as suas caracteristicas antigénicas,
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CAPITULO I
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Comparacao da resposta imune de camundongos infectados com
duas linhagens L-2 ou L-49 de Strongyloides venezuelensis,
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RESUMO

No presente estudc comparamos as respostas imunes inata e adquirida de
camundongos infectados com linhagens L-2 ou L-49 de S. venezuelensis.
Camundongos machos, Swiss, pesando entre 12 a 14 g e com idade entre 21 a 30
dias, foram subdivididos em trés grupos: G1: animais controles nac infectados; G2;
animais infectados com -2, G3: animais infectados com L-49. Os animais
receberam, por inje¢cdo subcutanea, 1500 larvas filaridides recuperadas de culturas
de fezes, mantidas por 7 dias a 28°C. Nos 1°, 3° 5°, 7°, 14° e 21° dias ap6s infeccao,
os animais foram sacrificados e foi analisado o aumento de células inflamatérias no
sangue e seu recrutamento para a cavidade peritoneal (LCP) e espaco
broncoalveolar (LBA), a produgdo de citocinas nos pulmbes e a concentracéo de IgG
no soro. Nos 5° e 7° dias apGs infecgdo o nimerc de ovos/gifezes e de fémeas
parasitas também foram determinados. Houve aumento significativo semelhante de
teucdcitos totais, eosindfilos e células mononucleares no sangue, LCP e LBA dos
animais infectados com ambas finhagens durante os periodos observados. As duas
linhagens induziram producdo de IgG, porém esta foi significativamente maior para
L-2. Linhagens desse parasita induziram sintese de citocinas do padréo TH; ou TH»
da resposta imune, porém com maior tendéncia para o padrdo TH.. A linhagem L-2
induziu precoce e maior sintese de IL-4, IL-5 e IFN-y. O nimerc de ovosigffezes e
femeas parasitas recuperadas dos animais infectados com a finhagem L-2 foi menor.
Os resultados mostram que as linhagens L-2 e L-49 de S. venezuelensis apresentam
diferente grau de infectividade, induzindo resposta imune inata semeithante, porém
resposta imune adquirida diferente.

Palavras chave: S. venezuelensis, estrongiloidiase, imunoglobulinas, citocinas,
linhagens, eosinofilia, leucdcitos, células mononucleares, camundongos, fémeas
partenogeneticas.
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INTRODUGAO

Strongyloides sp (Grassi, 1879) parasitam a mucosa do intestine delgado de
diversos vertebrados e s&o conhecidas aproximadamente 54 espécies do género {1).
Este enteroparasito € o Unico, cuja forma parasitaria adulta é a fémea
partenogenética, e que realiza um ciclo de vida duplo com uma ou mais geragbes de
vida livre com machos e féemeas. A geracgio de machos e fémeas de vida livre da-se
pelo cicio indireto (heterogdnico) e de larvas filariGides pelo cicio direto
(homogonico). A infecgdo se dé por penetracso da larva L3 na pele (2).

A estrongiloidiase humana € uma infecc@o causada pelo S. stercoralis. Este
parasita apresenta distribuicdo mundial, com maior freqiéncia nas 4reas tropicais e
subfropicais (3). A maioria dos individuos com esta parasitose s3o assintomaticos
(30 a 50% dos casos) ou oligossintomaticos, com sintomas gastrointestinais (4). Nas
infeccbes com grande carga parasitaria, as manifestacbes podem variar de leves a
severas, podendo ocorrer disseminag&o do parasita e ser potencialmente fatais (5).
Nos individuos imunossuprimidos, como nos quadros de desnutricdo, leucemias,
linfomas, AIDS e principaimente pelo uso de corticdides {6,7,8,9) pode ocorrer
hiperinfeccdo, com uma taxa de G6bito de aproximadamente 80% dos pacientes
(5,10).

No entanto, apesar de os sintomas da estrongiloidiase serem variados, e
sendo esta infeccdo algumas vezes fatal, pouco tem sido investigado sobre as
causas destas variagbes. As diferencas nas manifestacdes clinicas no individuo
parasitado parece ser devido & existéncia de diferentes linhagens de Strongyioides
sp (11). Essas linhagens, isoladas de diferentes hospedeiros naturais, evoluem para
o ciclo direto e/ou indireto, gerando larvas filaridides com grau de infectividade
variado. Neste caso, quando o hospedeiro se infecta com linhagem né&o virulenta,
desenvoive uma infecgdo assintomatica com cronificagdo. Por outro lado, se a
infeccao se da com linhagens de baixa ou alta viruléncia, o hospedeiro desenvolve a
estrongiloidiase sintomatica efou a sindrome da hiperinfecg@o, respectivamente (12).

Dados da literatura tém mostrado que S. stercoralis de cdo apresenta
morfologia e biologia indistinguivel do S. stercoralis humano. As linhagens isoladas
do homem podem infectar cées e linhagens de caes podem infectar humanos (13).
Outras observagbes tém mostrado que linhagens de S. sfercoralis isoladas do
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homem podern também infectar o macaco Erythrocebus patas (14) e o gerbil
Meriones unguiculatus (8). Por outro lado, S. fiefleborni, originalmente descritos
como parasitas de babuinos e chimpanzés da Africa, também s&o capazes de
infectar o homem {15), enquanto a forma S. foelleborni kellyi, tem sido documentada
como importante parasita de recém-nascidos e criangas na Papua Nova Guiné (16).
Além de uma mesma espécie ser capaz de desenvolver-se em diferentes
hospedeiros, tem sido demonstrado que linhagens dentro da mesma espécie de S.
rafti podem apresentar diferencas na rota do ciclo evolutivo. Algumas linhagens
realizam exclusivamente o cicio homogénico, cutras linhagens mostraram mistura no
desenvolvimento do ciclo homogbnico e heterogbnico (17). Esses trabalhos
sustentam hipoteses prévias a respeito da  existéncia de clones de Strongyloides
{11) e sugerem que estas variacbes estejam correlacionadas com as diferentes
origens geograficas e diferentes hospedeiros.

Resultados da literatura mostram que infecgbes de ratos com linhagens
homogdnicas e heterogdnicas apresentaram diferengas no tempo de migracéo das
L3 no hospedeiro, sendo que as L3 homogonicas atingem os érgaos alvo como
pulmdes e intestino delgado em menos tempo (18). A resposta imune desenvolvida
pelo hospedeiro contra Strongyloides sp é caracterizada por eosinofilia sistémica
(19), mastocitose intestinal (20,21), aumento na producdo de citocinas do padréo
THz como IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, 1-13 (22,23 24) e de anticorpos igA, IgE, IgG e igM
(1,25,26). Porém, até o momento, ndo foi esclarecido se finhagens de Strongyloides
obtidas de diferentes hospedeiros silvestres e submetidas a passagens sucessivas
em ratos adquirem ou n&o um diferente grau de infectividade, induzindo sintomas e
resposta imune variados no hospedeiro.

Assim, tivemos como objetivo estudar se passagens sucessivas de linhagens
de S. venezuelensis em ratos poderiam influenciar na infectividade do parasita,
induzindo resposta imune inata e adquirida diferenciadas em camundongos.

MATERIAL E METODOS

Animais: Camundongos machos da linhagem Swiss, pesando entre 12 a 14 g e com
idade entre 21 a 30 dias, foram obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) - SP e do Biotério da Faculdade de Ciéncias
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Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP (FCFRP-USP). Os animais tiveram acesso
livie a agua e alimento. Os procedimentos adotados nos experimentos foram

aprovados pelo Comité de Etica na Experimentaco Animal do Instituto de Biologia
da UNICAMP (Protocolo n°19-2).

Parasitas: As linhagens de S. venezuelensis (Brumpt, 1934) foram isoladas de
roedores silvestres, sendo a linhagem L-2 (abril de 1986) de Bolomys iasiurus, e a L-
48 (agosto de 1988) de Nectomys squamipes. Ambas finhagens foram mantidas em
Rattus norvergicus Wistar experimentaimente infectados no laboratério de
Parasitologia do Instituto de Bioclogia da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Sao Paulo, Brasil.

Infecgdo dos animais: Larvas filaridides das linhagens L-2 ou L4% de S
venezuelensis foram obtidas de fezes de ratos infectados e cultivadas em carvao
animal, por 7 dias a 28°C, segundo Looss (27). As larvas foram recuperadas pelo
método de Rugai (28). Apds quantificacdo das L3, os camundongos foram infectados
com 1500 larvas por via subcutanea (s.c.) e sacrificados nos dias 1°, 3,5 7° 14°¢
21° apés infecgdo. Foram utilizados nove camundongos por ponto analisado e os
experimentos foram repetidos duas vezes.

Contagem de ovos por gramas de fezes: Nos dias 5, 7 e 14 apbs infecgdo os
animais foram colocados individualmente para defecarem sobre papel toatha limpo e
Gmido. A estimativa do numero de ovos/gifezes foi feita utilizando-se o método
quantitativo de Comell-McMaster (29). Os exames parasitolégicos foram repetidos
duas vezes e foi considerada a média dos resultados obtidos.

Contagem das fémeas parasitas: Para contagem dos vermes adulios parasitas, os
camundongos foram sacrificados apés anestesia com sclugéo de Thionembutal e um
fragmento do intestino delgado medindo 10 cm foi removido, colocado em placa de
Petri contendo salina, seccionado longitudinalmente e incubado a 37°C por 2 h. A
contagem das fémeas parasitas adultas foi realizada segundo Sato (30).



23
Produgdo do extrato alcalino: Extrato alcalino de 100.000 larvas L3 de ambas
linhagens de S. venezuelensis foi preparado adicionando-se 1,5 mL de NaOH 0,15M
(Merck, Germany) e 150 ul. de fenilmetilsulfonila [PMSF (Sigma Chemical. Co, St.
Louis, MO, USAJ)] mantendo-se a mistura sob agitacic lenta por 18 h a 4°C.
SubseqUentemente, adicionou-se de HCI 0,3 M (Merck, Germany), até atingir pH
aproximado de 7.0. Esta preparag&o foi centrifugada a 10000 g por 30 min a 4°C. A
dosagem protéica dos sobrenadantes foi realizada utilizando-se o método do
Coomassie, conforme instrugdes do fabricante (Fluka, USA).

Contagem de células do sangue: Os camundongos foram anestesiados com
Thionembutal {0,25 mg/g (North Chigaco, lilinois, USA)] e amostras de sangue foram
colhidas por pung@o cardiaca. Para contagem total das celulas, 20 ul do sangue
foram diluidos em 380 ul de solugcdo de Turk. A contagem foi feita em camara de
Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregaco sangliineo corado por
Rosenfeld, sendo contadas 100 células em diferentes campos, com aumento de
100x, segundo Faccioli e colaboradores (31).

Lavado broncoalveolar: Os camundongos foram sacrificados apos anestesia com
soluggo de Thionembutal, e 1 mL de solugso salina fosfatada (FBS) contendo 0,5%
de citrato de sddio (PBS/SC) a temperatura ambiente, foi injetado nos pulmées por
canulas de poliestireno introduzidas na traquéia. As células presentes no lavado
broncoalveolar (LBA) foram recolhidas imediatamente. O procedimento foi repetido
duas vezes. A contagem diferencial das células foi feita em esfregaco preparado em
citocentrifuga e corado por Rosenfeld. A contagem de leucdcitos no LBA foi realizada
como descrito anteriormente (31).

Células peritoneais. As células da cavidade peritoneal (LCP) foram obtidas pela
lavagem da cavidade com 3,0 mL de PBS/SC, empregando-se uma seringa de 3 ml..
Somente 2 a 2,5 mL do fluido foram recolhidos para contagem das células, conforme
descrito anteriormente (31).

Obtengéo e homogeneizagéo do pulméo: Os puimdes dos animais parasitados ou
nao com S. venezuelensis foram retirados, lavados com salina, secos em papel de
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fitro e pesados. Apds pesagem, os pulmdes foram colocados em tubos de
homogeneizacdo de células com 1 mL. de PBS pH 7.4, no gelo e homogeneizados a
2000 g por 5 min a 4°C, utiizando-se um homogeneizador de orgéos (Polytron
Homogenizer, Brinkmann). Apds centrifugacdo, os sobrenadantes foram distribuidos
em aliquotas e congelados a -20°C.

Dosagem de citocinas: A quantificacao dos niveis de L4, IL-5, IL-10, iL-12 e IFN—y
nos homogeneizados dos pulmdes foi realizada por ensaio imunoenzimatico,
segundo instrugSes do fabricante (PharMingen, San Diego, CA). A concentracdo de
cada citocina nas amostras foi calculada utilizando-se a curva de regresséo linear, a
partir da curva padré&o realizada para cada citocina e os resultados foram expressos
em pg por mg de tecido (pg/mg). Placas de poliestireno de 95 pogos (Costar) foram
incubadas com anticorpo monoclonal de captura anti-IL-4 (BVD4-1D11, 1 ug/mi),
anti-iL-5 (TRFK-5, 500 pg/mi), anti-IL-10 (JES5-2A5, 1 ug/ml), anti-iL-12 (C15.8, 1
ug/ml) ou anti- IFN-y (XMG1.2, 1 pg/ml), diluidas em tampao carbonato com pH 9,0
e incubadas por 18 h a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes {3x) com solucao
salina tamponada com fosfato contendo 0,05% de Tween [PBS-T (PBS 1x + 0,05%
Tween)] e depois incubadas com tamp&o de blogueio (TB) [PBS-T + BSA 1% (miv)],
por 2 h a temperatura ambiente (TA). Apés lavadas (3x} com PBS-T, as placas foram
incubadas com 100 ul dos homogeneizados ou com as citocinas recombinantes
para obtencdo da curva padrdo (PharMingen). As concentragdes das citocinas
diluidas em TB variaram de 0,48 a 5.000 pg/ml. Apds incubacdo por 18 h a 4°C, as
placas foram lavadas (3x) com PBS-T e incubadas com o anticorpo biotinilado para
detecgdo das respectivas citocinas diluido em TB. Apés 2 h de incubagdo a
temperatura ambiente (TA), as placas foram novamente lavadas com PBS-T,
receberam 100 ul. do reagente AB (Avidina/Biotina) na concentracéo de 0,5 mg/mlL e
foram incubadas por 1 hora a TA. Apés novo ciclo de lavagem, a reagdo foi revelada
adicionando-se 100 pl da solugfio de substrato contendo H20; e tetrametilbenzidina
[TMB (Genzyme Diagnostics)], e as placas foram entdo incubadas por 5 a 30 min a
TA e ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida adicionando-se 50 ul. de &cido
sulfdrico (1N de H2804), e os valores da absorbancia foram determinados em leitor
de ELISA (Metertech Inc., modeio 960) a 490 nm.
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Quantificagdo de imunoglobulina no soro: O nivel de IgG especifica no soro de
camundongos foi determinado por ensaio imunoenzimatico (ELISA), segundo
instrugbes do fabricante (LGC Scientific Supply, inc). As concentraces da IgG total
foram calculadas pela Unidade Relativa de Luz (URL). Foram usadas placas opacas
de 96 pogos e de aita afinidade (Coming Science Produts). As placas foram
incubadas com 1 pg/ml (50 ul/pogo) do extrato proteico de S. venezuelensis diluido
em tampao carbonato (Tc) pH 9.6 por 18 h a 4°C. Ap6s lavagem (2x) com PBS-T
(PBS 1x + 0,05% Tween), as placas foram incubadas com solugdo de bloqueio PBS-
T + BSA 1% (m/v) [PBS -T + BSA], por 1 hora a 37°C. Em seguida, foram
adicionadas as amostras de soro diluido 1/100, sendo IgG total de coelho usada
como controle da reagao, todos diluidos em (PBS-T + BSA) e incubados por 1 h a
37°C. As placas foram lavadas (5x} e receberam anticorpo monoclonal secundario
conjugado com (HRPQ) na concentracdo de 1/5000 diluido em (PBS-T + BSA) e
foram ent@o novamente incubadas por 2 h a 37°C. Apos lavagem (8x) foi adicionada
a solugdo reveladora (Kit Trial - Super Signal Chemiluminescente, Pierce) na
concentragdo de 1/8 diluida em Tc e reslizouse a leitura no leitor de
quimioluminescéncia (EG&G Berthoid, Gaithersburg, MD).

Analise estatistica: Os resultados foram analisados estatisticamente usando o

método Student t test. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

RESULTADOS

Analise comparativa do aumento de leucdécitos circulantes em camundongos
infectados com as linhagens L-2 ou L.-49 de S. venezuelensis

A Fig. 1 mastra qualitativa e quantitativamente o aumento de leucécitos no
sangue de camundongos em resposta & infecg@o s.c com larvas filaridides das
linhagens L-2 ou L-48 de S. venezuelensis. O nimero de leuctcitos totais no sangue
foi significativo para ambas linhagens, quando comparado com o grupo de animais
controle (2,79+0,66 x10°). O pico da leuctcitos nesses animais foi no 3° dia apos da

infecc@io e o numero de leuctcitos estava diminuido nos demais tempos estudados
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(Fig. 1A). As linhagens L-2 e 1-49 induzem ndmero semelhante de leucscitos totais
no sangue.

A eosindfilia induzida pelas linhagens L-2 ou L-49 no sangue esta
demonstrada na Fig. 1B. Observa-se que o aumento do nimero de eosindfilos no
sangue foi tempo-dependente para ambos os grupos infectados, quando
comparados COMm O grupo de animais controle (0,24+0,05 x10%), sendo o pico no 21°
dia apOs infecg@o, porém ndo houve diferenca significativa entre as linhagens na
induc&o da eosinofilia.

As celulas mononucleares também apresentaram-se aumentadas no sangue
nos dois grupos de animais infectados, quando comparados com os animais controle
(2,3520,24 x105), a partir do 3° dia da infeccdo (Fig. 1C). O pico destas células foi
observado no 14° dia, porém sem diferenca significativa na inducdo destas células
por estas linhagens.

Os resultados mostram que linhagens L2 e L49 de S venezuelensis
apresentam diferengas de infectividade no aumento de leucécitos totais e eosindfilos
no sangue nos primeiros dias da infecgdo.

Andlise comparativa do influxo de células inflamatérias para a cavidade
peritoneal de camundongos infectados com as linhagens L-2 ou 149 de S.
venezuelensis

O influxo de leucécitos totais para a cavidade peritoneal foi tempo-dependente
(Fig. 2A), sendo o pico destas células no 14° dia, quando comparados com os
animais controle (0,67+0,08 x10°%). O numero de leucdcitos nos animais infectados
com L-2 foi significativamente menor no 1° e 14° dia ap6s infeccdo, em comparagéo
com animais infectados com L-49.

O recrutamento de eosindfilos para a cavidade peritoneal foi significativo e
tempo-dependente em resposta & infecgéo, a partir do 5° dia para L-2 e em todos os
periodos analisados para L-49, quando comparado com os animais do grupo controle
(0,11+0,03 x10°). O pico destas células foi observado nos animais infectados com L-
48 no 14° dia e com L-2 no 21° (Fig. 2B). Nos animais infectados com L-2 o nimero
destas células estava diminuido, quandoc comparado com animais infectados com k-
49 somente no 3° dia.
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O numero de céiulas meononucleares na cavidade peritoneal também foi maior
gue no grupo controle (0,64:0,12 x10°% e tempo-dependente; a partir do 3° dia da
infeccdo para ambos os grupos de animais infectados. O pico destas céiulas foi
observado no 14° dia, nos dois grupos (Fig. 2C). Neste compartimento, as linhagens
L-2 e L-49 induziram de forma semelhante a migragéo destas células.

Estes resultados mostram que as linhagens L-2 e 1L-49 induzem de forma
semelhante o aumento de células inflamatdrias no LCP, sugerindo que diferentes
linhagens de S. venezuelensis ndo variam em sua infectividade e nao influenciam a
resposta celular inflamatdria na cavidade peritoneal.

Analise comparativa do influxo de células inflamatérias para o LBA de
camundongos infectados com as linhagens L-2 ou L-49 de S. venezuelensis

Como demonstrado na (Fig. 3A), larvas filariGides de S venezuelensis
induziram recrutamento significativo de leuctcitos totais para o LBA, quando
comparados com o grupo de animais controle (0,97+0,08 x10%), sendo o pico destas
células no 14° dia para ambos os grupos de animais infectados. Observou-se que as
linhagens induzem migracao celular semethante.

No LBA a eosinofilia foi significativa nos animais infectados com L-2 a partir do
3° dia da infecg8o, enquanto com L-49 isto ocorreu a partir do 5° dia, quando
comparados com os animais controle (0,01+0,01 x10%). O pico destas células para
ambas as linhagens foi observado no 14° dia (Fig. 3B). Observa-se que ambos os
grupos de animais infectados induziram de forma semelhante a migracdo de
eosindfilos para o LBA.

A migragéo das células mononucleares para ¢ espago broncoalveolar {Fig.
3C), aumentou de forma significativa a partir do 3° dia apés infecgdo para ambos os-
grupos de animais infectados, quando comparados com o grupo controle (0,1340,11
x10%), sendo o pico para L-2 no 14° dia e no 7° dia para L-49 (Fig. 3C). Comparando
o numero destas células entre os animais infectados, observa-se diminuicio
significativa para os animais infectados com L-2 somente no dia 7° apés infecgéo.

Os resultados mostram que as linhagens L-2 e L-49 induzem de forma
semelhante e significativa migracéo de células inflamatérias para o LBA, sugerindo
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que a origem das linhagens deste parasita nao influencia na sua infectividade e na
indugéo de resposta celular no hospedeiro.

influéncia das linhagens S. venezuelensis na fertilidade e expuisdo das fémeas
parasitas

Nas Fig. 4 e 5 sd@o demostrados, respectivamente, os nimeros de fémeas
parasitas e de ovosi/gffezes, recuperados de animais infectados com as linhagens L-
2 oul-49 de S. venezuelensis. A média do nimero de fémeas parasitas recuperadas
no 5° dia apés infecgéo dos animais parasitados com L-2 ou 1-49 foi respectivamente
197 £ 7 e 148 t 14, sendo significativamente maior para a hnhagem L-2. No 7°dia, a
média foi de 426 + 15 e 564 + 12, sendo significativamente maior (24%) para 1L.-49
(Fig. 4) e no 14° dia apenas 6 fémeas foram recuperadas para a L-48. Nestes
animais, a contagem do nimero de ovos/gffezes também foi realizado no 5° e 7° dia
apos infecgdo (Fig. 5). A média do niimero de ovos/gffezes foi de 11,3 +59x 10% e
11,1£3,3x10°no 5°diae de 30,7 + 6,9 x 10° ¢ 36,0 + 8.5 x 10° no 7°dia paralL-2 e
149, respectivamente. No 14° dia apds infecgfio o numero de ovos por gramas de
fezes foi zero para as duas linhagens. Embora no 7° dia o O.P.G. tenha sido 5%
maior para L-49, por este parametro n&o houve diferenca entre as duas linhagens.
Estes resultados mostram que maior quantidade de fémeas parasitas da linhagem

L-49 de S. venezuelensis fixaram melhor no hospedeiro e consequentemente
eliminaram maior nimero de ovos.

Influéncia das linhagens L-2 ou L.-49 de S. venezuelensis na indugédo da sintese
de anticorpo

A IgG especifica foi quantificada no soro dos animais sacrificados no 21° dia
apos infecgio com larvas filaridides das linhagens L-2 ou L-49 e no grupo controle
(Fig. 6). A concentragdo da IgG no soro foi significativamente maior para ambos os
grupos de animais infectados, quando comparados com 0s animais controle. A
linhagem L-2 induziu de forma significativa maior producdo de 1gG (33%), quando
comparado com L-49 (p<0,001). Estes resultados sugerem que a linhagem L-2 de 8.
venezuelensis € mais infectante que a L-49 na inducéio da sintese da resposta
humoral.
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Influéncia das linhagens L-2 ou L-49 de S. venezuelensis e seu efeito na sintese
de citocinas

O perfit das citocinas IL-4, 1L-5, IL-10, IL-12 e IFN-y foi determinado no
homogeneizado de pulm&o de camundongos infectados com as linhagens L-2 ou
L49 de S. venezuelensis e de animais controle (0,2 pgimg de tecido) ndo infectados
{Fig. 7 e Fig. 8). Niveis significativos de IL-4 foram observados durante todos os
tempos observados (Fig. 7A) para ambas as linhagens. Nos animais infectados com
a linhagem L-2, picos de IL.-4 foram observados no 1° e no 7° dia ap6s infeccio, e
nos animais infectados com L-49 no §° e 7°. Nao houve diferenca significativa na
indugéo da sintese desta citocina pelas duas linhagens. Os resultados mostram que
a linhagem L-2 induz precoce e maior sintese desta citocina (33%). Também, os
niveis de IL-5 nos camundongos infectados foram significativos (Fig. 7B), quando
comparados com os animais controle (0,5 pg/mg de tecido). O pico na concentracdo
desta citocina foi observado no 7° dia apds infeccio para ambas as linhagens.
Porém, observa-se que a linhagem L-2 induziu, de forma significativa, maior
producdo de IL-5 (72%) do que a L-48 nos primeiros dias apds infecgdo. A Fig. 7C
mostra aumento significativo da citocina IL-10 em todos periodos analisados, quando
comparados com animais controle (2,5 pg/mg de tecido). Porém, os dados mostram
que a linhagem L-49 induz maior sintese desta citocina no 1° e 3° dia ap6s
infeccio(14%), enquanto a L-2 apresenta maior sintese somente no 14° dia. Nos
demais dias houve homogeneidade entre os valores da IL-10 para ambos os grupos
experimentais. Assim como observado na sintese de IL-4, IL-5 e iL-10, animais
infectados com a linhagem L-2 ou L-49 também apresentaram aumento significativo
na sintese de iL-12 durante toda a infecggo (Fig. 8A) quande comparados com
animais controle (0,8 pg/mg de tecido). Estes resultados mostram que as duas
linhagens de S. venezuelensis induzem, de modo geral, sintese semelhante de IL-12,
porém no primeiro dia esta citocina foi maior para L-49 (14%). Também o nivel de
IFN-y no homogeneizado de puimao (Fig. 8B) apresentou concentragio aumentada
durante o perfodo estudado, quando comparado com os animais controle (1 pg/mg
de tecido), sendo o pico para IFN-y em ambos os grupos infectados no 5° dia apos
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infecc@o. A sintese desta citocina nos primeiros dias apos infecgéo foi maior para L-2
(30%), nos demais dias foi semelhante nos dois grupos experimentais.

Os resultados demostram que ambas as linhagens induzem sintese de
citocinas do padrao TH; ou TH, da resposta imune, porém com maior tendéncia para
citocinas do padréo TH,. Entretanto, a linhagem L-2 induziu maior producéo de IL-4,
IL-5 e IFNy, existindo, portanto, diferenca de infectividade entre as duas linhagens.

Relagdo entre eosinofilia, fertilidade das fémeas parasitas, sintese de IgG e
citocinas entre os animais infectados com linhagens L-2 ou L-49 de S.
venezuelensis

A Tabela. 1 mostra um sumério dos dados no 7° dia ap6s infecg@io. A
eosinofilia sanglinea, no LCP e no LBA dos animais infectados com a L-49 foi maior,
porém sem diferenca significativa quando comparados com animais infectados com
L-2. O nimeros de fémeas parasitas e de ovos/gffezes recuperados neste dia
tambem foi maior para L-49, quando comparados com animais infectados com L-2.
Por outro lado, a resposta imune humoral, avaliada pela sintese de IgG total, foi
significativamente menor nos animais infectados com a linhagem L-49. No entanto, a
indugdo da sintese de citocinas IL-4 foi menor, porém nao significativa para a
linhagem L-49, enquanto os niveis de IL-5, IL-10, IL-12 e tIFN-y foram maiores para
esta linhagem, apesar de ndo haver diferenga significativa na inducéo de sintese
destas citocinas entre as duas linhagens.
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Fig. 1. Ndmero de leucacitos totais (A), eosindfilos (B) e células mononucleares (C) no sangue
de camundongos infectados com as linhagens L-2 ou L-49 de S. venezuelensis . Os resultados
sdo expressos como meédia : EP.M. de {rés experimentos independentes (n = 27 animais).
Os simbolos, * representam diferencas significativas entre os animais infectados e 0s n3o
infectados.*p<0,05; *p<0,001.
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Fig. 2. Nimero de leuctcitos totais (A), eosindfilos (B) e células mononucleares (C) na cavidade
peritoneal (LCP) de camundongos infectados com linhagens L-2 ou L-49 de S, venezuelensis .
Os resultados s&o expressos como média + E.P.M. de trés experimentos independentes (n = 27
animais). Os simbolos, * representam diferengas significativas entre os animais infectados e os
ndo infectados e # entre as duas linhagens.*p<0,05; **p<0,001.
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Fig. 3. Nimero de leuctcitos totais (A), eosindfilos (B) e células mononucleares (C) no iavado

broncoatveolar (LBA) de camundongos

infectados com as linhagens L-2 ou L-49 de

S. venezuelensis . Os resultados s3o expressos como média £ E.P.M. de trés experimenios
independentes (n = 27 animais). Os simbolos, * representam diferencas significativas entre os
animais infectados e 0s néo infectados e # entre as duas linhagens.*p<0,05;p<0,001.
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Fig. 4. Nimero de fémeas parasitas recuperadas de camundongos, infectados com larvas
filaridides das linhagens L-2 ou L-48 de S. venezuelensis. Os resultados s8o expressos como

média+ EP.M. de trés experimentos independentes (n=27 animais). Os simbolos, #

representam diferencas significativas entre as duas linhagens.*p<0,05;"p<0,001.
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Fig. 5. Numerc de ovos/gramas/fezes de camundongos, infectados com larvas filariéides das
linhagens L-2 ou L-49 de S. venezuelensis .Os resultados 540 expressos como média £ E.P.M.
de ftrés experimentos independentes (n=27 animais).
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Fig. 6. ConcentragBo de IgG no soro de camundongos infectados com larvas filaridides das
linhagens L-2 ou L-49 de S. venezuelensis . Os resultados s#o expressos como média £ E.P.M.
de trés experimentos independentes (n =27 animais). Os simbolos, *representam diferencas
significativas entre oS animais infectados & o0s ndo infectados e # entre as duas linhagens.
“*p<0,001.
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Fig. 7. Concentragao de citocinas IL-4 (A), IL-5 (8) e IL-10 (C) no pulmio de camundongos
infectados com linhagens L-2 ou L-49 de S. venezuelensis . Os resuttados s3o eXpressos como
média £ E.P.M. e trés experimentos independentes (n= 27 animais). Os simbolos,
*representam diferencas significativas entre os animais infectados e os nio infectados e # entre
as duas linhagens. *p<0,05;*p<0,001.
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Fig. 8. Concentracio de citocinas IL-12 (A) & IFN-gama (B) no pulm3o de camundongos
infectados com linhagens L-2 ou L-49 de S. venezuelensis. Os resultados sdo expressos
como meédia ¥ E.P.M. de trés experimentos independentes (n=27 animais). Os
simbolos, *representam  diferencas significativas entre 0s animais infectados e os ndo
infectados e # entre as duas linhagens. p<0,05;"*p<0,001.
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DISCUSSAO

Neste trabalho, analisamos pela primeira vez se linhagens heterdlogas de S.
venezuelensis mantidas por passagens sucessivas em ratos experimentaimente
infectadc_)s apresentam graus de infectividade variados, capazes de induzir diferentes
respostas imunes inata e adquirida em camundongos.

Camundongos infectados por via subcutanea com larvas filaridides das
linhagens L-2 e L-49 apresentaram nUmeros aumentados de leucdcitos totais,
eosindfilos e de células mononucleares no sangue, LCP e LBA entre 0 1° e 21° dias
apos infecg@o. Os parasitas induziram também aumento significativo de neutréfiios
durante todo os periodos observados no sangue, e no LCP e LBA somente até o 5°
dia apds infecg@o. Porém, nestes animais, o numero de mastécitos foi significativo
somente no L.CP (dados ndo mostrados). Embora os nimeros de leucdcitos totais no
LCP no 1° e 14° dias, eosindfilos no LCP no 3° dia, e células mononucleares no LBA
no 7° dia apds infecgdo tenham sido menores para L-2, os dados mostram que as
linhagens L-2 e L-49 de S. venezuelensis causam aumento e recrutamento celular
semelhantes, em camundongos. Dados da literatura tém mostrado que infecgdes por
helmintos est&o associadas com eosinofilia sangiiinea, no LCP, no LBA e tecidual
{32). Os resultados obtidos estdo de acordo com os apresentados na fiteratura, os
quais explicam que a estrongiloidiase humana ou animal é caracterizada por
eosinofilia (22,33), mastocitose (20) e aumento de linfocitos T CD4", células B e
células caliciformes (26).

Tambem, a infeccdo por S. venezuelensis aumenta significativamente a
producéo de citocinas do padréo THz, como IL-4, IL-5 e IL-10, em todos os pontos
analisados no estudo, sem diferengas marcantes entre as duas linhagens. Os dados
obtidos também estdo de acordo com outros descritos na literatura, que mostram que
Strongyloides sp induzem, em roedores, uma resposta celular marcante,
acompanhada de aumento da sintese de citocinas do padréio TH, e de anticorpos
(22,26). A resposta do hospedeiro & infecgio por Strongyloides sp tem influéncia no
tamanho do parasita, altera a fecundidade e a expulsdo do mesmo, influenciando
também a protegdo contra reinfeccdes (22). Ambas as linhagens estimularam
também produgao de citocinas do padrdo TH; da resposta imune, IL-12 e IFN-y.
Embora a producio de IL~10 tenha ocorrido durante toda a infeccdo, também houve
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sintese e liberagdo de IL-12 e IFN-y nos mesmos periodos. Estes resultados sdo
semelhantes aos encontrados em Toxocara canis (34), mostrando que esse
nematoda também induz a fiberacio de IL-12 e IFN-y. Os resultados sugerem que o
efeito protetor da IL-12 e do IFN-y para o parasita foram neutralizados pela IL-4, uma
vez que parasitas adultos de ambas linhagens foram completamente expuisos apés
o 14° dia de infecgdo. Esses resultados se assemelham aos dados da literatura, os
quais mostram que a iL-4, mesmo em pequenas concentragdes, é capaz de induzir
eficientemente a producéo de anticorpos 1gG, porém com baixa sintese de IgE (35).
Estes fatores estao relacionados a citotoxidade mediada por anticorpos “ADCC”,
exercida por eosindfilos (36) e pela degranulagso de mastécitos (37).

Os resultados encontrados revelam que as linhagens estimulam de forma
diferente a liberac@o de IL-5, citocina responsével pela produgso, proliferagdo e
aumento de eosindfilos. Esses dados demonstram haver uma correlacio direta entre
maior produgdo, na L-2, de IL-5 e maior nimero de eosindfilos no inicio da infecgdo
no sangue. Nos outros compartimentos, o nimero destas células foi igual para as
duas linhagens, demonstrando que a diferenca nos niveis de JL-5 encontrados ndo
tem influncia no recrutamento diferenciado de células para o LCP e LBA. E
importante destacar que L-2 e L-49 do parasita induzem aumento da IL-5, e isto se
reflete no aumento de eosindfilos. A sintese desta citocina e suas fungdes como
mediador protéico na inflamagdo mediada por helmintos tém sido detalhadamente
estudadas (22,38,39). Comparando o percentual de aumnento das diferentes citocinas
em relacdo aos animais controle, observa-se que ambas linhagens deste parasita
induzem aumento de citocinas do padrdo TH; e THp, porém, com maior tendéncia
para resposta TH,.

Na infeccOes humana e animal por Strongyloides sp, ha producdo de
anticorpos da classe IgG, igM, IgA e IgE, com um aumento caracteristico de igE,
IgG4 em humanos e IgG1 em animais (40,41,42). Os resultados obtidos mostram
que, ambas linhagens induzem significativamente aumento na produgio de lgG,
porém em camundongos infectados com L-2, a sintese de IgG foi maior do que com
L-49 (33%). A maior sintese de IgG induzida pela L-2 pode ser devida & maior
producdio de IL-4 no 1° dia da infecc&o (33%). O maior nivel de IgG circulante parece
proteger o hospedeiro, pois nos camundongos infsctados com L-2 o nimero de
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féemeas parasitas recuperadas (24%) e o nimero de ovos/gffezes foram menores
(15%) que nos camundongos infectados com L-49, os quais apresentaram menor
concentracio de IgG especificas circulantes. Embora néo tenha sido quantificado o
isétipo IgG1, os resultados sugerem que esse anticorpo esteja aumentado, e que sua
sintese seja dependente da IL4 e com funcio anafilética, pois todos os vermes
foram expulsos a partir do 14° dia apOs infecgio. Dados da literatura (43) revelam a
existéncia de dois isétipos de IgG1, um dependente de IL-4 para sintese, com
atividade anafil&tica, o outro dependente de IL-12 e IFNy, portanto, ndo anafilético.
Os resultados mostram gue linhagens de S. venezuelensis apresentam diferentes
graus de fecundidade, pois o nimero de ovos/gffezes recuperado foi menor nos
animais infectados com L-2. Analisando-se por este parametro, as linhagens L-2 e L-
49 apresentam graus de infectividade diferentes. O pico de ovos/g/fezes detectado
no 7° dia nestes experimentos s&o semelhantes aos descritos por outros
pesquisadores (22,44), mesmo utilizando outras linhagens de camundongos.

Concluimos que as linhagens de S. venezuelensis mantidas por passagens
sucessivas ermn animais de laboratdrio apresentam diferengas de infectividade,
influenciando a sintese de anticorpos e de IL-4. Apesar de L-2 induzir maior sintese
de IL-4 e IgG e maior expulséo de parasitas, ndo investigamos as diferencas entre as
linhagens do parasita responsaveis por esse fendmeno. Portanto, faz-se necesséria
a realizacio de novos experimentos empregando outras abordagens metodoidgicas,
tais como a Biologia Molecular, para que seja possivel detectar o perfil protéico ou os
diferentes epitopos expressos nos parasitas. Uma vez conhecidos os antigenos mais
imunogénicos nesta parasitose, sera possivel utilizar ensaios imunologicos e verificar
se linhagens heterdlogas apresentam maior ou menos grau infectividade, induzindo
nos hospedeiros manifestacdes clinicas diferenciadas. Estudos neste sentido sdo de
fundamental importancia, devido & grande procura por antigenos heterdlogos que
possam ser utilizados no diagnéstico da estrongiloidiase humana.
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RESUMO

Neste trabalho estudamos a influncia da temperatura e do tempo de cultura na
infectividade da linhagem L-2 de S. venezuelensis. Camundongos machos, Swiss,
pesando entre 12 e 14 g e com idade entre 21 3 30 dias, foram divididos em quatro
grupos: animais controles ndo infectados (G1), animais infectados por via
subcutanea com 1500 larvas L3, mantidas por (G2) 3dias/28°C, ou (G3) 7dias/28°C
ou (G4) 7dias/18°C. Nos dias 1, 3, 5, 7, 14 e 21 apos infecgdo, os animais foram
sacrificados e foi determinado o nUimero de células no sangue, na cavidade
peritoneal (LCP) e no espago broncoalveolar (LBA): quantificadas citocinas no
pulm@o e imunoglobulinas no soro; realizado o0 OP.G. e contagem de fémeas
parasitas. Os dados mostram aumento de leucécitos totals, eosindfilos e células
mononucleares no sangue, no LCP e no LBA nos frés grupos experimentais.
menor tempo de permanéncia das larvas na cultura influenciou a infectividade do
parasita, induzindo resposta imune inata mais intensa e eliminacdo mais rapida dos
parasitas. Temperaturas mais altas influenciaram a expressao antigénica das larvas,
induzindo eosinofilia mais intensa e precoce no LCP, enquanto em temperaturas
mais baixas a eosinofilia foi menor e mais tardia. Larvas mantidas por maior tempo
nas culturas e em temperaturas mais altas induziram maior resposta humoral.
Infecgbes por S. venezuelensis induzem sintese de citocinas do padrac TH; ou TH2
da resposta imune, porém com maior tendéncia para o padrao TH.. Larvas mantidas
em {emperaturas mais altas induzem maior sintese de iIL-4 e IL-10. Entretanto, o
tempo e a temperatura das larvas nas culturas ndo influenciaram a inducéo de IL-5.
Larvas que permaneceram menor tempo nas culturas induziram maior sintese de |-
12, enquanto maior tempo favoreceu a produgdo de IFN-y. Assim, a temperatura e o
tempo tém influéncia na infectividade de S. venezuelensis, sendo as diferencas
capazes de gerar no hospedeiro sintomatologia diferente.

Palavras chaves: 8. venezuelensis, estrongiloidiase, leucdcitos, células
mononucleares, eosindfilos, citocinas, imunogiobulinas, temperatura, infectividade.
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INTRODUGAO

As estrongiloidiases s&o parasitoses intestinais, causadas por
nematodeos do género Sfrongyloides e ocorrem em homens, mamiferos domésticos
e silvesires, aves, répteis e anfibios [1]. Esta helmintiase apresenta distribuicdo
mundial, principalmente na dreas tropicais e sublropicais, onde as condicbes
ambientais favorecem o desenvolvimento das formas de vida livre [2].

Os ciclos de vida das espécies de Strongyloides sp s@o semelhantes e
apresentam duas fases: uma de vida livre e outra, parasitaria. Na fase parasitéria
encontra-se somente fémeas partenogenéticas no intestinc do hospedeiro infectado,
as quais se reproduzem por partenogénese [3]. As larvas recém nascidas podem
desenvolver-se em fémeas e machos de vida livre ou diretamente em larvas
infectantes (1.3). Os adultos de vida livre se reproduzem sexuaimente, no meio
ambiente e todos os descendentes se desenvolvem em L3. As larvas descendenies
das fémeas parasitas e dos adulios de vida livre s@o morfologicamente
indistingliveis e infectam o novo hospedeiro por penetragao ativa na pele [4].

Nos hospedeiros imunocompetentes, o parasita freqientemente causa
infecc@o cronica assintomatica ou com sintomas moderados [5]. Individuos com
estrongiloidiase cronica, quando tornam-se imunossuprimidos, podem apresentar
hiperinfecc&o com ou sem disseminacio do parasita [6]. As larvas presentes no
intestino aumentam em numero, tornam-se invasivas e causam manifestacdes
clinicas significativas [3]. As manifestagbes gastrointestinais nos estagios mais
avangados da infecgdo incluem enterite ulcerativa, diarréia persistente, motilidade
intestinal alterada, sindrome de ma absorgéo, desnutricio, hepatite granulomatosa,
bacteremia por bactérias gram negativas, multiplicagdo e migragio descontrolada de
larvas por todo corpo, ¢ que atualmente € freqiente em individuos com
imunossupresséo [3,6,71.

A relacéo entre Sfrongyloides sp e hospedeiro € caracterizada por uma
resposta imune celular mediada por eosindfilos, mastocitos, juntamente com um
aumento significativo da sintese de algumas citocinas do padrdo TH» como IL-3, iL-
4, 1L-5 [8}] e anticorpos como IgA, IgE, IgG e IgM [3,9,10]. Tante no homem como em
modelos animais, a resposta imune desenvolvida conira esse helminto pode eliminar
a infecgdo, porém em alguns animais o parasita evade da resposta protetora e
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produz infecgdes Cr—anicas, persistindo por muitos anos na forma assintomatica [11].
Porém, quando oceoire queda na resposta imunoldgica do hospedeiro, o parasita
pode se disseminamar [12]. Apesar de alguns aspectos da resposta imune na
estrongiloidiase se=rem conhecidos, até o presente momento ndc se sabe se
diferencas nas mamifestacbes clinicas do paciente seriam decorrentes de fatores
ligados ac hospede=iro ou se estariam relacionadas a diferencas de infectividade nas
inhagens de Strongryioides sp.

Varios trabaalhos [13,14,15] mostraram que variagdes ambientais como
temperatura, pH, Cncentragio de oxigénio e diéxido de carbono, oferta de alimento
e tempo de cultura  ¥nfiuenciam e direcionam o ciclo evolutivo em diferentes espécies
deste nematoda pawra direto ou indireto. A baixa densidade populacional de larvas de
S. planiceps nas fezzes efou a pouca quantidade de ovos/gramas de fezes favorecem
o desenvolvimentc» de fdmeas de vida livre e escasso de larvas filaridides
homogonicas. Poré=m, condigbes contrarias favorecem o desenvolvimento de larvas
filaridides homogdreicas e tormna escassas as fémeas de vida livre [13], sem afetar o
numero de machoss. Em 8. papillosus foi observado que fémeas de vida livre sdo
mais numercsas € cultura a 30°C, enquanto que a 20°C predominam as L3
homogoénicas, sencio o numero de machos constante em ambas as temperaturas
[14]. Estes autores também mostraram que a temperatura otima para o
desenvolvimento de> fémeas de vida livre de S. sfercoralis é entre 20 a 30°C, de 28 a
36°C para S. plarziceps e de 35°C para S papillosus. No entanto, para o
desenvolvimento daas larvas filaridides, as temperaturas variaram de 35 a 40°C para
S. stercoralis, de 122 a 16°C para S. planiceps e de 20°C para S. papillosus [14,15].
Por outro lado, variagbes na temperatura e no tempo de cultivo das larvas de S.
venezuelensis influenciam no crescimento, na formacgdo das estruturas morfolégicas,
na expresséo de proteinas imunodominantes [16] e de choque térmico [17].

Assim, o objestivo deste estudo foi verificar se variagbes da temperatura e do
tempo de cultura das larvas filaridides de S. venezuelensis influenciam a

infectividade deste parasita e 2 indugdo da resposta imune inata e adquirida no
hospedeiro.
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MATERIAL E METODOS

Animais: Camundongos machos da linhagem Swiss, pesando entre 12 a 14 g e com
idade entre 21 a 30 dias, foram obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) - SP e do Biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP (FCFRP-USP). Os animais tiveram livre
acesso a agua e alimento. Os procedimentos adotados nos experimentos foram
aprovados pela Comité de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto de Biclogia
da UNICAMP (Protocolo n° 19-2).

Parasitas: A linhagem L-2 de S. venezuelensis (Brumpt, 1934) utilizada nos
experimentos foi isolada do roedor silvestre Bolomys lasiurus (abril de 1986). A
linhagem € mantida em Ratfus norvergicus Wistar, experimentalmente infectados no
iaboratério de Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), Sao Paulo, Brasil.

Infec¢do dos animais: As larvas filariides de S. venezuelensis foram obtidas das
fezes de ratos infectados, mantidas em culturas de carvao mineral, por 3 dias/28°C
(G2), 7dias/28°C (G3) ou 7dias/18°C (G4), segundo Looss (18). As larvas foram
recuperadas peio método de Rugai (19). Apds quantificacdo das L3, os
camundongos foram infectados com 1500 (L.3) por via subcutanea (s.c.). Nos dias 1,
3, 5, 7,14 e 21 os animais infectados e controles foram sacrificados e foram
realizados os experimentos. Foram utilizados para cada ponto do experimento nove
camundongos. Os experimentos foram repetidos duas vezes.

Contagem dos ovos por gramas de fezes: Nos dias 5, 7 e 14 apés infecgdo, os
animais foram colocados individualmente para defecarem sobre papel-toalha limpo e
Umido. A estimativa do nimero de ovos/gffezes foi feita utilizando-se o método
quantitativo de Comell-McMaster (20). O exame parasitolégico foi repetido duas
vezes e foi considerada a média dos resultados obtidos.

Contagem das fémeas parasitas: Para contagem dos vermes adultos parasitas, os
camundongos foram sacrificados com solucdo de Thionembutal (1 mi/50 g) e 10 cm



33

do intestino delgado foram removidos, colocados em piaca de Petri contendo saling,
seccionados longitudinalmente e incubados por 2 h a 37°C. A contagem das fémeas
parasitas aduitas foi realizada segundo Sato e colaboradores (21).

Produgdo do extrato alcalino: Extrato alcalino de 100.000 larvas L3, da linhagem
L-2 mantidas nos diferentes tempos de cultura e temperatura foi preparado,
adicionando-se NaOH 0,15 M (Merck, Germany) e 150 ul de feniimetilsulfonila
[PMSF (Sigma Chemical. Co, St. Louis, MO, USA)], permanecendo por 18 h a 4°C
sob agitacdo lenta. Subseqientemente adicionou-se 0,5 mL de HC! 0,3 M {Merck,
Germany), até se atingir pH 7,0. Estas preparagGes foram centrifugadas a 10000 g
por 30 min a 4°C. A dosagem protéica dos sobrenadantes foi realizada utilizando-se
o método do Coomassie, conforme instrugdes do fabricante (Fiuka, USA).

Contagem de células do sangue: Os camundongos foram anestesiados com
Thionembutal [0,25 mg/g (North Chigaco, Hlinois, USA)] e amostras de sangue foram
cothidas por puncdo cardiaca. Para contagem total das células, 20 ulL do sangue
foram diluidos em 380 ul. de solugdo de Turk. A contagem foi feita em camara de
Neubauer. A contagem diferencial foi feita em esfregagos sangiineos corados por
Rosenfeld, sendo contadas 100 céiulas em diferentes campos, com aumento de 100
X, segundo Faccioli e colaboradores (22).

Lavado broncoalveolar: Os camundongos foram saGMficados apds serem
anestesiados com solugho de Thionembutal, e 1 mL de solucdo salina fosfatada
(PBS) contendo 0,5% de citrato de sodio (PBS/SC), a temperatura ambiente, foi
injetado nos pulmdes por canulas de poliestireno introduzidas na traquéia. As
células presentes no lavado broncoalveolar (LBA) foram recolhidas imediatamente.
Os procedimentos foram repetidos duas vezes. A contagem diferencial das céluias
foi feita em esfregacos preparados em citocentrifuga e corados por Rosenfeld. A
contagem de leucdcitos no LBA foi realizada como descrito anteriormente (22 ).
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Células peritoneais: As células da cavidade peritoneal (LCP) foram obtidas pela
lavagem da cavidade peritoneal com 3,0 mL de PBS/SC. Somente 2 a 2,5 mL do
fluido foram recolhidos para contagem das células, como descrito anteriormente {(22).

Obtengéo e homogeneizagido do puimdo: Os puimées dos animais parasitados ou
n&o com S. venezuelensis foram retirados, lavados com salina, secos em papel de
fitro e pesados. Apds pesagem, os puimbes foram colocados em tubo de
homogeneizacéo de células com 1 mL de PBS pH 7,4, no gelo, e homogeneizados
em 2000 g por 5 min a 4°C, utilizando-se homogeneizador de 6rgdos (Polytron
Homogenizer, Brinkmann). Apds centrifugados, os sobrenadantes foram distribuidos
em aliquotas e congelados a - 20°C.

Dosagem de citocinas: A detecc@o de L4, IL-5, IL-10, 1L-12 e IFN-y nos
homogeneizados dos pulmdes foi realizada por ensaio imunoenzimatico, segundo
instrugbes do fabricante (PharMingen, San Diego, CA). A concentragdo de cada
citocina nas amostras foi calculada utilizando-se a curva de regressao linear, a partir
da curva padréo realizada para cada citocina, e os resultados foram expressos em
Pg por mg de tecido (pg/mg). O volume de 100 ul de tampé&o carbonato, pH 9,0,
contendo anticorpo monocional de captura anti-IL-4 (BVD4-1D11, 1 ug/mi), anti-IL-5
(TRFK-5, 500 pg/mi), anti-IL-10 (JES5-2A5, 1 pg/mi), anti-IL-12 (C15.6, 1 ug/mi) ou
anti-lFN-y (XMG1.2, 1 ug/ml} foi adicionado aos 96 pogos de placa de poliestireno
(Costar) e deixado por 18 h a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes {3x) com
soluggo salina tamponada com fosfato contendo 0,05% de Tween [PBS-T (PBS 1x +
0,05% Tween)] e depois foram adicionados 100 pl de tampéo de bloqueio (TB) [PBS-
T + BSA 1% (m/v)}, e deixadas por 2 h a temperatura ambiente (TA). Apés iavadas
(3x) com PBS-T, foram adicionados aos pogos 100 pL dos homogeneizados ou das
citocinas, para obtengdo da curva padrdc conforme instrucdes do fabricante
(PharMingen). As concentragbes das citocinas diluidas em TB, variaram de 0,48 a
5.000 pg/ml. Apds 18 h a 4°C, as placas foram lavadas (3x) com PBS-T, seguindo-se
a adicdo dos anticorpos de detecgdio biotinilados e diluidos em TB para as
respectivas citocinas. Apds 2 h a temperatura ambiente (TA), as placas foram
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novamente lavadas com PBS-T e foram adicionados 100 uL do reagente AB
{(Avidina/Biotina) na concentragdo de 0,5 mg/mL e deixadas por uma hora a TA. Apds
novo ciclo de lavagem, a reacdo foi revelada adicionando-se 100 ul da solucdo de
substrato contendo H20; e tetrametilbenzidina [TMB (Genzyme Diagnostics)] e apds
5 a 30 min, ao abrigo da juz e a TA, a reag&o foi interrompida, adicionando 50 ul de

acido suifarico (1N de H»S80,). Os valores de absorbancia foram determinados em
feitor de ELISA (Metertech inc., modelo 860) a 490 nm.

Quantificagdo de imunoglobulina no soro: Os niveis de IgG especifica no soro de
camundongos foram determinados por ensaio imunoenziméatico (ELISA) segundo
instrugbes do fabricante (Pirce). As concentragdes da IgG total foram caiculadas pela
Unidade Relativa de Luz (URL). Foram usadas placas opacas de 96 pogos de alta
afinidade {Corning Science Produts). O volume de 50 ui /pogo, contendo 1 pg/mi do
extrato antigénico de S. venezuelensis diluido em tampao carbonato (Tc) pH 9.6 foi
adicionado a0s pogos e deixado por 18 h a 4°C. Ap6s favagem duas vezes (2x) com
PBS-T (PBS 1x + 0,05% Tween), foram adicionados 100 ul/pogo da solugdo de
bloqueio PBS-T + BSA 1% (mfv) [PBS -T + BSA], e as placas foram deixadas por
uma hora a 37°C. Em seguida, foram adicionados os soros na concentragdo 1/100.
Como controle da reagéo, foi usada IgG total, diluida em (PBS-T + BSA). As placas
foram incubadas por uma hora a 37°C, seguindo-se (5x) lavagens e adicdo do
anticorpo monoclonal secundario conjugado com (HRPO) na concentracéo de 1/5000
diluido em (PBS-T + BSA). Apds o periodo de 2 h a 37°C, as placas foram lavadas
(8x), e fol adicionada a solucdo reveladora (Kit Trial - Super Signal
Chemiluminescente, Pierce), na concentragdo de 1/8 diluida em Tc. A leitura foi
realizada no leitor de quimioluminescéncia (EG&G Berthoid, Gaithersburg, MD).

Angdlise estatistica: Os resultados s&o apresentados como média + S.E.M. e foram

analisados estatisticamente usando o método néo paramétrico Student t test. O valor
de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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RESULTADOS

Analise comparativa do aumento do numero de leucécitos circulantes no
sangue em resposta a infecgdo por S. venezuelensis cultivadas em trés
diferentes condictes

A Fig. 1 mostra qualitativa e quantitativamente o aumento de leucocitos
circulantes no sangue nos animais infectados com larvas mantidas em trés
condicbes experimentais diferentes. Em comparacdo com o grupo controle (G1), as
larvas cultivadas por 3d/28°C (G2), 7d/28°C (G3) e 7d/18°C (G4) induziram aumento
significativo de leucdcitos totais, eosindfilos e células mononucleares no sangue,
entre 0 1° e 21° dias ap6s infecc@io. O pico de leucteitos totais e eosindfilos
induzidos por larvas G2 ou G4 ocorreu no 14° dia apés infecgdo, e para G3 no 21°
(Fig. 1A e B). Porém, o pico de células mononucleares foi semelhante no 14° dia
para os trés grupos experimentais (Fig. 1C). No 7° e 14° dia, © niimero de eosindfilos
em resposta a infecg@o com larvas cultivadas de 3d/28°C foi de 37% e 42% maior
que as mantidas a 7d/28°C, e de 52% e 51% com relagdo &s de 7d/18°C,
respectivamente. Ainda nestes mesmos dias, larvas cultivadas por 3d/28°C induziram
aumentos de 27% e 20% de células mononucleares com relagio as larvas de
7d/28°C, e de 4% e 16% com relaco as mantidas a 7d/18°C. Assim, larvas
cultivadas a 3d/28°C induziram eosinofilia e células mononucieares sanglineas mais
intensa e precocemente.

Comparagdo entre o recrutamento de células inflamatérias para a cavidade
peritoneal e espag¢o broncoalveolar de camundongos infectados com larvas S.
venezuelensis cultivadas em temperaturas e tempos diferentes

De maneira semelhante ao ocorrido no sangue, larvas cultivadas a 3d/28°C
induziram recrutamento de leucocitos totais (Fig. 2A), de eosinéfilos (Fig. 2B) e de
células mononucleares (Fig. 2C) para a cavidade peritoneal mais precocemente, em
comparacio com a migracdo celular induzida pelas larvas cultivadas a 7d/28°C ou
7d/18°C. Quantitativamente, as diferencas foram discretas ao longo da infecgdo, no
entanto, larvas cultivadas a 7d/18°C foram menos efetivas em recrutar eosindfilos ao
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longo da infecc&o, entre 0 1° e o 21° dias, com excecdo do 14° dia, onde os valores
de todos oOs grupos foram semelhantes entre si. Diferencas discretas foram
observadas entre os grupos G2 e G3, quanio ao recrutamento de células
mononucieares.

Quanto ao numero de ceélulas recuperadas do espaco broncoalveolar,
pequenas variagdes entre 0s grupos foram observadas ao longo da infecgdo (Fig.
3A). Exceto pelo fato de as larvas cultivadas por 7d/18°C terem induzide o pico de
eosinofilia nc 21° dia (Fig. 3B), enquanto naquelas cultivadas por 3df28°C ou 7d/28°C
o pico ocorreu no 14° dia apds infecgdo. Todos os grupos infectados apresentaram
aumento significativo de células mononucleares no espago broncoalveolar (Fig. 30),
quando comparados com o grupo controle.

Influéncia da temperatura e tempo das culturas na fertilidade e expulsdo das
fémeas parasitas

O ndmero de fémeas recuperadas dos grupos infectados com larvas
cultivadas nas rés condigdes experimentais, ou seja, 3d/28°C (G2), 7d/28°C (G3) e
7d/18°C (G4) no 5° dia apés infecgio foram semelhantes. No entanto, no 7° dia apds
infeccdo, a media de fémeas recolhidas foi de 310 + 62 para G2, de 426 + 15 para
G3 e de 489 + 49 para G4 (Fig. 4), com diferenca significativa entre G2 e G3 efou G2
e G4. No 14° dia ap6s infeccdo todas as fémeas parasitas foram expuisas. A
contagem do némero de ovos/gffezes também foi realizado nesses animais, no 5°, 7°
e 14° dia ap6s infeccdo (Fig. 5). Em nenhum dos periodos houve diferenca
significativa quanto a postura de ovos pelas fémeas parasitas cultivadas nas trés
condicdes experimentais. Esses resuitados demonstram que a temperatura na qual
as culturas foram mantidas n&o influenciou na fertilidade das fémeas parasitas. No
entanto, maior nimero de fémeas foram recuperadas dos animais infectados com
larvas cultivadas por 7d/18°C, sugerindo que menos larvas foram mortas durante seu
trajeto no ciclo no hospedeiro.

Influéncia da temperatura e tempo da cultura na infectividade de S.
venezuelensis com relagéo & sintese de anticorpo
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A IgG total antigeno especifica foi quantificada no soro dos animais
sacrificados 21 dias apbs infecgdio, com larvas mantidas nas trés condicoes
experimentais 3d/28°C (G2), ou 7d/28°C (G3) ou 7d/18°C (G4), comparados com
animais controle (Fig. 6). Animais infectados com larvas filaridides obtidas das trés
condicbes experimentais induziram producdo significativa de lgG, gquando
comparados com O grupo controle (p< 0,001). Porém, a sintese deste anticorpo foi
maior nos animais do G3, quando comparado a G2 e G4. Estes resultados sugerem
que temperaturas mais altas e 0 maior tempo de permanéncia das larvas nas
culturas induzem maior resposta imune humoral.

influencia da temperatura e tempo de cuitura na infectividade de S.
venezuelensis com relacdo 3 sintese de citocinas

Os resultados mostram niveis significativos de 1.4 para G2 e G3 no 1° e no
14° dia ap6s infecgdo. No entanto, para G4, a concentracdo da IL-4 foi significativa
somente no 1° dia, quando comparada aos animais conirole (0.2 pg/mg de tecido)
nao infectados (Fig. 7A). Os resultados revelam que larvas mantidas em temperatura
mais elevadas s@0 mais infectivas e induzem maior sintese de IL-4.

A IL-5 foi significativa entre o 1° e o 21° dia ap6s infecgio nas trés diferentes
condigbes experimentais (Fig. 7B), em comparacio aos animais controle (0,5 pg/mg
de tecido). O pico desta citocina, para G2, foi observado no 3° dia, para G3no 7% e
para G4 no 5° dia. Os dados encontrados mostram que temperatura efou tempo de
permanéncia das larvas nas culturas ndo influenciam a inducao da produgéo de IL-5.

A sintese de IL-10 (Fig. 7C) foi significativa em todos os periodos observados
para G3 e G4, apresentando pequenas variagdes. No entanto, para G2, os niveis
desta citocina somente foram significativos no 1° e no 3° dia apés infecggo, quando
comparados com 0s animais controle (2,5 pg/mg de tecido). Assim, os resultados
mostram que o tempo das larvas nas culturas influencia a sintese de IL-10.

A concentracéo de IL-12 também foi significativa nos trés diferentes grupos
experimentais em todos os tempos observados (Fig. 8A), quando comparada ao
grupo conirole (0,8 pg/mg de tecido). Enfretanto, larvas mantidas a 3d/28°C
induziram maior sintese desta citocina. Assim, o menor tempo das larvas nas
culturas influencia de forma significativa a producggo de IL-12.
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O nivel de IFN-y (Fig. 8B) no homogeneizado do pulmao, foi aumentado para
G3 e G4 em todos os periodos analisados. Porém, para G2, foi significativo somente
no 1° e no 3° dia, quando comparado com o grupo controle (1 pg/mg de tecido). O
pico desta citocina foi observado no 1° dia apds estimulo para G2 e G4 e no 5° dia
para G3. Os resultados obtidos para IFN-y demonstram que a permanéncia das
larvas por maior tempo nas culturas influencia a sintese desta citocina.

Relagdo entre eosinofilia, fertilidade das fémeas parasitas, sintese IgG e
citocinas entre os animais infectados com S. venezuelensis mantidas por
3d/28°C, ou 7d/28°C ou 7d/18°C

A Tabela 1 mostra o sumario dos resultados no 7° dia apds infeccio. A
eosinofilia sanglinea no LBA neste dia, nos animais infectados com larvas mantidas
por 3d/28°C (G2) foi maior, em comparagdo com animais infectados por larvas de
7d/28°C (G3) e 7d/18°C (G4). No LCP, o recrutamento de eosindfilos foi maior para
G2 e G3, enquanto a eosinofilia no LBA foi significativamente maior para G2. O
ndmero de fémeas parasitas e 0 nimero de ovos/gfezes foram maiores para G3 e
(4. A resposta imune humoral, avaliada pela concentragéo de 1gG, foi maior para os
animais do grupo G3, com relacéio aos animais do G2 e G4. A indugdo das citocinas
IL4 e IL-5 foi maior para G3, em relagdo a G2 e G4, enquanto as concentracbes de
IL-10 e de IFN-y foram maiores para G3, em relagdo a G2 e menor para G3 em
relagdo a G4. Os niveis da IL-12 nos trés grupos experimentais foram semelhantes
neste dia.
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Fig. 1. Nimero de leuctcitos totais (A), eosindfilos (B) e células mononucieares {C) no sangue
de camundongos, infectados com 8. venezuelensis mantidas em culturas de 3d/28°C (G2), ou
7d/28°C (G3) ou 7d/18°C (G4). Os resultados sdc expressos como média +EPM. de trés
experimentos independentes (n= 27 animais). Os simbolos, representam diferencas significativa
entre os animais infectados e os ndo infectados: & entre G2 x (3, #G2xG4; +G3xG4
*p<0,05:**p<0,001.
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Fig. 2. Ndmero de leucdcitos totais (A), eosinéfilos (B) e céiulas mononucleares (C) na cavidade
peritoneal de camundongos, infectados com S. venezuelensis mantidas em culturas de 3d/28°C
{G2), ou 7d/28°C (G3) ou 7d/18°C (G4). Os resultados sdo expressos como média + EP.M. de
irés experimentos independenies (n=27 animais). Os simbolos, *representam diferencas
significativas entre os animais infectados e 0s nfo infectados; & entre G2 x G3; # G2 x G4;
+ G3 x G4. 0<0.05:*p<0.001.
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Fig. 3. Nimero de leucdcitos totais (A), eosintfilos (B) e células mononucieares (C) no lavado
broncoalveolar de camundongos, infectados com S, venezuelensis mantidas em culturas de
3d/28°C  (G2), ou 7d/28°C (G3) ou 7d/18°C (G4). Os resultados sSo expressos como média =
E.P.M. de trés experimentos independentes (n= 27 animais). Os simbolos, representam
diferencas significativas entre os animais infectados e os nio infectados; & entre G2 x G3; #
G2 x G4; + 3 x G4.*p<0,05;**p<0,001.
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Fig. 4. Namero de fémeas parasitas recuperados de camundongos infectados com S. venezuelensis

mantidas em culturas de 3d/28°C (G2), ou 7d/28°C ((G3) ou 7d/18°C (G4). Os resultados sdo
expressos como média+ EPM. de trés experimentos independentes (n=27 animais}. Os
simnbolos, representam diferencas significativas entre os animais infectados e os ndo infectados:

& entre G2 x G3; # G2 x G4, + G3 x G4. *<p(,05; **p<0,001.
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Fig. 5. Numero de ovos/g/fezes de camundongos infectados com S. venezuelensis mantidas
em culturas de 3d/28°C (G2), ou 7d/28°C (G3) ou 7d/18°C (G4). Os resultados s&o expressos
como meédia + E.P.M. de trés experimentos independentes (n = 27 animais). Os simbolos,
*representam  diferencas significativas entre os animais infeciados e os ndo infectados;
& entre G2 x G3; # G2 x G4; + G3 x G4. *<p0,05; **p<0,001.
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Fig. 6. Concentracéo de IgG tofal no soro de camundongos infectados com S. venezuelensis
mantidas em culturas de 3d/28°C (G2), ou 7d/28°C (G3) ou 7d/18°C (G4). Os resultados sdo
expressos como meédia + E.P.M. de trés experimentos independentes {n = 27 animais). Os
simbolos, *representam diferencas significativas entre os animais infectados e 0% néc

infectados; & entre G2 x G3; # G2 x G4; + G3 x G4. *<p0,05: *n<0,001.
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Fig. 7. Concentracao de citocinas IL-4 (A), IL-5 (B), IL-10 (C), no pulm3o de camundongos
infectados com S. venezuelensis mantidas em culturas de 3d/28°C (G2), ou 7d/28°C {G3) ou
7d/18°C (G4). Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. de trés experimentos
independentes (n = 27 animais). Os simbolos, *representam diferencas significativas entre
0s animais infectados e os ndo infectados: & entre G2 x G3: # G2 x G4: + G3 x G4. *<p0.05:
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Fig. 8. Concentracio de citocinas iL-12 (A) e IFN-gama (B) no puimao de camundongos
infectados com S. venezuelensis mantidas em culturas de 3d/28°C (G2), ou 7d/28°C (G3) ou
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DISCUSSAQ

Os resultados obtidos neste estudo demonstram claramente que larvas da
linhagem L-2 de S. venezuelensis mantidas em diferentes condi¢cdes experimentais,
como 3d/28°C, 7d/28°C ou 7d/18°C, induziram aumento de células inflamatérias no
sangue e recrutamento destas céiulas para LCP ou LBA em camundongos. Embora
tenha se observado algumas variacSes significativas no nimero destas células no
sangue, no LCP e LBA nos trés grupos experimentais em todos os periodos
analisados, os resultados mostram gue o menor tempo de permanéncia das larvas
na cultura influencia a infectividade do parasita, e estes induzem resposta imune
inata mais intensa no sangue, no LCP e no LBA.

Os resultados mostram que a temperatura mais alta altera a infectividade do
parasila, e este induz ecsinofilia mais intensa e precoce no sangue, no LCP e LBA,
enquanto em temperatura mais baixa a eosinofilia foi menor e mais tardia.
Possivelmente, as fémeas parasitas oriundas da temperatura de 28°C expressam na
cuticula ou excretam/secretam antigenos mais imunogénicos, capazes de induzir
mais eficientemente as células do sistema imune a produzir e liberar mediadores
quimicos e lipidicos quimioatraentes para eosindfilos. Os resultados encontrados
para células mononucleares sofreram variagbes semelhantes nas trés condicdes
experimentais, no sangue e LBA. O tempo de permanéncia das larvas nas culturas
influenciou a infectividade do parasita, e este induziu maior migracéo de células
mononucleares e mastdcitos para LCP (dados ndo mostrados). Esse melhor
reconhecimento dos antigenos expressos ou liberados por esse nematoda neste
compartimento, talvez seja devido a capacidade das células residentes in Joco de
reconhecerem mais eficientemente antigenos expressos tanto pelas larvas
infectantes como pelas fémeas parasitas.

Um dos aspectos intrigantes, tanto na estrongiloidiase humana como na
animal sdo as variagbes nas manifestagdes clinicas da infecggo. Alguns individuos
ou modelos animais, quando infectados, desenvolvem infecges assintomaticas ou
oligossintomaticas com sintomas gastrointestinais moderados. Porém, em outros
individuos, as manifestaces clinicas variam de leves a severas, podendo ocorrer
disseminacgio do parasita (1,7).
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Outra caracteristica importante desta parasitose € que, em alguns pacientes
efou animais, as manifestacbes clinicas, mesmo em casos de infeccdo severa,
podem n3o apresentar resposta imune celular alterada, especialmente por
eosindfilos (3,23,24,25). Alguns autores (25) sugerem que estas diferencas nos
sintomas @ na reposta imune ceiular nos hospedeiros estejam relacionadas a
diferencas no grau de infectividade do parasita, existindo, portanto, linhagens
diferentes de Strongyloides. As condictes ambientais, como tempo de permanéncia
e a temperatura do solo no qual as farvas filaridides sdo mantidas determinariam o
grau de infectividade. Dados da literatura relatam que modificagbes na temperatura
afetam e direcionam o ciclo de vida de Strongyloides sp para homogbnico ou
heterogdnico (14,15).

Analisando-se macroscopicamente a evolucdo das larvas nas trés condicdes
experimentais, observou-se que em cultura de 3d/28°C, a maioria das larvas
encontravam-se no estagio de L3 e apresentavam grande motilidade, enquanto em
7d/28°C a maioria das larvas eram L3 infectantes, porém com movimentos mais
lentos, enquanto em cuituras de 3d/18°C era baixo o nimero de L3 e somente a
partir do 7° dia atingiam o pico maximo, apresentando grande motilidade.

Os resultados obtidos mostram que o pico de recuperacdo das formas
parasitas e do nimero de ovos/gffezes nestas condi¢bes experimentais foi no 7° dia,
e no 14° todos os parasitas foram eliminados. Estes resultados estdo em
concordéncia com dados descritos na literatura (26), os quais relatam que o pico de
recuperagéo de fémeas e de ovos/gfezes para S. venezuelensis é no 7° dia apoés
infeccdo. Os resultados demonsiram que o tempo de permanéncia das larvas nas
culturas influencia de forma significativa na fixacéo das fémeas partenogenéticas na
mucosa intestinal e na sua fertilidade, porém, na temperatura mais baixa 0 nimero
de fémeas que fixaram e consequentemente o numero de ovos recuperados foi
maior. Esses resultados estac de acordo com os dados encontrados no recrutamento
celular, parasitas mantidos por tempo menor em temperaturas mais altas sdo mais
imunogénicos e capazes de induzir maior migracdo de eosindfilos, células
mononucleares e mastdcitos (dados ndoc mostrados) para LCP, sendo
conseqentemente eliminados mais rapidamente pelos mecanismos efetores destas
células.
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Relatos da literatura mostram que a morte ou expuls&o de helmintos depende
direta e indiretamente da resposta imune celular mediada por eosinéfilos (27),
mastécitos (28), células intraepiteliais (29), células B (30) e celulas caliciformes (31).
A produgdo, proliferacdo e acio destas céiulas nas infeccSes por helmintos
dependem da capacidade do sistema imune do hospedeiro em preduzir mediadores
quimioatraentes como citocinas, imunogiobulinas e sistema complemento (32).

Os resultados obtidos neste trabalho revelam que L3 mantidas por 3d/28°C ou
7d/28°C, induziram maior sintese de IL-4 em todos os tempos observados. Nestas
duas condi¢des, os dados mostram que larvas oriundas de temperaturas mais altas e
Que permaneceram por maior tempo em culturas s&o mais imunogéncias e induziram
maior sintese de IL-4. E possivel que as proteinas expressas nas L3 de 7d/28°C
estejam expressas em maiores quantidades e estimulem mais eficientemente a
producdc de IL-4 que L3 de 3d/28°C. Estes resultados concordam com os
apresentados na literatura (33,34,35), que mostram que infecgdes por helmintos
induzem sintese de IL4, importante na inducéo de sintese de imunoglobulinas pelas
células B, proliferacéo de mastécitos e de eosindfilos. Quanto a IL-5, os resultados
mostram que tempo e/ou temperatura n&o influenciam a expressao antigénica do
parasita. Foram relatados resultados semelhantes aos encontrados neste estudo
para IL-5 em infecgbes por Strongyloides sp e outros helmintos. Estes induzem a
sintese desta citocina, relacionada & proliferacso, migracdo e fungbes efetoras dos
eosindfilos e mastéeitos (35,36).

Por outro lado, os dados obtidos revelam que parasitas mantidos por maior
tempo nas culturas induziram maior sintese de IL-10. Os resultados mostram que
parasitas L3 mantidos por 3d/28°C possivelmente ndo expressam na cuticula cu
excretam/secretam pequenas quantidades de antigenos, incapazes de induzir
macrofagos e linfécitos T a produzirem e excretarem esta citocina, enquanto
parasitas obtidos de 7d/28°C ou 7d/18°C expressam ou secretam antigencs mais
imunogénicos, induzindo estas células a sintetizar uma quantidade maior de IL-10.
Os dados encontrados para parasitas de culturas de 3d/28°C divergem dos dados
apresentados na literatura (37,38), os quais mostram que infecgdes por helmintos
induzem sintese de IL-10. A fungdo desta citocina é direcionar a resposta imune para
0 padrao THz, regulando a produgdo de IL-12 e IFN-y (39). Os resultados mostram
que parasitas mantidos por 3dc/28°C induzem precaria sintese de IL-1 0, e
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inversamente boa produgao de IL-12, quando comparados a parasitas mantidos sob
outras condicOes experimentais. O tempo das L3 nas culturas induzem maior
expresséo de antigenos no parasita, e estes s&0 conservados durante o ciclo de vida
e expressos nas formas adultas, pois a produgso de IL-10 foi semelhante em todos
os periodos observados. A sintese de IFN-y também foi influenciada, mas a
temperatura n&o interferiu na produc&o desta citocina. Observou-se gue, mesmo em
altas concentragoes, a iL-10 inibiu parciaimente a sintese de IL-12 e de IFN-y durante
a infecg@o. Assim, infecgles com S. venezuelensis, independentemente do tempo e
da temperatura em gue s&o mantidas, induzem sintese de citocinas do padrao TH;
ou THz, porém com maior tendéncia para o padrac TH..

A sintese de IL-10, iL.-12 e IFN-y necessita ser melhor explorada neste modelo
experimental, considerando-se n&o s6 as varidveis temperatura e tempo de
permanéncia do parasita em culturas, como também o material biologico usade para
quantificar estas citocinas, como soro, sobrenadantes de culturas de céluias do
puimao, linfonodos € bago de camundongos infeciados, pois 0os dados obtidos no
homogeneizado de tecido pulmonar, contrapdem os apresentados na literatura para
Toxocara canis (39), Strongyloides sp (40), onde ndo produzem ou produzem baixa
quantidade IL-12 e IFN-y ou ndo expressam mRNA para IL-10 e IFN-y (39).

Na estrongiloidiase humana, a maioria dos individuos desenvolve anticorpos
das classes IgG, IgM, IgA e IgE especificos (30,34). A ionga permanéncia do parasita
no hospedeiro humano e a continua passagem da larvas filaridides através dos
tecidos resultam em uma incessante exposigéo sistémica aos antigenos parasitarios,
gerando uma resposta mediada por 1gG4 nesta helmintiase, 0 que parece modular
as reagles alérgicas mediadas por IgE (41). Camundongos experimentaimente
infectados com Strongyloides sp, mostram aita producdo de anticorpos da classe
IgG, IgG1, IgE (42). A IL4 esta relacionada a muitas fungdes no sistema imune,
incluindo a produgdo de IgG1 e IgE em camundongos (43). Como a IL-4 est3
diretamente figada a inducdo da sintese de anticorpos, e os resultados obtidos
demonstraram que a temperatura influencia em sua sintese, verificamos que a
temperatura também influencia a producggo de IgG especifica. Os dados revelam que
S. venezuelensis induz produgdo de IgG especifica, indiferente do tempo e da
temperatura de manutengdo do parasita nas culturas, porém, parasitas mantidos em
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temperaturas mais altas induzem maior sintese de anticorpo, existindo, portanto,
diferenca de infectividade entre os parasitas na inducdo da resposta imune humoral.

Os resultados mostram uma relagéo direta entre menor temperatura, menor
express&o antigénica no parasito com menor sintese de citocinas do padrao TH:
(IL4, L-5), menor producdo de eosindfilos no sangue, LCP e LBA
consequentemente com maior fixacdo do parasita na mucosa e oviposi¢do do
parasita. Dados da literatura (44) mostram que existem dois isétipos IgG1, um com
sintese dependente de IL-4, portanto com atividade anafilatica, e outro com sintese
dependente de IL-12 e IFN-y, porém sem atividade anafilatica. A sintese deste isotipo
de IgG1 é dependente do tipo de antigenos expressos e do seu reconhecimento
pelas células do sistema imune. Embora nao tenha sido quantificada a IgG1, os
dados sugerem gue niveis altos desse anticorpo estejam presentes e com atividade
anafiiatica, pois todos os parasitas foram eliminados 14 dias apods infeccéo.

Os resuitados (45) descrevem que IL-12 e IFN-y, nas infeccGes por
Strongyloides sp e outros helmintos, protegem o parasita da resposta do hospedeiro.
Os dados encontrados neste estudo sugerem que parasitas obtidos de temperaturas
mais baixas s&o protegidos pela IL-12 e IFN-y , pois 0 namero de ovos/gffezes e de
fémeas parasitas recuperados foram maiores nesta condicdo experimental.

Concluimos que o tempo e a temperatura influenciam a infectividade de S.
venezuelensis, induzindo respostas imune inata e adquirida diferentes em
camundongos. Portanto, existem linhagens com diferentes graus de infectividade,
capazes de induzir sintomatologia diferenciada nos hospedeiros. Sugerimos que
futuras pesquisas analisem o perfil protéico somatico e secretado/excretado pelo
parasito e seu reconhecimento por anticorpos de camundongos e humanos, para
melhor caracterizé-los, e que estes sejam utilizados em imunizagdes, no sentido de
se reconhecer as proteinas imunogénicas e se avaliarem os sintomnas
desencadeados nos hospedeiros. De posse destas informagbes sera possivel
melhorar 0 imunodiagndstico e preparar futuras vacinas.
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Papel dos leucofrienos na resposta imune em camundongos
infectados com Strongyloides venezuelensis
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Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar o papel dos leucotriencs na resposta imune
inata e adquirida em camundongos infectados com linhagem L-2 de
S. venezuelensis. Camundongos machos, Swiss, pesando de 12 e 14 g e com
idade entre 21 a 30 dias, foram subdivididos em trés grupos: G1: animais néo
infectados (controle), G2: animais infectados; G3: animais infectados e tratados
diariamente com MK-886. Os animais receberam por via subcuténea (s.c.} 1500
larvas filaridides de S. venezuelensis recuperadas de Cuituras, mantidas por 3 dias
a 28°C. Nos dias 1, 3, 5, 7 e 14 ap6s infeccdo, os animais foram sacrificados e
foram determinados a leucocitose circulante e o recrutamento celular para a
cavidade peritoneal (LCP) e espago broncoalveolar (LBA). O nivel de citocinas nos
pulmbes foi determinado em todos os dias observados, e no 5° e 7° dias apos a
infeccdo foram realizadas contagens de ovos/gifezes e de fémeas parasitas. A
infeccdo (G2) pelo S. venezuelensis induziu aumento significativo no nimero de
leucocitos totais, eosindfilos e células mononuciearss no sangue, e migracdo
destas células para LCP e LBA. O tratamento dos animais infectados com MK-886
(G3) inibiu de forma significativa a migragso celular nos dois compartimentos e o
ndmero de leucocitos circulantes, no periodo observado. O ndmero de ovos por
grama de fezes e fémeas parasitas férteis recuperadas dos animais do G3 foram
maiores do que no G2. Quanto & liberacdo das citocinas IL4 e iL-12, houve
aumenio na producdo em ambos os grupos infectados em todos os dias
analisados, em comparagio ac G1, enquanto a concentrago de IL-5 foi
significativamente menor no G3. As citocinas IL-12 e {FN-y estdo envolvidas na
proteggo do parasita contra a resposta imune do hospedeiro, favorecendo a
cronificagdo da infecgdo.

Palavras-chave: Sfrongyfoides venezuelensis, leucotrienos, MK886, eosindfilos,
citocinas, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y .

OBS: O trabalho sera submetido a revista “J. Immunology”.
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introducgédo

Strongyloides sp € um parasita intestinal do homem e animais, com
distribuicdo mundial, sendo endémico nos paises em desenvolvimento {(1). A
infecg@o ocorre quando larvas filaridides e de vida fivre penetram na pele, passam
para a circulag@o e chegam aos pulmdes. Nos puimdes, caem nos aivéoios, sendo
entéo deglutidas. Na mucosa do intestino delgado, as larvas transformam-se em
fémeas partenogenéticas, as quais pdem ovos, de onde saem iarvas de primeiro
estagio (L1} (2). A resposta inflamatdria na estrongiloidiase esta associada com a
presenca do parasita nos puimdes e na mucosa intestinal, porém esta resposta
inflamatoria nem sempre € acompanhada por manifestacbes da doenca.

Nos hospedeiro imunocompetente, o parasita pode causar infecgdo cronica
ou subclinica, que pode persistir por décadas (3). Outras pessoas apresentam
desconforto intestinal intermitente, lembrando sintomas de Ulcera ou diaméia
episodica. Nos individuos imunossuprimidos com doenca de Hodgkins, linfomas,
leucemias, desnutricéo, infecco pelo HIV ou tratamento apés transplantes ou
submetidos a terapia com corticdides (4, 5), geralmente ocorre a sindrome da
hiperinfecg&o, com disseminacéo do parasita por tode o organismo (3, 6). Nas
infeccOes disseminadas, a mortalidade varia de 50 a 70% se ndo forem
diagnosticadas precocemente (5, 7).

Alguns trabalhos sugerem que a proteco, no homem efou animais, contra
infecgbes por helmintos esta relacionada com a presenca de células efetoras do
sisterna imune, principaimente eosindfilos (8, 9, 10, 11) e masiocitos(12), e com
aumento da producgo de citocinas do padrio TH,, como IL-3 (13, 14), IL4 (15,
16), IL-5 (15, 17, 18), IL-9, IL-10, e IL-13 (16, 19), juntamente com sintese elevada
de IgA, IgE, 1gG e IgM (20, 21). A sintese, proliferagio e migracéo de células para
o foco inflamatdrio € dependente de fatores quimiotaticos com citocinas (22, 23),
quimiocinas (24), fatores C3a e C5a (25), de mediadores lipidicos como PAF,
LTB, (26) e de PGE: e PGI; (26). Estes mediadores s3o produzidos e liberados
por neutrofilos, eosindfilos, mastocitos, macréfagos alveolares, mondcitos,
basofilos e celulas epiteliais, apos estimulos quimicos, fisicos efou patogenos (27).
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Os mediadores lipidicos, dentre eles os leucotrienos, sdo importantes no
recrutamento celular durante o processo inflamatério e na regulacdo de citocinas
da resposta imune em mamiferos (28). Atuaimente, dados da literatura mostram
que drogas anti-inflamatorias especificas, como o MK-886, sdo preduzidas com o
objetivo de se estudar a participagéio de diferentes mediadores no recrutamento
celular. O MK-886 € uma droga ndo esterdide capaz de inibir a sintese de
leucotrienos in vivo e em células intactas in vifro. Esse composto nac tem efeito
direto sobre a S-ipoxigenase do citosol, mas é capaz de ligar-se a FLAP,
impedindo que ocorra a ligacio desta enzima & membrana plasmatica, inibindo
consequentemente a sintese dos leucotrienos (29,30). O MK-886 mostrou-se
potente inibidor da sintese de LTBs e LTCs em neutrdfilos e eosindfilos
estimulados com iondforo de célcio (31), bem como da resposta inflamatéria das
vias aéreas de cobaias imunes e desafiadas com alérgenos (32). Esse composto
inibiu também a liberacdo de fatores quimiotaticos para eosindfilos, de mastdcitos
e macréfagos, estimulados com salina e sefadex (33). Entretanto, o fratamento de
PMN com MK-886 antes da estimulacdo com Mycobacterium tuberculosis inibiu a
sintese de LTB4 e, em consequéncia, a liberagdo de 1L-8 (34). Os estudos com
inibidores da S-lipoxigenase s&o importantes e necessarios, ndo s6 para se
determinar a participagdo dos leucotrienos em diferentes doencas, mas também
pelo fato destes inibidores representarem um método alternativo para o contrcle
da reacéo inflamatéria, como na asma, rinite e outros, sem os efeitos adversos
causados pelos corticides ou agentes citotéxicos (35).

Infecgbes por helmintos (36) induzem os hospedeiros a produziremn
quantidades significativas de leucotrienos. Dados expostos na literatura mostram
que altas concentragbes de LTBs e LTC4 no muco da mucosa intestinal de
camundongos infectados com Trichostrongylus columbriformis reduzem os
movimentos das larvas, atuando também sobre o parasita diminuindo sua
fertilidade (37). Embora os leucotrienos participem da regulacdo da sintese de
citocinas inflamatdrias, proliferacdo de linfocitos T e granuldcitos (38), células
importantes na resposta imunoldgica protetora em varias infecgbes, até o
momento ndo ha relatos sobre a participacdo destes mediadores nas infecgbes
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por Strongyloides sp. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a participagéo
dos leucotrienos na indugdo da eosinofilia sistémica, peritoneal e pulmonar; na
modulacdo da liberagéo das citocinas IL-4, IL-5 IL-10, H.-12 e IFN-y no puimao e
na fecundidade do parasita em camundongos infectados com a finhagem L-2 de S.
venezuelensis.

Material e Métodos

Animais

Camundongos machos da linhagem Swiss, pesando de 12 e 14 g e com idade
entre 21 a 30 dias, foram obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade
Estaduai de Campinas (UNICAMP) - SP. e do Biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP (FCFRP-USP). Os animais tiveram acesso
livre & agua e alimento. Os procedimentos adotados nos experimentos foram

aprovados pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia
da UNICAMP (Protocoio n® 19-2).

Parasitas

A linhagem L-2 de S. venezuelensis (Brumpt, 1934) foi isolada do roedor silvestre
Bolomys lasiurus em abril de 1986. A linhagem é rotineiramente mantida em
Raftus norvergicus Wistar, experimentalmente infectados no Laboratério de
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Sao Paulo, Brasil.

Infecgdo dos animais

Larvas filaridides de S. venezuefensis foram obtidas de fezes de ratos infectados e
cultivadas em carvao mineral, por trés dias a 28°C segundo Looss (1934) (39). As
larvas foram recuperadas pelo método de Rugai (40). Apds quantificacdo das L3,
os camundongos foram infectados com 1500 (L3) por via subcutanea (s.c.) e
sacrificados nos dias 1, 3, 5, 7, 14 apds infecgo.

Contagem dos ovos por grama de fezes
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Nos dias 5 e 7 apds infeccéo os animais foram colocados individualmente para
defecarem sobre papeltoalha limpo e Umido. A estimativa do numero de
ovos/gffezes foi realizada utilizando-se o método quantitativo de Comell-McMaster
{41). O exame parasitologico foi repetido duas vezes e foi considerada a média
dos resultados.

Contagem das fémeas parasitas

Para contagem dos vermes adultos parasitas, 0s camundongos foram sacrificados
por overdose do anestésico Thionembutal e 10 cm do intestino deigado foram
removidos, colocados em piaca de Petri contendo salina, seccionados
tongitudinalmente e incubados por duas horas a 37°C. A contagem das fémeas
parasitas adultas foi entdo realizada.

Contagem de células do sangue

Os camundongos foram anestesiados com Thiocnembutal {025 mg/g (North
Chigaco, MHlinois, USA)] e amostras de sangue foram colhidas por puncio
cardiaca. Para contagem total das células, 20 ulL do sangue foram diluidos em 380
pub de solugdo de Turk e contados usando camara de Neubauer. A contagem
diferencia foi realizada em esfregacos sangiineos corados por Rosenfeld (42).
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Lavado broncoalveolar

Os camundongos foram sacrificados ap6s anestesia com solugdo de
Thionembutal, e 1 mL de solugéo salina fosfatada (PBS) contendo 0,5% de citrato
de sédio (PBS/SC) a temperatura ambiente foi introduzido nos puimées, usando-
se uma canula de poliestireno introduzida na traquéia. As células presentes no
tavado broncoalveoiar (LBA) foram recolhidas imediatamente. Os procedimentos
foram repetidos duas vezes. A contagem diferencial das células foi realizada em
esfregacos preparados em citocenirifuga e corados pelo Rosenfeld. A contagem
de leucécitos no LBA foi realizada como descrito anteriormente (42)

Células peritoneais

As celulas da cavidade peritoneal (LCP) foram obtidas pela injecéo de 3,0 mL de
PBS/SC na cavidade peritoneal. Somente 2 a 2,5 mL do fluido foram recolhidos
para contagem das células, como descrito anteriormente (42)

Tratamento dos animais com MK886

O composto MK886 ou L663,536 (3-[1-(4-clorobenzil)-3-t-butil-tio-5-isopropilindol-
2-yl}-2,2-acido dimetilpropancico (MERCK-FROSST, CANADA INC) € um inibidor
da sintese de leucotrienos. A droga foi diluida em 100 pL de etanol absoluto,
seguido da adic&o de 900 ul. de &gua filtrada. Apés esta diluicdo, o volume foi
acertado com agua destilada para urna concentracdo de 1 mg/mL. Os animais
infectados foram tratados diariamente com 1 mg/kg em intervalos de 24 h, por via
oral, sendo a primeira dose administrada 1 h antes da infecgo com as larvas L3,
e a Uitima dose 1 h antes do sacrificio no tempo preestabelecido (43). O grupo de
animais infectados foi tratado diariamente com agua.

Obtencdo e homogeneizagao dos pulmbes

Os pulmoes dos animais parasitados ou nédo com S. venezuelensis foram retirados
inteiros, lavados com saiina, secos em papel de filtro, e pesados. Apds pesagem,
os pulmées inteiros foram colocados em tubos de homogeneizacdo de células
com 1 mb de PBS pH 74 no gelo, e homogeneizados utilizando-se
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homogeneizador de drgédos (Polytron Homogenizer, Brinkmann), e centrifugados
em 2000 g por 5 min a 4°C. Os sobrenadanies foram distribuidos em aliquotas e
congelados a - 20°C.

Dosagem de citocinas

A deteccdo da concentracbes de L4, IL-5, IL-10, H-12 e IFN-y nos
homogeneizados dos pulmdes foi realizada por ensaio imunoenzimatico, conforme
instrucoes do fabricante (PharMingen). A concentragdo de cada citocina nas
amostras foi caiculada utilizando-se a curva de regressao linear, a partir da curva
padrao realizada para cada citocina, e os resultados foram expressos em pg da
cifocina por mg de tecido (pg/mg). Placas de poliestireno de 96 pogos (Costar)
foram incubadas com anticorpc monoclonal de captura anti-IL-4 {BVD4-1D11, 1
ug/mi), anti-IL-5 (TRFK-5, 500 pg/ml), anti-IL-10 (JES5-2A5, 1 ug/mi), anti-IL-12
(C156.6, 1 ug/ml) ou anti- IFN-y (XMG1.2, 1 ug/ml) diluidas em tamp&o carbonato
pH 9,0, e incubadas por 18 h a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes (3x) com
solucdo salina tamponada com fosfato contendo 0,05% de Tween [PBS-T (PBS ix
+0,05% Tween), e depois incubadas com tampao de bloqueio (TB) [PBS-T + BSA
1% (m/v)], por 2 h a temperatura ambiente (TA). Apos lavadas 3x com PBS-T, as
placas foram incubadas com 100 uL dos homogeneizados e com as citocinas
recombinantes para obtencéo da curva padrao (PharMingen). As concentractes
das citocinas diluidas em TB variaram de 0,48 a 5.000 pg/ml. Apés incubacgéo por
18 h a 4°C, as placas foram lavadas 3x com PBS-T e incubadas com o anticorpo
de detecgéo biotinilade diluido em TB, para as respectivas citocinas. Apos 2 h de
incubacdo a temperatura ambiente (TA), as placas foram novamente lavadas com
PBS-T e foram adicionados 100 ul do reagente AB (Avidina/Biotina) na
concentragéo de 0,5 mg/ml. e foram ent&o incubadas por 1 h a TA. Apds novo
ciclo de lavagem, a reac3o foi revelada adicionando-se 100 ul da solugdo de
substrato, contendo H20. e tetrametilbenzidina [TMB (Genzyme Diagnostics)] e as
placas foram novamente incubadas por 5 a 30 min ao abrigo da iuz a TA. A reacdo
foi interrompida adicionando 50 pl. de 4cido sulfarico (1N de H280y,), e os valores
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de absorbancia foram determinados em leitor de ELISA (Metertech inc., modelo
960) a 480 nm.

Analise estatistica
Os resultados estdo apresentados como média + §. E. M. e foram analisados

estatisticamente usando o método n&c paramétrico Student t test. O valor de
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Cinética da contagem de leucécitos no sangue de camundongos infectados
com 8. venezuelensis. Efeito do tratamento com MK-886

A Fig. 1 mosira qualitativa e quantitativamente o aumento de células no
sangue em resposta a infecgdo com larvas filaridides (L3) de S. venezuelensis e o
efeito do tratamento dos animais com o composto MK-886, inibidor da sintese de
leucotrienos. A infecgo com L3 induziu aumento significativo de leucécitos totais
no sangue dos camundongos, em comparagdo com © grupo controle, o qual
atingiu o pico no 14° dia ap6s infeccdo. Porém, quando estes animais foram
tratados com o composto MK-886 e infectados, o nimero de leucécitos no sangue
apresentou valores semeihantes ou abaixo dos encontrados nos animais controle
entre 0 1° e o 7° dias apds infecgdo. O nimero de leucdcitos totais voltou a ficar
acima dos valores do controle somente no 14° dia ap6s estimulo (Fig. 1A), mas
permaneceu 62% abaixo dos animais infectados sem tratamento.

Houve aumento significativo no namero de eosindfilos (Fig. 1B) no sangue
em resposta a infecgdo com L3, em todos os tempos analisados, atingindo o pico
no 14° dia apos estimulo, de maneira similar ao observado nos leucocitos totais. O
composto MK-886 inibiu © aumento de eosindfilos no sangue, sendo os valores
inferiores aos encontrados no grupo controle entre o 1° e 7° dia apos infecgdo. No
entanto, no 14° dia da infecgdo, 0 niimero destas células no sangue ficou acima
dos valores dos animais controle, mas diminuidos cerca de 79%, em comparacdo
com o0s camundongos somente infectados.
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Perfil semelhante ao descrito acima para eosindfilos, de aumento induzido
pela infecgcdo com o parasita e diminuicdo de 44% apds o tratamento com o
composto MK-886, foi observado para as células mononucleares (Fig. 1C).

Cinética do recrutamento de leucécitos para cavidade peritoneal de
camundongos infectados com S. venezuelensis. Efeito do tratamento com
MK-886
Como mostra a Fig. 2, a infeccio s.c com larvas L3 de S, venezuelensis induz
recrutamento de leucocitos totais, eocsindfilos e céiulas mononucleares para a
cavidade peritoneal, quando comparado com o grupo controle. Nestes animais, o
aumento de leucocitos totais e de eosindfilos foi tempo-dependente e significativo
durante todo o tempo de observacao (Fig. 2A, B), mas para células
mononucleares, somente a partir do 3° dia apos infecgBo (Fig. 2C). O pico de
recrutamento de todos os tipos de células ocorreu no 14° dia. O tratamento dos
animais com MK-886 inibiu o recrutamento de leucdcitos totais, eosindfilos e
células mononucieares para esse compartimento, tendo os numeros destas
células permanecido semelhantes aos do grupo controle até o 7° dia. No entanto,
no 14° dia os valores encontrados para leuctcitos totais, eosindfilos e células
mononucieares estavam acima do grupo controle, mas inibidos cerca de 54%,
67% e 24% respectivamente, em relacso aos animais somente infectados.

Estes dados mostram que leucotrienos modulam a sintese e 0 influxo de
ceélulas inflamatérias para a cavidade peritoneal.

Cinética do recrutamento de leucécitos para LBA de camundongos
infectados com $. venezuelensis. Efeito do tratamento com MK-886

Como mostrado na Fig. 3, infecgdo s.c com larvas L3 de S. venezuelensis
também induz recrutamento significativo de leucécitos totais, eosindfilos e células
mononucleares para o LBA, em comparagio com o grupo controle. O pico de
leucocitos totais (Fig. 3A) e de células mononucleares (Fig. 3C) foi detectado no 5°
dia da infecg8o, e para eosindfilos no 14° dia (Fig. 3B). O tratamento dos animais
com MK-886 inibiu de forma significativa recrutamento de leucéaitos totais (30%) e
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de eosindfilos (86%) para o LBA durante todo o periodo estudado, sendo os
valores semethantes aos dos animais controles. Comparando os valores destas
celulas entre os grupos infectados tratado e sem tratamento, houve diminuicao
significativa de leucocitos totais no 5° e no 7° dia ap6s estimulo, e para eosinéfilos
no 5°, 7° e 14° dias. A migragcio de células mononucleares nos animais tratados
com MK-886 manteve-se a nivel basai e semelhante ao grupo controfe, nos dias
1% 3% 5° e 7° aumentando significativamente no 14° (45%). Comparando o
recrutamento destas células entre o grupo infectado e o grupo tratado, observou-
se diminuic8o significativa somente no 5° e 7° dia. No pulmao, a migrac3o destas
células também foi modulada por leucotrienos.

Efeito do tratamento com MK-886 na longevidade e fertilidade das fémeas
parasitas de S. venezuelensis

Como mostra a Fig. 4, o tratamento dos animais infectados com
S. venezuelensis com o composto MK-886 aumentou de modo significativo a
eliminagc@o de fémeas, a fertilidade e a oviposicdo das fémeas parasitas deste
helminto. O numero de fémeas recuperadas no 5° e no 7° dia ap6s infecgéo
aumentou de forma significativa entre 66% a 58% respectivamente, nos animais
tratados com MK-886 (Fig. 4A). Nestes animais, um aumento significativo de 85%
também foi observado no ndmero de ovos/gffezes, somente no 7° dia (Fig. 4B).
Assim, esses resultados sugerem que leucotrienos modulam a expulso deste
nematoda, permitindo que maior ndmero de fémeas parasitas fixam na mucosa
intestinal e liberam maior nuimero de ovos.

Liberagdo de citocinas nos animais infectados com S. venezuelensis. Efeito
do tratamento com MK-886

O perfil de concentraggo das citocinas IL4, IL-5, IL-10, IL-12 e IFN=y no
homogeneizado pulmonar de animais infectados s.c com larvas filaridides de
S. venezuelensis, tratados ou ndo com MK-886, esta representado na Fig. 5. Os
niveis de IL-4 nos animais tratados ou n&o foram semelhantes e acima dos valores
do grupo controle, entre o 1° e o 14° dias (Fig. 5A). O tratamento com MK-886 nao



90

alterou a sintese nem a liberagdo de IL-4 durante o tempo observado. A infecgéo
pelo Strongyloides induziu aumento significativo de IL-5 entre o 1° e o 14° dia ap6s
infecclo, sendo que o tratamento dos animais inibiu de forma significativa a
liberag@o desta citocina durante todo o periodo de observacéo (Fig. 5B). Quanto a
IL-10, como mostra a (Fig. 5C), houve aumento significativo e semelhante entre os
grupos infectados, tratados ou ndo com MK-888, somente ne 1° e no 3° dia apls
infecgéo, quando comparados com grupo controle.

Em relag&o a concentracio de iL-12 (Fig. 6A), houve aumento significativo
entre os grupos infectados tratados ou n&o com MK-886, quando comparados com
os animais do grupo controle, durante todos os periodos estudados. O pico da
concentracao de IL-12 foi detectado no 14° apés infecgdo para o grupo de animais
infectados fratados ou n&o com MK-886. Observou-se que os leucotrienos
induziram sintese de IL-12 em infecgbes por Strongyloides. Os niveis de IFN-y
(Fig. 6B), nos animais tratados ou n&o foram semelhantes e acima dos valores do
grupo controle no 1° e 3° dia ap6s infecgio. Porém, no 5° & 7° dias, os valores de
IFN-y sofreram redugéo significativa nos camundongos infectados. quando
comparados aos animais do grupo controie. Entretanto, nos animais infectados e
tratados com MK-886, no 5° e 7° dias os valores desta citocina foram semelhantes
aos animais controle.

A Tabela | sintetiza todos os parametros estudados em animais infectados
com S. venezuelensis, tratados ou ndo com inibidor da sintese de leucotrienos, no
7° dia apos infeccio.
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Fig. 1. Numero de leucocitos totais (A), eosindfilos (B) e células mononucleares {C) no sangue
de camundongos infectados tratados ou n3o com MK-886. Os resultados s$30 expressos como

media + E.P.M de trés experimentos independentes (n=27 animais). Os simbolos, representam
diferencas significativas entre os animais infectados, tratados e infectados e os ndo infectados; #
entre 0s animais infectados e tratados e infectados. p<0,05;*p<0,001.
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peritoneal de camundongos infectados com S. venezusiensis tratados ou ndo com MK-888. Os
resultados s3o expressos como meédia + E.P.M. de trés experimentos independentes (n=27
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Discussio

Os experimentos realizados no presente estudo demonstraram que S.
venezuelensis induz aumento de leucdcitos no sangue e migrac@o destas céluias
para a cavidade peritoneal e para os pulmées em camundongos. O ndmero de
leucocitos observado apés infecc&o com L3 aumentou entre o 1° e 14° dig,
embora com diferencas na cinética durante o periodo observado. O nimero de
eosindfilos, célula descrita como o principal elemento envolvido na eliminacao de
heimintos, aumentou de forma significativa desde o inicio do parasitismo, atingindo
0 pico no 14° dia apés infecgdo. Estes dados estiio de acordo com os descritos na
fiteratura, que mostram aumento de eosinéfilos no sangue periférico e no intestino
delgado de animais parasitados com S. venezuelensis (8, 15). Nos animais
infectados também houve aumento de células mononucleares, porém com
diferencas no recrutamento para os compartimentos, com pico no 5° dia no LBA e
no 14° dia no sangue e cavidade peritoneal. Recentemente demonstramos gue
infeccdo com S. venezuelensis aumenta o nimero de leucécitos totais e células
mononucleares no sangue, na LCP e no LBA (trabalho submetido). Estes dados
estao de acordo com os da literatura para outros parasitas (8, 10, 15, 30). Embora
nao tenhamos usado uma metodologia especifica para a contagem de mastdcitos
no fluido da L.CP, foi observado aumento significativo destas céluias (dados nao
mostrados) em todos os tempos analisados. Estes resultados estdo de acordo
com os dados descritos na literatura (14), que mostram que infecgées por S.
venezuelensis induzem mastocitose no tecido intestinal, fator importante para a
expulsdo deste nematoda.

O recrutamento de células inflamatérias para o foco inflamatdrio depende
de mediadores proteicos e lipidicos. Os mediadores lipidicos PAF e LTs sao
potentes quimioatraentes liberados por células no sitic inflamatério, induzindo a
ativacdo de leucdcitos, neutrofilos, eosindfilos, mastocitos e células
mononucleares in vivo (26). Estes mediadores apresentam fungbes importantes
nas inflamagSes pulmonares, como na asma, alergias respiratérias, fibrose
pulmonar e infeccGes por parasitas (42, 44). Para verificar a contribuicdo dos LTs
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no recrutamento de leucdcitos induzidos por L3 de S venezuelensis,
camundongos foram tratados diariamente com MK-886, um inibidor da sintese de
leucotrienos (42). O tratamento dos animais parasitados inibiu significativamente
leucocitos totais, eosindfilos, células mononucleares e mastécitos no sangue, LCP
e LBA em todos os pericdos estudados, sugerindo o envolvimento deste
mediadores na leucocitose e no recrutamento celular por esse parasita.
Resultados da literatura mostram que LTB4 LTCs LTDs e LTE; sao
quimioatraentes para eosindfilos (26, 42).

Os leucocitos séo recrutados para o foco inflamatério por citocinas como
IL-1, IL-5, -8 (10, 11, 23, 24), por sua vez produzidas por células TCDs". Os
resultados obtidos mostram que S. venezuelensis induziu sintese de IL4 e IL-5
durante todo o periodo da infecgdo. Estes dados confirmam os dados expostos na
literatura (11, 19), que mostram que IL-4 e IL-5 s&o liberadas nas infecgdes por
heimintos, caracterizadas por mastocitose, aumento na produgiio de IgE e
eosinofilia (45, 46, 47, 48). Os efeitos biologicos da IL-4 em infecgbes por
helmintos s&o indug@o da producdo de IgE pelas células B, diferenciacdo e
proliferacéo das células TH; e proliferacio de mastacitos (49), enquanto que IL-5
relaciona-se com a produg&o e ativacio de eosinéfilos, proliferacdo de células B e
produgéo de igA.

Os resultados obtidos mostram que a infeccéo por S. venezuelensis induz
producgo significativa de IL-10 nos primeiros dias do estimulo, mas a partir do 5°
dia os valores foram semefhantes aos do grupo controle. Em Schistosoma
mansoni (49), estudos anteriores mostraram que a forma de esquistossdmulos na
pele induz produgio de PGE,, a qual aumenta a produgio de IL-10 e diminui a
sintese de IL-12, permitindc que o hospedeiro desenvolva resposta TH, importante
no controle da infecgdo. E possivel que em S. venezuelensis IL-10 ocorra um
fendmeno semelhante, nos primeiros periodos de migragcdo da larva na pele.
Estes resuitados confirmam os dados descritos na literatura (13), que mostram
que células dos linfonodos mesentéricos e linfocitos intraepiteliais de
camundongos infectados com S. ratti ndo expressam mRNA para IL-10 nos 7° e
12° dias apos infecgdo, mas discordam dos resultados obtidos em camundongos
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infectados com Taenia crassiceps, que apresentaram alta produgdo de IL-10 (50),
a qual protege o parasita da acédo de citocinas do padrao TH;.

Nossos resultados mostram que S. venezuelensis induz também sintese de
iL-12 e IFN-y, sendo que IL-12 estd aumentada ao jongo de todo o periodo
estudado, com discreta elevagfio no 14° dia apos infecg@o, enquanto IFN-y s6 foi
liberado em niveis acima do grupo controle entre o 1° e o 3° gia apés infecgio.
Estas duas citocinas apresentam efeito promotor da sobrevivéncia de parasitas
gastrointestinais (51, 52). Camundongos infectados com Trichuris muris,
Nippostrongylus brasiliensis, S. stercoralis, quando tratados com IL-12 e IFN-y
apresentaram cronificacio da infecgdo, aumento da sobrevida do parasita no
hospedeiro e a fertilidade das formas adultas (17). Embora S. venezuelensis tenha
induzido a producdo destas citocinas em concentragcbes acima dos valores
encontrados nos animais controles, o que poderia tornar a infecgdo cronica, isto
ndo foi observado, possiveimente porque L4 e iL.-10, mesmo em pequenas
quantidades, neutralizaram os efeitos destas citocinas, desviando o padréo da
resposta para THy, onde o aumento de eosindfilos, juntamente com mastécitos e
igG (trabalho submetido) expuisaram o parasita a partir do 7° dia ap6s infecgdo. O
tratamento com MK-886 ndo alterou a liberacdio de IFN-y, mas aumentou a
liberacéo de IL-12, principaimente no 7° e 14° dias apos infecgdo. Estes dados
estdo de acordo com os acima descritos e mostram nos animais infectados e
tratados com inibidor de leucotrienos uma estreita correlacdo entre aumento da
liberag&o de IL-12 nos 7° e 14° dias ap6s a infeccdo, com aumento do numero de
femeas e de ovos por gramas de fezes, sugerindo que a IL-12 favorece a
cronificacgdo da infecgio.

O tratamento de camundongos infectados com o composto MK-886 nao
modificou o perfil de liberagao de IL-4 e IL-10, sendo os valores semelhantes entre
os animais infectados e os tratados e infectados. Nos animais infectados e
tratados com MK-886, a liberacio de IL-5 foi inibida, fato este comrelacionado 3
diminuic@o de eosindfilos em todos os compartimentos estudados.

O aumento do numero de fémeas parasitas adultas no intestino e a maior
fertilidade destas, taivez tenha sido resultado do efeito somatério da sintese de
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IL-5, aumento de IL-12, inibigao do ndmero de sosindfilos, células mononucleares
e mastocitos. Este conjunto de fatores se contrapdem a acdo bioldgica da L4,
que induz a expuisdo do parasita da mucosa intestinal (15, 16).

Estes resultados sugerem que a resposta protetora em camundongos
infectados com 8. venezuelensis depende do exato balange entre a produgdo de
IL-5, de eosindfilos, de células mononucleares, de IL-12 e IFN-y, e que esse
balango é regulado pelos leucotrienos (17). Assim, torma-se de suma importancia
entender a relac@o entre Sfrongyloides sp e hospedeiro, tanto no campe da
sintese e acao das citocinas, como também dos mecanismos de acdo de drogas
que inibem a produgdo de LTs, possibilitando que mais pesquisas sejam
realizadas pelas industrias farmacéuticas, com relacdo ao uso drogas
antagonistas de LTs no tratamento de inflamagdes pulmonares. Com o uso destas
drogas, a resposta imune protetora do hospedeiro pode ser bloqueada, tornando o
paciente portador de estrongiloidiase cronica predisposto & estrongiloidiase
disseminada.
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RESUMO

Nesse estudo, verificamos a identidade antigénica de oifo linhagens de S.
venezuelensis, empregando os testes de imunofluorescéncia indireta, de ELISA e
de “Immunoblot”. Larvas filariGides (L.3) de S. venezuelensis das linhagens L-2, L-
11, L-12, L-27, L46, L-49, 1-50 e L-cepa, foram obtidas de culturas de fezes de
Rattus norvergicus. Na IF| foram utilizados cortes de 4 um de L3, e no ELISA e
‘Immunoblot”, extrato alcalino. Foram testadas 90 amostras de soro, sendo 30 de
pacientes com S. stercoralis, 30 pacientes com outras parasitoses e 30 de
individuos negativos para enteroparasitas. A sensibilidade e especificidade média
entre as oito linhagens, tanto na IFI como no ELISA, foram de 93% e 100%
respectivamente, e no “Immunoblot” de 97% e 100%. No “Immunoblot”, IgG anti-
S. stercoralis reconheceu uma Unica fragdo antigénica de peso molecular aparente
de 45 kDa. Amostras de soro de pacientes com S. stercoralis reconheceram com
alta sensibilidade e especificidade antigenos de diferentes linhagens de S.
venezuelensis, indicando identidade antigénica. O usoc de antigenos destas
diferentes linhagens pode ser recomendado para o imunodiagndstico da
estrongiloidiase humana.

Palavras chave: Strongyloides stercoralis, Strongyloides venezuelensis,
estrongiloidiase, antigeno, anticorpos, ELISA, IFl, “Immunoblot’, identidade
antigénica, diagnostico.
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INTRODUGAO

Strongyloides stercoralis apresenta distribuicBo mundial e acomete
aproximadamente 30 milhdes de pessoas, principaimente nas areas tropicais e
subtropicais (1). O curso clinico da estrongiloidiase é usualmente benigno, com
poucos sintomas e com moderada diarréia. Entretanto, casos da forma invasiva da
doenga, caracterizada por choque séptico, meningite e grande aumento da carga
parasitaria e associados com alta mortalidade ja foram descritos (2, 3).

A infecc@o humana por esse nematoda é de dificil diagndstico, pois na
maioria dos individuos, o parasita € encontrado em niimero muito reduzido, além
da minima e iregular liberacio de larvas nas fezes. Assim, o diagndstico
parasitologico da estrongiloidiase, mesmo utilizando-se métodos especificos para
a deteccdo de larvas nas fezes (4) é pouco sensivel e de confirmacac
extremamente dificil (5,6,7).

Muitos estudos sugerem que a detecgdio de anticorpos espécie especifica
em amostras de soro de individuos com S. stercoralis possa ser importante no
complemento do diagndstico desta infeccdo. A maioria das pesquisas tem se
concentrado na deteccdo de anticorpos IgG especificos diretamente contra
antigenos de larvas de S. sfercoralis, utilizando-se testes imunolégicos, como
imunofiuorescéncia indireta (IFI) (8,9,10), ELISA (11,12,13) e “Immunobiot” (14,
15,16), os quais contribuem para um diagnéstico precoce da infecgdo, importante
para os pacientes do grupo de risco.

A dificuidade de obtencBo de larvas de S. stercoralis tem sido um fator
limitante para o desenvolvimento de reagbes mais sensiveis e especificas que
possam ser empregadas no imunodiagndstico desta helmintiase. Assim, seria
conveniente 0 uso de antigenos provenientes de outras espécies, como
Strongyloides cebus (17), S. ratti (9,10) e S. venezuelensis (18), que fossem
reconhecidos por anticorpos anti-S. stercoralis presentes nas amostras de soro de
individuos com estrongiloidiase e que apresentassem alta sensibilidade e
especificidade. Estas espécies produzem um grande namero de larvas filaridides a
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partir de culturas de fezes de ratos experimentalmente infectados, o que simplifica
a obtencéo de extratos antigénicos (8,19).

O objetivo deste estudo foi verificar se oito linhagens de S
venezuelensis apresentam identidade antigénica com S. stercoralis, empregando

os testes de IFl, ELISA e “Immunoblot’, no diagnéstico da estrongiloidiase
humana.

MATERIAL E METODOS

Parasitas: As linhagens de S. venezuelensis (Brumpt, 1934), utilizadas nesta
pesquisa foram obtidas de diferentes roedores e receberam denominagbes de
acordo com a data de isolamento na Universidade Estadual de Campinas:
linhagem L-2 isolada de Bolomys lasuirus (abril de 1986), L-11 de Ratfus
norvergicus {maio de 1986), L-12 de Zygodontomys sp (junho de 1986), L-27 de
Holochilus brasiliensis (julho de 1986), L-46 de Ratfus rattus (maio de 1987), L-49
de Nectomys squamipes (agosto de 1988), L-50 de Myocastor coypus (novembro
de 1988) e L-cepa [roedor silvestre (1984), fornecida peio ICB - Belo Horizonte,
MG]. Todas as linhagens de S. venezuelensis sdc mantidas em Rattus
norvergicus-Wistar no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP)}, Sao Paulo, Brasil. Larvas filaridides de S. venezuelensis foram
obtidas de fezes de ratos experimentaimente infectados e cultivadas em carvao
mineral, por trés dias a 28°C peloc método de Loos (20). As larvas foram
recuperadas pelo método de Rugai (21), lavadas cinco vezes em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M pH 7.2, contendo 400 iU/m!i de benzyl
penicilina e 2 mg/ml de streptomycin suifate e estocada a - 70°C em PBS.

Cortes em crio-micrétomo: Os cortes em crio-micrétomo foram realizados
segundo Costa-Cruz e colaboradores (10). Larvas filaridides de cada linhagem
foram embebidas em “Tissue Tek®™ e cortadas em secgbes de 4 um com crio-
microtome (Cryocut 1800 Reichert-Jung). As seccbes foram colocadas em laminas
extrafinas (76mm x 24mm) previamente desengorduradas em solucdo de alcool-
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eter, secas a temperatura ambiente e conservadas a -20°C até o momento de uso.
Foram colocadas dez secgbes por lamina.

Extratos alcalinos de S. venezuelensis: Extratos alcalinos de aproximadamente
170.000 larvas de cada linhagem de S. venezwelensis foram preparados,
adicionando-se 1 mi de NaOH 0.15 M (Merck, Germany) as larvas e mantendo-se
por 6 h sob agitacdo lenta a 4°C. Subseqilentemente, adicionou-se 0.5 mi de HCI
0.3 M (Merck, Germany), até atingir o pH 7.0. Estas preparacbes foram entéo
centrifugadas a 12400 g por 30 min a 4°C. A dosagem protéica dos
sobrenadantes foi realizada utilizando-se 0 método de Lowry (22). Estes extratos
antigénicos foram utilizados no ELISA e “Immunobiot’.

Amostras de soro: 90 amostras de soro foram utilizadas: 60 de pacientes com
exames fecais positivos pelo método parasitologico de Ritchie (23) realizados no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberiandia, Brasil. Destes, 30
eram de paciertes com diagndstico parasitologico positivo para estrongiloidiase,
30 de pacientes com outros enteroparasitas, como: Ancylostoma sp (5 casos);
Enterobius vermicularis (5 casos); Hymenolepis nana (5 casos); Trichuris trichiura
(5 casos), Ascaris lumbricoides (5 casos) e Giardia lamblia (5 casos). As 30
amostras restantes foram de estudantes sadios da drea Biomédica da mesma
Universidade, que tinham trés amostras de fezes negativas pelos métodos de
Baermann (24) e Lutz (25) e sem histéria prévia de estrongiloidiase. Todos os
procedimentos humanos e animais realizados nesta pesquisa foram
respectivamente aprovados pelo Comité de Pesquisa e Etica da Universidade
Federal de Uberlandia, Brasii e da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

Reagdo de imunofluorescéncia indireta: Duas amostras de soro de controles
positivos, negativos e amostras teste foram diluidos 1:20 em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS} 0,01 M pH 7,2, e depositadas nas l1aminas contendo
os cortes das larvas filaridides das diferentes linhagens de S. venezuelensis. As
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amostras de soro positivas foram testadas em diluicGes seriadas na razao dois.
Ap6s incubagdo por 30 min a 37°C, as Idminas foram lavadas trés vezes com PBS
por 5 min, e adicionou-se a seguir o conjugado de anti-lgG humana marcada com
fluoresceina (Biolab) no titulo de 150, diluido em PBS contendo 1% de azul de
Evans como coloracéo de contraste e incubados por 30 min a 37°C. As iaminas
foram novamente lavadas, secas e montadas adicionando-se glicerina tamponada
pH 9.5, recobertas com laminulas e examinadas ao microscopio de
imunofluorescéncia (Olympus BH 2 RFC), sob aumentos de 200 e 400X Os
resultados foram expressos em titulos, e considerados positivos quando >20. Os

testes foram realizados ao mesmo tempo para cada amosira de soro conira os
oitc antigenos.

ELISA: Os testes imunocenzimaticos foram realizados usando microplacas de
poliestireno (Difco, S&o Paulo, Brasil), e os reagentes testados usando 50pi/poco.
As placas foram sensibilizadas com extratos alcalinos de cada linhagem de S.
venezuelensis (10 ng/mi} diluidos em tamp&o carbonato - bicarbonato 0.06 M pH
9.6 e incubadas por 18 h a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes (3x) por 5 min
com PBS contendo 0.05% de Tween 20 (PBS-T) pH 7,2 e incubadas com as
amostras de soros, incluindo amostras controle padréo positivo e negativo,
diluidas a 1:80 em PBS-T por 45 min a 37°C. Apés novo ciclo de lavagem, as
placas foram incubadas com o conjugado de coelho anti-lgG humana (Fc chain
specific) marcado com peroxidase (Sigma, USA) diluido a 1:2000 em PBS-T por
45 min a 37°C. Apos nova lavagem, adicionou-se © substrato enzimatico
consistindo de H202 (Merck, Germany) mais o-phenylenodiamine (OPD) diluidos
em tampé&o citrato - fosfato (Na;HPO4) 0.1 M, pH 5.5 e as placas foram novamente
incubadas por 15 min na auséncia de luz. As reagdes foram interrompidas com 25
ul de acido sulfurico (H2504 2N). Os valores de absorbancia foram determinados
no leitor de ELISA (Metrolab, Argentina) a 480 nm. O *“cut-off” foi estabelecido
utilizando-se a média aritmética de 3 amostras de soro ndo reativos mais dois
desvios padroes (26), considerando-se titulos > 80 como critério de positividade.
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SDS-PAGE: As proteinas do extrato alcalino das L3 de todas as linhagens e S.
venezuelensis foram analisadas quanto a sua homogeneidade em eletroforese. As
corridas eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacritamida (10% - m/v) sob
condigdes desnaturantes “SDS-PAGE” (27), em sistema Mini V-80.10 vertical Gel
Electrophoresis System (Gibco BRL., Rockville, MD). Antigenos alcalinos das L3
{10 ng) foram ressuspendidos em tampao de amostra (Tris-HCl 2 0,5 M, pH 6.5,
SDS a 2% (miv) e glicerol a 20% (viv) e aplicados no gel. As corridas
elefroforéticas foram de 40 min (80-120 mA, 200 V constante). As proteinas
separadas no gel foram coradas com azul de Coomassie {Coomassie Brilliant blue
R-250, Pierce). Foram usados marcadores padrdo de baixo peso molecular
(Amersham Pharmacia Biotech). A eletrotransferéncia dos componentes protéicos
separados por SDS-PAGE para membrana de nitrocelulose (Gibco BRL) (28). foi
realizada em cuba contendo Tris a 24 mM, glicina a 198 mM, metanol a 10%, pH
8,3, por 2 h a temperatura ambiente (TA) (80-120 mA, 200 V constantes - Mini V-
8.10 Vertical Gel Electrophoresis system, Gibco BRL)

“immunoblot”: As proteinas das L3 eletrotransferidas para as membranas de
nitrocelulose foram incubadas com solugdo de blogueio {PBS-T contendo gelatina
a 3% (miv) e lactose a 0,2 M], por 18 h a 4°C. As membranas foram incubadas
com as 30 amostras de soro dos pacientes com S, stercoralis (1/50), 30 amostras
de sorc de pacientes monoinfectados com outros enteroparasitos (1/50) e 30
amostras de soro de individuos normais (1/80}, por 1 h a TA. Apbs quatro
lavagens {4x) por 5 min com PBS-T, as membranas foram incubadas com
anticorpo de cabra anti-igG humana marcado com peroxidase (Sigma, USA), por 1
h a TA. As membranas foram lavadas 5 vezes por 5 min e as reacOes foram
reveladas com solugéo diaminobenzidina [DAB (Sigma, USA)]. A massa molecular
aparente das bandas imunorreagentes foi determinada pelo método de Shapiro
(29).

Andlise estatistica: Procedeu-se a estatistica dos dados peio teste Qui-quadrado
X3.
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RESULTADOS

Reconhecimento de antigenos das oito linhagens de S. venezuelensis pela
lgG anti-S. sfercoralis na IFl, ELISA e “Immunoblot”.

O reconhecimento dos antigenos em cortes obtidos das oito linhagens de S.
venezuelensis detectados pelo IFl esta representado na (Tab. 1A). Observa-se
que as amostras de soro dos pacientes com S. stercoralis reagiram com antigenos
das oito linhagens, sendo a sensibilidade média de 93%. N&o houve diferenca
significativa entre as linhagens no reconhecimento antigénico pela igG anti-S.
stercoralis (X calculado: 1,133 GL= 7 p >0,05). A especificidade média da reacio
IFi entre as oito linhagens foi de 100%.

O reconhecimento do extrato alcalino obtido das oito linhagens de S.
venezuelensis pela IgG anti-S. stercoralis detectados pelo teste ELISA pode ser
observado na (Tab. 1B). A sensibilidade média do teste ELISA entre as oito
finhagens foi de 93%. Analisando o reconhecimento antigénico pela IgG anti- S.
stercoralis pelo teste X° observa-se que naoc houve diferenca significativa entre as
oito linhagens (X° calculado= 1,933 GlL= 7 p >0,05). Das 80 amostras de soro
controle, nenhuma reagiu com antigenos obtidos das oito linhagens, sendo a
especificidade dos ensaios de 100%.

O rendimento protéice de 170.000 larvas infectantes no extrato alcalino foi
semelhante entre as oito linhagens do parasita, sendo a concentracio média de
354 ug/mL. O perfil das proteinas no gel estd demonstrado na (Fig. 1), para as
linhagens L-2, L-12, L-48 e L-49 {(dados n3o mostrados para as demais linhagens).
No “Immunoblot’, as amostras de soro positivos para estrongiloidiase
reconheceram de forma semelhante uma Unica fragdo protéica, de peso molecular
aparente de 45 kDa, nos extratos antigénicos das oito linhagens de S
venezuelensis (Fig. 2), sendo a sensibilidade do 1gG anti-S. stercorafis em
reconhecer antigenos das oito finhagens do parasito de 97% e a especificidade do
teste de 100%.
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Distribuig&o dos titulos de IgG anti-S. sfercoralis na IFl e no ELISA.

Os titulos das amostras de soro dos pacientes com S. sfercoralis na reacao
de IFi variaram de 20 a 1.280 (Tab. 2) e no ELISA de 80 a 20.480, como
demonstrado na Tab. 3.

Comparacao entre os testes IFl, ELISA e “Immunoblot” na detecgdo de IgG
anti-S, stercoralis utilizando-se antigenos de S. venezuelensis.

A Tab. 4 mostra os resultados concordantes e discordantes entre os trés
testes imunoldgicos realizados em 30 amostras de soro de pacientes com
estrongiloidiase. Observa-se gue ndo houve diferenca significativa nos testes
utilizados no reconhecimento antigénico pela IgG anti-S. stercoralis entre as
diferentes linhagens (X2 calculado= 7 GL= 7 p>0,05). A média de concordancia
positiva entre as linhagens foi de 90%, e negativa, de 3%. Quanto aos casos de
discordancia, houve um caso para L-11 e L-49, dois casos para L-27 e quatro
casos para L-50 no IFI+/ELISA-/WB+. Ainda no IFI-/ELISA+/MWB+, houve um caso
de discordancia para L-2 e L-27, dois casos para L-46 e L-49 e irés casos para L-
12. As 60 amostras de soro controle apresentaram concordancia negativa para
todas linhagens, nos irés testes utilizados.
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Fig. 1: Perfil protéico do extrato alcalino de larvas infectantes de S.

venezuelensis. Larvas infectantes (L3) das linhagens L-2, L-12, L-46, |.-49
e de S. venezuelensis foram mantidas em cultura por 3 dias a 28°C (pistas
1, 2, 3 e 4, respectivamente). Apss incubacgdo dessas larvas com NaCH a
0,15 M por 6 horas, amosiras das proteinas obfidas (15 ug) foram
separadas por SDS-PAGE em condigdes redutoras e o gel foi corado pelo
azul de Coomassie. Migracbées de marcadores protéicos de MM conhecidas
estdo indicadas na figura. |
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Fig. 2: Immunoblot. Proteinas (20 ug) obtidas de larvas infectantes das linhagens

L-2 e L-49 de S. venezuelensis foram separadas por SDS-PAGE em
condicOes redutoras e eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose.
Essas membranas foram incubadas com: soro (1:50) de pacientes com
estrongiloidiase (pistas 1 - 4}, soro (1:50) de individuo sadio (pista 5) e soro
(1:50) de paciente com outra parasitose (pista 6). Migragdes de marcadores
protéicos de MM conhecidas estdo indicadas na figura.
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TABELA 4 Comparagdo entre os resultados dos testes Imunofluorescéncia Indireta,

ELISA e Immunoblot (IB) na detecgéo de IgG anti-S. stercoralis, utilizando
linhagens de S. venezuelensis em 30 amostras de soro de pacientes com
estrongiloidiase.

Pacientes com estrongiloidiase (n = 30)

L2 L-11 L-12 L-27 L46 L49 L-50 L-cp

Testes n% n% n % n% n% n% n% n %
Concordantes

IFHELISA+IB+  28(%3.0) 28(930) 26(87.0) 26(87,0) 27(S00) 26{(B7.0) 25 (8300 29(97.0)
IFLELISA-NB- 130 1{3.0) 13,0} 1(3.0) 1(3.0) 13,0 130 130}
Discordantes

IFH/ELISAIB+ 0 1E0 o 2.0 o 1380 4430 0
IFIELISA+IB+ 130 0 3(10,0) 130 2(7.0) 2(7,0) 0 o
IFH/ELISA+/IB- 0 0 o 0 o o 0 o
IFH/ELISAIB- 0 0 0 0 o 0 0 o
IFLELISA+NB- 0 g 0 0 0 0 o 0
IF-ELISA-IB+ o 0 0 ] 0 0 0 0
Total S0(100,0) 30(100.0) 30(100,0) 30(1000) 30(100,0) 30(100,0) 30(100,0) 30 (100.0)

% = porcentagem; cp = cepa IB = Immunoblot, X* calculado = 7; GL = 7 e p>0,05
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DISCUSSAO

O uso da sorologia na detecgBo de anticorpos anti-S. stercoralis através de
testes imunologicos tem sido valorizada na avaliaggo da resposta imune do
hospedeiro nos formas assintomaticas, no esclarecimento do diagndstico cinico e
em inquéritos soroepidemiologicos, por apresentarem maior sensibilidade que 0s
métodos parasitologicos (30).

Como foi observado, o isolamento das linhagens de S. venezuelensis em
periodos diferentes, de roedores silvestres e mantidas em ratos
experimentaimente infectados no laboratorio ndo influenciou na expresséo
antigénica das larvas infectantes, uma vez que os antigenos das oito linhagens
empregadas no estudo apresentaram rendimento e perfil protéico, bem como
reconhecimento peia IgG anti-S. sfercoralis semelhantes. Assim, estes resultados
ampliam de forma segura as fontes de antigenos heterdlogos que poderdio ser
utilizadas no imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana.

Ao avaliar-se a sensibilidade e especificidade da IFl com cortes de larvas
infectantes, dos metodos ELISA e “Immunobiot” com o antigeno alcalino de S.
venezuelensis, os resultados foram promissores na detecgdo de IgG sérica
especifica para S. sfercoralis no soro humano. Apesar da facilidade de obtengio
de larvas de S. venezuelensis e a utilidade das mesmas nas pesquisas sobre
mecanismos de expulsdo de parasitas intestinais, ndo existem relatos na literatura
sobre a utilizacBo do extrato alcalino desta espécie no diagnostico da
estrongiloidiase.

A sensibilidade média da IFl entre as linhagens foi de 93%. Os resultados
obtidos demonstram que a sensibilidade para as linhagens L-2. L-11 foi
semelhante & descrita na literatura com antigeno de S. stercoralis e S. ratfi (10,31,
32) e inferior aos resuitados obtidos com S. stercoralis e S. ratti (9). Porém, para
as linhagens L-12, L-27, L-46 e L-49, os resultados foram inferiores aos descritos
com antigenos de S. sfercoralis e S. ratfi (9, 10, 32), enquanto que para as
linhagens L-50 e L-cepa, a sensibilidade foi semelhante aos resultados
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apresentados na literatura para S. sfercoralis e S. ratii (9). A especificidade da IF]
neste estudo foi de 100% para as oito linhagens, sendo superior ao descrito
utilizando-se S. stercoralis € S. ratti (9, 10, 32). A especificidade encontrada nesta
pesquisa utilizando-se cortes em crio-micrétomo foi semelhante aos dados
descritos na literatura (23), demonstrando que IF1 utilizando antigeno particulado
de duas linhagens L-2 e L-49 de S. venezuelensis mantidas nas mesmas
condiches experimentais apresentaram especificidade de 966% e 100%,
respectivamente. Assim, cortes de larvas infectantes podem ser usados com
seguranga no diagnéstico da estrongiloidiase humana.

A sensibilidade média do ELISA usando-se os exiratos antigénicos das
diferentes linhagens na deteccio de 1gG foi de 93%. Para as linhagens L-2, L-11,
L-12, L-27, L.-46, L48 e L-cepa, a sensibilidade do teste foi superior a descrita na
literatura com antigeno salino de S. stercoralis pelo ELISA (11 ,12,13,15,30) e
inferior para L-50. Por outro lado, a especificidade do teste para todas as
finhagens foi de 100%. A especificidade do teste, até o momento, somente havia
sido maior que 90% (13,15,31) com exirato salino homdlogo. Assim, os resultados
sugerem que o extrato alcalino das diferentes linhagens de S. venezuelensis pode
ser utilizado com seguranga no diagnostico desta parasitose, uma vez que a
especificidade foi de 100%. Apesar de a literatura relatar casos de reatividade
cruzada entre estrongiloidiase e outras parasitoses detectadas pelo ensaio ELISA,
nesta pesquisa isto n&o ocorreu. Embora sem diferenca significativa, observou-se
que os antigenos das linhagens L-2, L-12, L-49 na IFl e no ELISA e da linhagem
L-46 no ELISA foram reconhecidos por pequenas concentracbes de IgG,
apresentando maiores titulos, enquanto que as linhagens L-50 e L-cepa
apresentaram titulos menores.

A utilizacao do extrato alcalino das diferentes linhagens de 8. venezuelensis
neste estudo aicangou resultados importantes no teste “immunobiot’ para
deteccao de IgG sérica no diagndstico da estrongiloidiase humana. Até o
momento, nenhum trabalho utilizando extrato alcalino de S. venezuelensis no
‘immunablot” foi publicado. Nesse trabalho, amostras de soro de pacientes com
estrongiloidiase reconheceram de forma semelhante e com sensibilidade de 97%
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uma Unica frac@o protéica, com peso molecular aparente de 45 kDa. Resultados
apresentados na literatura (13,14,15), demonsiram que antigeno obtido de larvas
filaridides de S. sfercoralis apresentaram vaérias fracdes protéicas de peso
molecular aparente de 17, 19, 20, 21, 23, 25, 26, 28, 29, 30, 31, 33, 40, 41, 44, 46,
85, 78, 78, 90, 100 kDa, as quais foram reconhecidas pela IgG anti-S. sfercoralfis
em amosiras de sorc humano. No presente trabalho, uma Gnica fragdo antigénica
no extrato alcalino das diferentes linhagens de peso aparente de 45 kDa foi
reconhecida pela IgG. Este dado é muito importante, por facilitar a obtengéo de
grande quantidade de antigenos especificos de larvas filaridides que poderso ser
usados para producgo de extrato alcalino, purificacc da proteina e no
imuncdiagnostico da estrongiloidiase humana.

Comparando-se os antigenos das oito linhagens, observa-se que houve
poucos casos de discordancia nos trés testes entre as linhagens de S
venezuelensis. Os casos negativos diagnosticados na IFl e no ELISA foram
confirmados pelo “Immunocblot’. Assim, os resultados obtidos sugerem o uso de
tres métodos imunolégicos no diagndstico da estrongiloidiase humana,
independentemente da linhagem do parasita utilizada como fonte de antigeno
heteréiogo. Um unico paciente diagnosticado come positivo para S. stercoralis foi
soronegativo nos trés testes. Neste caso, o individuo poderia estar parasitado com
Ancylostoma sp, e devido a semelhanca entre as larvas rabditdides destes
helmintos, ter sido erroneamente diagnosticado como portador de S. stercoralis.

A distribuic&o dos titulos da IgG na IF} e no ELISA foram semelhantes entre
as oito linhagens, sugerindo que a origem da linhagem de S. venezuelensis e o
tempo de manutencao da mesma em condicdes experimentais no laboratério nao
influencia sua expressdo antigénica. Mesmo obtendo-se titulos alios nos dois
testes, n&o & possivel determinar-se a carga parasitaria, nem o tempo da infeccao,
nem identificar-se a infecgdo como assintomatica ou sintomética, sendo apenas
possivel demonstrar se o individuo esteve ou esta parasitado com S. stercoralis.
Porém, os testes sorolégicos podem ser de grande importancia na triagem de
pacientes, principalmente nos individuos imunossuprimidos e portadores de
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estrongiloidiase assintorndtica, pois estes podem desenvolver a forma
disseminada do parasito.

Assim, os resultados mostram gue os extratos alcalinos de diferentes
linhagens de S. venezuelensis podem ser empregados como antigenos
heterolégos no diagnéstico da estrongiloidiase humana, independentemente de
sua origem. As vantagens apresentadas pelo uso desta espécie como fonte
alternativa de antigeno sdo a facilidade na manutengdo das linhagens no
laboratério, com passagem sucessiva em ratos sem alterar a constituigio
antigénica do parasita; a facilidade de preparacao e produgdo de larvas filaridides
em grandes quantidades, sem a necessidade de equipamentos sofisticados ou
reagentes caros; e o tempo relativamente pequeno gasto no preparo do extrato
alcalino. Devido & boa padronizagio da IFI, do ELISA, a sensibilidade e a
especificidade foram altas, superando as reagbes cruzadas e inespecificas,
podendo-se utilizar estes métodos na rotina laboratorisl e em estudos
soroepidemiclégicos. Outro dado importante neste trabalho foi o fato de as
amostras de soros reconhecerem um sé componente antigénico de massa
molecular aparente de 45 kDa pelo *“Immunoblot’ no extrato larval. Sua
caracterizacdo somente € possivel pelo sequenciamento e consegiiente
expressdo pela técnica de cDNA, o que possibilitard sua utilizacdo como proteina
recombinante no imunodiagndstico e preparagdo de uma vacina contra esta
parasitose.
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CONCLUSOES GERAIS

Capitulo |

1. Linhagens L-2 e L-40 de Strongyioides venezuslensis apresentam diferencas de
infectividade no aumento de leucocitos totais e eosindfilos no sangue nes primeiros
dias da infeccéo.

. Linhagens L-2 e 149 apresentam diferencas de infectividade na inducéo da
resposta imune humoral.

. Linhagens L-2 e L-49 de S. venezuelensis induzem sintese de citocinas do padrao
TH; ou TH2 da resposta imune, porém com maior tendéncia para o padréo TH..

. Os resultados demonstram existir diferenca de infectividade entre as linhagens L-2
e L-48 nos primeiros dias apés infecgdo na indugso de sintese de IL-4, IL-§ e IFNy.

. Ha uma correlacéo positiva enfre a inducdo de maior sintese de IL-4 com uma
maior sintese de 1gG e maior expuls&o do parasita para a linhagem L-2.

. Ha uma correlac8o positiva enire indugéo de maior sintese de IL-5 e aumento de
leuctcitos totais e de eosindfilos no sangue para a linhagem L-2 nos primeiros dias

apos infecgado.

Capitulo i

1. O menor tempo de permanéncia das larvas na cultura influencia a infectividade dos

parasitAs, os quais induzem resposta imune inata mais intensa no sangue e na
cavidade peritoneal, com uma mais rapida eliminagéo dos parasitas.
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2. Temperatura mais alta influencia a infectividade das larvas, as quais induzem

eosincfilia mais intensa e precoce no LCP, enquanto em temperatura mais baixa, a
eosinofilia € menor e tardia.

3. Larvas mantidas por menor tempo nas culturas induzem resposta imune ceiular
capaz de matar ou expulsar mais rapidamente os parasitas.

4. Larvas mantidas por maior tempo nas culturas e em temperaturas mais altas sdo
mais infectivas e induzem maior resposta imune humoral.

5. Larvas mantidas em temperatura mais alta s8o mais infectivas e induzem maior
sintese de iL-4 e de IL-10.

6. Os dados sugerem que tempo efou temperatura das larvas nas culturas néo
influenciam a inducédo da sintese de IL-5.

7. Os dados mostram que menor tempo de permanéncia das larvas nas culturas
influencia a infectividade das larvas e induz maior sintese de iL-12, enquanto que a
sintese de IFN-y é influenciada por larvas obtidas nesta condicdo experimental
somente na infecgao tardia.

Capitulo Il

1. Linhagem L-2 de S. venezuelensis mantida por 3 dias a 28°C induz resposta
imune inata mediada por eosindfilos, mastécitos e células mononucieares e
resposta imune adquirida com sintese de citocinas do padrdo TH,, como a L4,
iL-5elL-10.

2. Leucotrienos participam do aumento de leucécitos totais, eosindfilos, mastdcitos e
células mononucleares no sangue e no recrutamento destas céluias para a
cavidade peritoneal e puiméo, na estrongiloidiase.
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3. Além dos leucotrienos, a IL-5 esta envolvida com o aumente de leucscitos no
sangue e seu recrutamento para o espaco broncoalveolar e cavidade peritoneal.

4. Os resultados sugerem que as citocinas IL-12 e IFN-y estdo envolvidas na

protecdo do parasita contra a resposta imune do hospedeiro, favorecendo a
cronificac&o da infecgdo.

Capitulo IV

1. Linhagens L-2, L-11, L-12, L-27, 146, L49, L-50, L-cepa de Strongyloides
venezuelensis obtidas de diferentes roedores silvestres e mantidas em laboratério
por passagens sucessivas em ratos apresentam identidade -elefroforetica
semethante ou sem diferenca estatistica nas amostras utilizadas.

2. Os extratos alcalinos obtidos de larvas infectantes das oito linhagens de
S. venezuelensis apresentaram 0 mesmo perfil antigénico, com uma Gnica fracéo
de massa molecular aparente de 45 kDa, reconhecida pela IgG anti-S. stercorafis.

3. Antigenos de larvas infectantes das oito linhagens, em cortes de 4 um, utilizados
na IFI e do extrato alcalino no ELISA e “Immunoblot® apresentaram alta
sensibilidade e especificidade, podendo ser empregados com alto grau de
confiabilidade no diagndstico da estrongiloidiase humana.
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