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RESUMO

As parasitoses intestinais representam um importante problema médico-sanitario,
tendo em vista o grande numero de pessoas acometidas e as inumeras alteragcoes
organicas que podem provocar no hospedeiro. Infec¢gbes provocadas por
Strongyloides venezuelensis apresentam uma resposta imune local tanto nos
pulmdes quanto no intestino, predominantemente do tipo Th2, caracterizada pela
producao das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, resultando em eosincfilia, aumento
da produgdo de muco, mastocitose e altas concentragdes de IgE. Por outro lado,
infeccdes  provocadas por micobactérias  estimulam uma  imunidade
predominantemente do tipo Th1 caracterizada pela produgéo de IFN-y, IL-12, TNF-a
e Oxido nitrico. A tuberculose, causada pelo patdégeno intracelular Mycobacterium
tuberculosis, € uma das doencas infecciosas mais importantes, sendo responsavel
por aproximadamente 2,9 milhdes de obitos e 8 milhdes de novos casos por ano.
Ainda sao escassos os trabalhos envolvendo co-infecgdes, e devido as complexas
relagdes existentes entre parasitos e entre eles e seu hospedeiro, faz-se necessario
observacoes criteriosas. No presente trabalho avaliou-se o efeito modulatério que o
Mycobacterium bovis virulento exerce sobre a resposta imune de camundongos co-
infectados com S. venezuelensis. Os resultados demonstraram que o perfil de
resposta imune durante a infeccao por S. venezuelensis parece ser diretamente
influenciado pela presengca do M. bovis, uma vez que o perfil de resposta Th2,
especifico ao verme, esteve diminuido nos animais co-infectados. Tal diminuigao
pdde ser constatada pelo aumento do numero de ovos e vermes nos animais co-
infectados quando comparado com os animais infectados somente com S.
venezuelensis; assim como a diminuigao dos niveis de IgE especifica a larva L3 do
verme detectada em diferentes pontos da infec¢do; diminuicdo dos niveis de IL-10
produzida por células de bago estimuladas in vitro com antigeno da larva L3 do
verme; diminuigdo dos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 no intestino; diminuigdo da
expressao de CD80, CD86 e CD25 em células de baco e linfonodo e aumento da
expressdo de CD28 em células de linfonodos mesentéricos. Em conjunto, esses
resultados sugerem que a infecgao por M. bovis, e a consequiente ativagao do perfil
de resposta imune do tipo Th1, foi capaz de modular o desenvolvimento do perfil de
resposta imune do tipo Th2 contra S. venezuelensis nos animais co-infectados,
deixando-os mais susceptiveis a infeccdo com S. venezuelensis. Esse trabalho é o
primeiro a avaliar os mecanismos imunoregulatérios envolvidos na co-infeccéo S.
venezuelensis versus M. bovis.

Palavras-chave: Co-infecgéo; Strongyloides venezuelensis; Mycobacterium bovis;
imumodulagdo, moléculas co-estimulatorias.



ABSTRACT

The intestinal parasites are a major medical-health problem, in view of the large
number of people involved and the numerous organizational changes which may
result in the host. Infections caused by Strongyloides venezuelensis have a local
immune response in both lungs as in the intestine, predominantly from the Th2 type,
characterized by the production of cytokines IL-4, IL-5, IL-13 and IL-10, resulting in
eosinophilia, increased production of mucus, mastocytosis and high levels of IgE. In
addition, infections caused by mycobacteria stimulate predominantly an Th1-type
immune response characterized by the production of IFN-a, IL-12, TNF-y and nitric
oxide. Tuberculosis, caused by intracellular pathogen Mycobacterium tuberculosis, is
one of the most important infectious diseases, accounting for approximately 2.9
million deaths and 8 million new cases per year. Are still scarce papers involving co-
infections, and because of the complex relationship between parasites and between
them and their host, it is necessary criterious evaluations. This study evaluated the
modulatory effect that the virulent Mycobacterium bovis has on the immune response
of mice co-infected with S. venezuelensis. The results showed that the profile of
immune response during infection with S. venezuelensis seems to be directly
influenced by the presence of M. bovis, because the profile of Th2 response, specific
to the worm, was reduced in co-infected animals. This decline could be observed by
increasing the number of eggs and worms in animals co-infected when compared
with animals infected only with S. venezuelensis, as well as decreased levels of IgE
specific to the L3 larvae of the worm detected at different points of infection,
decreased levels of IL-10 produced by spleen cells stimulated in vitro with L3 larvae
antigen; decreased levels of IL-4, IL-5 and IL-13 in the intestine, reducing the
expression of CD80, CD86 and CD25 cells in the spleen and lymph nodes and
increased expression of CD28 cells in mesenteric lymph nodes. Together, these
results suggest that infection with M. bovis, and the consequent activation of the
profile of Th1-type immune response, was able to modulate the development of the
profile of Th2 type of immune response against S. venezuelensis in co-infected
animals, leaving them more susceptible to infection with S. venezuelensis. This work
is the first to evaluate the mechanisms involved in imunoregulatory mechanisms
involved in co-infection S. venezuelensis versus M. bovis.

Key words: Co-infection; Strongyloides venezuelensis; Mycobacterium bovis;
imunomodulation, co-stimulatory molecules.
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1INTRODUCAO

1.1a ASPECTOS GERAIS DOS HELMINTOS

Os helmintos constituem um grupo numeroso, com trés filos: Platyhelminthes,
Aschelminthes e Acanthocephala, incluindo espécies de vida livre e espécies
parasitas. As ocorréncias no homem s&o muito comuns (especialmente
representantes dos filos Platyhelminthes e Aschelminthes) e tais infec¢des, em
geral, resultam em danos para o hospedeiro, os quais se manifestam de formas
variadas (NEVES et al., 2003).

Os representantes do filo Platyhelminthes, sdo achatados dorso-ventralmente,
acelomados, com ou sem tubo digestivo, sem anus, sem aparelho respiratorio e
circulatério, estando distribuidos nas classes: Turbelaria, Trematoda e Cestoda. A
classe Turbeldria s6 apresenta individuos de vida livre. Na classe Trematoda
encontra-se o Shistosoma mansoni, importante parasito humano e na Cestoda, as
espécies Taenia solium e Taenia saginata (causadoras da teniase e cisticercose em
humanos).

No filo Aschelminthes, a classe que apresenta o0 maior nimero de espécies
capazes de parasitar o homem, é a classe Nematoda. Os nematddeos, sdo
pseudocelomados, apresentam um corpo cilindrico e alongado, tubo digestivo
completo, sexos separados e sao revestidos por uma cuticula altamente resistente.
No desenvolvimento pds-embrionario, o nematdide passa por cinco estagios e na
passagem de um estagio para outro ocorre uma troca de cuticula. O primeiro estagio
(o embrido que se foram dentro do ovo) é a larva L1, passando pelas fases de L2,
L3 (geralmente o estagio infectante), L4 e L5 (verme adulto). Ha nematdides de vida
livre e parasitas, sendo que os Ultimos apresentam géneros de grande importancia
para a saude humana, como Ascaris, Ancylostoma, Enterobius, Necator,

Onchocerca, Strongyloides, Trichuris e Wuchereria (NEVES et al., 2003) .



1.1b ASPECTOS GERAIS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA A
HELMINTOS

As parasitoses intestinais representam um importante problema médico-
sanitario, tendo em vista o grande niumero de pessoas acometidas e as inUmeras
alteracdes organicas que podem provocar no hospedeiro (ENOBE, 2005).
Especialmente, aquelas provocadas por helmintos, tendem a se tornar cronicas
(ONAH e NAWA, 2000), sendo que essa cronicidade parece estar relacionada com a
fragilidade da imunidade natural do hospedeiro e a capacidade dos parasitos em
resistir aos processos de eliminacao estimulados por sua presenca (ENOBE, 2005).
Os nematddeos dos géneros Ascaris, Ancylostoma, Necator, Strongyloides e
Trichuris infectam aproximadamente um bilhdo de pessoas no mundo, resultando
em um milhdo de mortes devido a essas infec¢cdes (FINKELMAN et al., 1997 apud
ONAH e NAWA, 2000). As espécies mais prevalentes no ser humano sao o Ascaris
lumbricoides, com 1.472 milhdes de pessoas infectadas, seguido por 1.298 milhdes
de individuos infectados com cestoides e 1.049 milhdes de individuos com Trichuris
trichiura (CROMPTON, 1999; OLORCANN e HOLLAND, 2000; NEGRAO-CORREA
e TEIXEIRA, 2006). Outro importante nematdédeo que infecta humanos € o
Strongyloides stercoralis, o qual aflige entre 30 e 100 milhGes de pessoas em 70
paises, (SIDDIQUI e BERK, 2003; NEGRAO-CORREA e TEIXEIRA, 2006). Estima-
se que um quarto da populacdo mundial apresenta infec¢des causadas por espécies
de nematdides gastrointestinais, sendo que essas infec¢cdes sdo prevalentes
particularmente, em paises tropicais e subtropicais, nos quais vinte e seis espécies
de helmintos s&o capazes de infectar seres humanos (NEGRAO-CORREA, 2001;
GAUSE, 2003). Criancas com infec¢cdes helminticas apresentam um quadro de
anemia, acompanhado de baixo crescimento e atraso no desenvolvimento cognitivo
(COOPER e BRUNDY, 1988 apud ONAH e NAWA, 2000). Aléem de parasitar seres

humanos, os helmintos podem parasitar outros animais, como por exemplo, 0s



bovinos, provocando grandes perdas econdmicas. Calcula-se que 1,7 bilhdes sejam
gastos anualmente no controle destas parasitoses em animais (LAWRENCE, 2003).

Apesar da alta prevaléncia e morbidade cronica produzidas pelos
nematoddeos, 0os mecanismos envolvidos na imunopatologia e na imunoprotecao
contra esses parasitos, ainda ndo estdo completamente esclarecidos (LAWRENCE,
2003). As infecgBes helminticas tém como caracteristicas marcantes, a capacidade
de persisténcia do parasito no hospedeiro e ciclo de vida complexo, de modo que as
interpretacbes das interacdes parasito-hospedeiro tornam-se bastante complexas
(WILKES et al., 2004; MAIZELS et al., 1993 apud ENOBE, 2005).

Dentre as inumeras células de defesa do hospedeiro, destacam-se o0s
linfocitos auxiliares TCD4, os quais podem se diferenciar em dois grupos, linfocito T
auxiliar 1 (LTh1l) e T auxiliar 2 (LTh2), que participam no controle das diversas
infeccbes que podem afetar o organismo dos seres vivos. A ativagao e diferenciacao
de células T dependem de dois sinais. Primeiramente, € necessario que haja o
contato entre as células apresentadoras de antigenos profissionais (APCs maduras
e ativadas) e as células T imaturas (linfocitos ThO) com o reconhecimento de
peptideos associados ao complexo de histocompatibilidade principal (MHC). O
segundo sinal, necessita da interacdo entre moléculas co-estimulatorias presentes
na superficie de células APCs e da producdo de citocinas por essas células
(BLUESTONE, 2006). Na presenca de antigenos proteicos, as APCs (células
dendriticas, macrofagos, neutrofilos ou linfocitos B) sdo capazes de endocita-los e
converté-los em peptideos, 0s quais serdo apresentados em sua superficie celular
associados a proteinas do MHC. As moléculas de MHC associadas a peptideos,
interagem com os receptores de membrana dos linfécitos T (TCR), estimulando a
ocorréncia de cascatas metabdlicas intracelulares que levardo a diferenciacdo do
linfécito ThO, em Thl ou Th2. A diferenciacdo celular nos subtipos Thl ou Th2, é
direcionada a partir da natureza do antigeno apresentado (origem extra ou
intracelular), aos tipos de moléculas co-estimulatérias presentes na superficie da
APC e do linfocito T (moléculas estimulatorias ou imunomodulatérias) e as citocinas
presentes no contexto da apresentacdo (produzidas pela APC e/ou por outras
células do sistema imunolégico).

Cada subtipo de linfécito T sera capaz de produzir alguns tipos de citocinas,
as quais estimulardo o desenvolvimento de distintos padroes de respostas

imunoldgicas. Antigenos de natureza intracelular, como virus e micobactérias,



normalmente estimulam a diferenciacdo dos linfécitos ThO em linfécitos Thl, com
producdo de citocinas como IFN-y, IL-12, TNF-a e de substancias derivadas do
oxigénio, como o oxido nitrico (NO), levando ao desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica do tipo celular (KAUFMAN 1999, NORTH e JUNG, 2004). J& os
antigenos de natureza extracelular, como alérgenos e helmintos gastrointestinais
normalmente estimulam a diferenciacdo dos linfécitos ThO em linfécitos Th2, com o
desenvolvimento de uma resposta imunolégica do tipo humoral, caracterizada pela
producdo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, resultando na
diferenciacéo de linfécitos B em plasmaocitos secretores de altos niveis de anticorpos
(NEGRAO-CORREA, et al., 2003). Apesar de ambas as células Thl e Th2 serem
capazes de colaborar com os linfécitos B, elas estimulam a producéo de anticorpos
de diferentes subtipos (FIGURA 1). Por exemplo, as células Thl induzem a
producdo de IgG2a, enquanto subpopulagbes Th2 induzem IgG1l (Stevens et al.,
1988).

IFN-y

MHC + ANTIGENO m - L2
T — e TNF
I T IL-10 = imunomregulatiria
T T CD4+ \
_,-\:o ) -4

T CD4+ IL-5
Th2 IL-13

FIGURA 1-Mecanismo de ativacdo e diferenciagdo dos linfécitos ThO em Thl ou Th2, via
apresentacdo do antigeno associado as proteinas do MHC, com conseqiiente producdo de citocinas
tipicas de cada perfil de resposta imunoldgica. Modificado de ABBAS e LICHTMAN, 2005.

Além das subpopulacdes de linfocitos Thl e Th2, tém sido identificados outros
tipos de linfocitos T (como linfocitos Th3 e linfocitos T CD25") com papel

imunomodulatorio, os quais sdo importantes fontes de citocinas como a IL-10 e TGF-



B (xerox do Silvio e colocar outra referencia). Tais linfocitos tém sido associados a

fendmenos de imunosupressdo (ANDERSON et a.l, 2007).

E importante salientar que as citocinas produzidas pelos padrées de resposta
Thl e Th2 tém a capacidade de inibir o desenvolvimento de uma resposta de
natureza contraria a qual lhe deu origem. Em relacdo a essa inibicdo, dois
pesquisadores do instituto Pasteur, Philippe Kourilsky e Paolo Truffa-Bach (2001),
estabeleceram o conceito de campo de citocina, que ficou definido como sendo uma
area onde se encontra uma determinada concentracdo de varias citocinas. A
intensidade do campo dependeria da intensidade de sintese, consumo e difuséo de
cada componente neste espaco. Dentro deste quadro, uma célula dendritica
estimulada por um determinado antigeno produz citocinas do perfil Thl, assim como
IL-12 levara uma célula ThO ndo sensibilizada a produzir uma determinada citocina
de forma concordante com o padrdo ja determinado, gerando um campo elementar
de resposta Thl. Novas células ThO chegando ao local amplificariam o campo,
podendo ocorrer migragOes para outro local. Dessa forma a polarizagdo poderia
ocorrer pela producdo de uma citocina que inibisse a producédo de outras; como
exemplo, a producdo de IFN-y inibiria a proliferacdo de linfocitos Th2 e
consequentemente das citocinas correlatas (Kourilsky e Truffa-Bach ,2001).

Nas infec¢bes intestinais induzidas por nematoides, geralmente ocorre
predominancia da resposta imunoldgica do tipo Th2, com a producdo de elevados
niveis das imunoglobulinas IgG1 e IgE em camundongos (IgG4 e IgE em humanos),
eosinofilia, mastocitose intestinal e hiperplasia de células caliciformes (FINKELMAN
et al., 1997). Essas respostas sao controladas principalmente pelas citocinas IL-4,
IL-13, IL5, IL-3, IL-9 e IL-10 (NEGRAO-CORREA, 2001; SILVEIRA et al., 2002).
Respostas imunoldgicas do tipo Th2 induzidas por nematdéides, tém sido associadas
a protecdo do hospedeiro na maior parte dos modelos experimentais utilizados
(FINKELMAN et al., 1997; ONAH e NAWA, 2000; LAWRENCE, 2003), assim como
em alguns estudos de infec¢cdes por nematéides em humanos, como nas
estrongiloidiases (PORTO et al.,, 2001). Assim, a resisténcia as infec¢cdes por
nematdides intestinais, esta geralmente associada ao padrdo de resposta
imunologica Th2, enquanto a resposta Thl se associa a susceptibilidade a infeccao
(HELMBY et al., 2001; LAWRENCE, 2003). Na infec¢cdo helmintica com Trichuris

trichiura em camundongos, o bloqueio da resposta Th2 com anticorpos anti-IL-4 ou



com a administracdo de IL-12 (citocina tipica do padrdo Thl), promove a cronicidade
da infeccdo, enquanto que a administracdo de IL-4 (citocina tipica do padrdo Th2)
induz a expulsdo do parasito. A infeccdo experimental com Trichuris muris, também
relacionou a resisténcia a infeccdo com o padrédo de resposta imunologica Th2 e a
susceptibilidade com a resposta Thl (HELMBY et al., 2001; LAWRENCE, 2003).

1.2 - PARTICIPACAO DAS MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS
/IMUNOMODULATORIAS NAS INFECCOES POR PARASITOS
GASTROINTESTINAIS

Ha muitos estudos que apontam a importancia das moléculas co-
estimulatorias/imunomodulatérias nas mais variadas infeccdes por patdgenos
gastrointestinais. As moléculas co-estimulatérias, como CD28, presentes na
superficie de linfécitos T, interagem com as co-estimulatérias CD80/CD86,
expressas sobre APCs profissionais e participam da diferenciacdo e da amplificacédo
das respostas imunoldgicas dos tipos Thl e Th2 (GREENWALD et al., 1999; SOOS
et al.,, 1999). A presenca das moléculas co-estimulatérias, CD80 e CD28, pode ter
um importante papel na geracdo de células T citotdxicas para o reconhecimento de
antigenos especificos e para a producdo e manutencdo de células T CD4 de
memoria. A interacdo de CD28 com CD80/CD86 tem um papel central no sinal co-
estimulatorio para a proliferacdo e ativacédo de células T primérias, para a producao
de proteinas anti - apoptéticas e de citocinas, como a IL-2 e para evitar a anergia
clonal. Porém, CD86 apresenta maior capacidade de ativar células Th2 e aumentar
a producédo de suas citocinas, como por exemplo, IL-4, do que CD80, que &€ menos
eficiente na ativacdo destas células (NAKAJIMA et al.,, 1996; MUELLER, 2000;
WANG, 2000; EKKENS et al., 2002). Essas moléculas CD80/CD86 também podem
se ligar a molécula CTLA-4, presente na membrana dos linfécitos T, e neste caso,
promovem um sinal negativo com baixa ativacdo de células T (NAKAJIMA et al.,
1996; GREEWALD et al., 1999; WANG et al., 2006; FIGURA 2).



FIGURA 2 - Mecanismo de ativacdo de linfécitos T via interacdo das moléculas
coestimulatérias/imunomodulatérias, presentes na supeficie das APCs e dos linfocitos T. Em A esta
representado a interacdo das moléculas CD28, presente na superficie do linfécito T e B7(CD80 ou
CD86), presente na superficie da APC, com consequente ativacdo do linfécito T. Em B:
representacao da inibigdo da ativagdo do linfécito T, pela utilizagdo de proteina homologa a molécula
de CTLA-4 (CTLA-4-1g), a qual se liga as molécula B7(CD80 ou CD86) impedindo sua interagdo com
0 CD28, na superficie do linfécito T. Modificado de ALEGRE e FALLARINO, 2006.

A molécula CTLA-4 é estruturalmente homoéloga a molécula CD28, sendo
expressa em altos niveis apds 48-72 horas de ativacdo das células T, funcionando
também como receptora para moléculas CD80 e CD86 (LU et al., 1999). Acredita-se
que a CTLA-4 atua na inibicdo da producao de IL-2 e na progresséo do ciclo celular,
podendo ainda, mediar a apoptose induzida por antigenos especificos, e
dependendo do nivel de sua expressdo e da intensidade da sinalizacdo do TCR,
pode alterar o perfil da resposta imunoldgica. Por exemplo, o bloqueio de CTLA-4
com a utilizagdo de CTLA-4 ligante (anticorpo que se liga a molécula de CTLA-4
impedindo sua interagdo com CD80 e CD86) pode resultar em um aumento da
secrecdo de citocinas Th2 (STEEL e NUTMAN, 2003). Além de contribuir para a
regulacdo negativa para antigenos especificos, esta molécula pode alterar também,
0 balanco de Thl e Th2 (STEEL e NUTMAN, 2003).

O papel de CTLA-4 em infeccbes parasitarias tem sido recentemente
estudado em modelos murinos. Esta molécula parece ter um papel na hiperatividade
de células T e na producdo de IL-4 em infec¢cbes por nematdides gastrointestinais.
Além disso, nas infec¢des filariais, pode contribuir para a regulacdo de antigeno
especifico na resposta celular, podendo também interferir no tempo de exposi¢cao do
hospedeiro ao verme, no desenvolvimento das microfilarias e no contato do parasito
com o antigeno (MCCOY, 1997; STEEL e NUTMAN, 2003). Na infeccao
experimental com o nematoide Nippostrongylus brasiliensis, a resposta imunoldgica

€ mediada por células Th2, caracterizada pela producdo de citocinas IL-4 e IL-5,



resultando ainda, em eosinofilia, mastocitose e produgéo de IgE. Nesta infeccao, o
bloqueio de CTLA-4 com o anticorpo monoclonal anti CTLA-4, resultou na
intensificacdo da resposta imunoldgica, com o aumento da producao de IL-4 e IL-5,
reduzindo também o nimero de vermes adultos no intestino, a postura de ovos e a
fecundidade destes vermes (MCCOQY, 1997). Outro modelo experimental utilizado
para o estudo do papel da CTLA-4 em infec¢Bes helminticas € a infeccdo de
camundongos com o0 nematdide Helignossomoides polygyrus. A resposta
imunologica a este parasito é restrita a regido entérica, sendo caracterizada pela
elevacao de IgE, eosinofilos, IL-3, IL-4, IL-5 e IL-9. Neste modelo, a administracédo
de CTLA-4 Ig em cada estagio da infecgéo, inibiu o desenvolvimento de células B e
T e a eosinofilia, e ainda, diminuiu os niveis de IgE no soro (LU et al., 1994). CTLA-4
Ig € uma proteina homologa a CTLA-4, que se liga com alta afinidade as moléculas
de CD80 e CD86, impedindo a interagdo dessas moléculas com a molécula de
CD28, com a consequente geragdo de um sinal negativo no processo de interacéo
da APC com o linfocito T. Steel e Nutman (2003) analisaram o papel da CTLA-4 no
modelo experimental com Brugia malayi, e observaram que a expressao desta
molécula induziu baixa regulagé@o da resposta inflamatoria, aumentando a debilidade
da doenca, e ainda, preveniu ou evitou a eliminagéo do parasito, alterando o perfil de
citocinas e a ativagdo de células Thl e Th2.

Na infeccdo experimental de camundongos com o nematéide H. polygyrus,
tanto CD80 quanto CD86, pode iniciar uma resposta Th2, porém, somente CD86 é
necessaria na progressao desta resposta (GREENWALD et al., 1999). Estudos
usando CD80/CD86 mostram que interacfes desse tipo sdo necessarias para o
desenvolvimento da resposta imunoldgica primaria contra H. polygyrus, incluindo o
aumento de células T CD4, IL-4, IgG1 e IgE, e ainda, que a elevacdo de antigenos
especificos pode ser inibida durante a resposta de memdria, quando a interacdo
CD80 ou CD86 for interrompida no inicio da infeccdo deste parasito. Além disso,
ressalta-se a importancia de estudos futuros para a determinacdo de mecanismos
funcionais da molécula CD86 na resposta imunoldgica, incluindo o papel individual
de CTLA-4 na regulacao de células T efetoras na resposta Th2 (GREENWALD et al.,
1999; EKKENS et al., 2002).



1.3 CARACTERISTICAS GERAIS DA INFECCAO COM O Strongyloides

venezuelensis

Strongyloides venezuelensis (BRUMPT, 1934) € um nematédeo encontrado
em diferentes partes do mundo, parasitando diversos roedores como, por exemplo,
ratos, camundongos e hamster, e tem sido recentemente utilizado para varios
propésitos e protocolos de pesquisas para os estudos de biologia, imunologia,
morfologia, caracteristicas bioquimicas, mecanismos de expulsdo de vermes e
atividade nematicida, facilitando também a analise de mecanismos imunoldgicos
durante a migracdo larval e a fase de infeccédo intestinal (ATTAMIMI, 2002;
MATSUDA et al., 2003). Desse modo, um modelo experimental bastante utilizado
para se estudar os inumeros aspectos de imunoprotecédo e imunorregulacao durante
as infeccdes gastrointestinais € a infeccao de roedores com S. venezuelensis, o qual
apresenta o ciclo de vida bastante similar ao do nematdide Strongyloides stercoralis,
um parasita humano que apresenta grande disseminacdo em individuos
imunossuprimidos, podenso levar a morte (NEVES et al,. 2003).

Na infeccdo experimental com camundongos, as larvas de S. venezuelensis
penetram através da pele, migram para o pulmdo, atingem as vias aéreas
superiores, sendo posteriormente deglutidas. Entdo, se fixam na mucosa duodenal,
onde atingem a idade adulta e sdo espontaneamente eliminados apds um periodo
de 10 a 14 dias da infeccdo (FIGURA 3).
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FIGURA 3- Ciclo vida de S. venezuelensis. Modificado de www.dpd.cdc.gov/dpdx.

Em ratos, a eliminacdo do verme adulto é um pouco mais demorada,
ocorrendo apos 5 semanas da infeccdo pela via subcutanea. (TAKAMURE, 1995;
NEGRAO-CORREA et al., 2004). A migracéo do S. venezuelensis em ratos aparece
em varios oOrgaos internos, incluindo o figado, sangue que circula no coracao,
pulm&o e intestino delgado, sendo que as larvas quando inoculadas por via oral no
estdbmago aparecem no figado vinte minutos apods a infec¢do. No coracéao, as larvas
foram observadas ap0s quarenta e cinco minutos da infeccdo; no pulméo puderam
ser vistas apds 3 horas da infec¢do; na traquéia foram observadas em um periodo
de 3 a 72 horas depois da infec¢do e no intestino delgado, apareceram apds cento e
vinte horas da infeccdo (MATSUDA et al., 2003). Em infeccao de ratos Wistar com
S. venezuelensis pela via subcutanea, as larvas apareceram no pulmao apos
quarenta e cinco horas da infecgédo e no intestino, apés sessenta horas da infeccéo
(TAKAMURE, 1995). Nesta rota migratoria as larvas induzem eosinofilia, producao
de muco, aumento da concentracdo de IgE e hiperresponsividade das vias aéreas
(MARUYAMA et al., 2000; SILVEIRA et al., 2002; NEGRAO-CORREA et al., 2004).



11

Eosindfilos podem infiltrar na camada do intestino delgado do hospedeiro e
atacar o S. venezuelensis na fase adulta, podendo ainda, serem efetores contras as
infec¢des crbnicas provocadas por nematoides (EL-MALKY et al., 2003). A expulsdo
do S. venezuelensis do intestino também €& acompanhada por eosinofilia,
mastocitose, aumento do ndmero de células caliciformes na mucosa intestinal, com
aumento da producdo de muco por essas células, e pela predominancia das
citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 (KHAN et al., 1993; CARA et al., 2000; NEGRAO-
CORREA, 2004;). Ha evidéncias que o mecanismo responsavel pela eliminagéo
intestinal de S. venezuelensis seja dependente do receptor de IL-4 (IL-4R) e de
ativacdo da molécula transdutora de sinal e ativadora de transcricdo (STAT6) (ONAH
e NAWA, 2000; FINKELMAN et al., 2004). E possivel que a ativacdo do IL-
4R/STAT6 cause danos aos parasitos, pela inducdo da liberagcédo de sulfato-glicanos
por mastocitos e/ou células caliciformes, os quais impediriam a aderéncia do verme
na mucosa intestinal (NEGRAO-CORREA e TEIXEIRA, 2006). Investigaces sobre
uma possivel participacdo de resposta Thl na infeccdo do S. venezulensis
utilizando-se camundongos deficientes em IL-12, os quais nao produzem IFN-y,
demonstraram que tais animais conseguiram eliminar os vermes adultos de forma
similar aos animais normais (NEGRAO-CORREA e TEIXEIRA, 2006). Apesar da
resposta Th2 parecer ser dominante na conferéncia de protecdo ao S.
venezuelensis, é necessario a investigacdo de um maior nimero de parametros que

ajudem a esclarecer a dinamica da infeccao.
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1.4 CARACTERISTICAS GERAIS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA A
INFECCAO COM Mycobacterium

A tuberculose € uma doenca infecciosa e contagiosa causada pelos bacilos
da familia Mycobacteriaceae, Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium bovis,
de evolucdo normalmente crbnica e progressiva, acometendo em especial os
pulmbes. E uma das doencas infecciosas de maior impacto mundial, sendo
responsavel por aproximadamente 2 milhdes de 6bitos e 9 milhdes de novos casos
por ano (WHO, 2007). China, Indonésia, Bangladesh e Paquistdo contribuem com
mais da metade de casos novos no mundo. No Brasil, 0 nimero de casos novos
esta préximo dos 100.000/ano (TEIXEIRA, ABRAMO E MUNK, 2007).

M. tuberculosis tem 0 homem como Unico reservatorio e M. bovis, que causa
a tuberculose bovina, quando transmitida a espécie humana torna-se muito virulenta,
principalmente em pessoas com imunodeficiéncia (BENENSON, 1992). A
transmissdo da doenca é predominantemente por via aérea. O contagio pode ser
direto, através de finas goticulas de secrecdo oronasal (contendo os bacilos que séo
eliminados pela pessoa contaminada durante a tosse, o espirro e a fala), que ficam
em suspensdo no ar e sao inaladas por pessoas suscetiveis a infeccdo. Estas
goticulas, contendo as bactérias, chegam até os bronquiolos e os alvéolos, dando
inicio ao processo infeccioso. A transmisséo também pode ser feita por contato oral
com os bacilos (VERONESI, 1991).

Da infeccdo ao aparecimento da lesdo primaria decorrem cerca de 6 a 12
semanas. O risco da tuberculose pulmonar progressiva ou extrapulmonar é maior
dentro de 1 a 2 anos apés a infeccao inicial, podendo persistir durante toda a vida
sob a forma latente. A infeccéo inicial passa, em geral, despercebida na maioria dos
casos; porém, pode evoluir para as diferentes formas de tuberculose, como a
pulmonar ou mesmo extrapulmonar, causando lesdes, principalmente, nas
meninges, cérebro, intestino, coracdo, 0ssos, traquéia e figado (VERONESI, 1991).
Conforme a gravidade das lesdes, a sintomatologia é caracterizada por febre, tosse,
expectoracdo, inapeténcia, emagrecimento, dores toracicas e hemoptises. Em
outras localizacdes, estas manifestacdes sdo variaveis, em decorréncia da area do
corpo afetada. O diagnostico € geralmente estabelecido pelos exames clinico,
laboratorial e radioldgico, pela pesquisa do agente infeccioso no escarro e em outros
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materiais biolégicos. A prevencdo e o controle sdo feitos com medidas de higiene
geral e com a aplicacdo da vacina BCG (BENENSON, 1992).

O limite entre protecédo e doenca esta diretamente relacionado com o grau de
imunidade mediada por células, isto €, por macréfagos, principalmente através da
producdo de TNF-qa, IL-12 e o6xido nitrico (NO), linfécitos Thl e linfocitos CD8+,
através da producédo de IFN-y (KAUFMANN E LADEL, 1994; ERB et al, 1998;
THOMPSON-SNIPES et al., 1998; KAUFMAN, 1999). Assim, macrofagos e células
dendriticas uma vez infectados pelo Mycobacterium tuberculosis produzem altas
concentracdes de TNF-a e IL-12 (HENDERSON et al., 1997; KIM et al., 1999).

Apesar dos grandes avancos nos estudos da resposta imunologica na
tuberculose, os mecanismos envolvidos na doenga ativa ainda permanecem
obscuros. A resposta imunolégica na tuberculose é na maioria das vezes
caracterizada por uma imunossupressao ativa, particularmente na doenca severa,
observando-se diminuicdo de IL-2 e IFN-y, além de anergia especifica para a
proteina purificada derivada do Mycobacterium bovis (PPD) (GOLDFELD, 2004,
DELGADO et al, 2002) sendo também observado um aumento de IL-10
(GOLDFELD, 2004) de TGF-B (GREEN et al.,2003) e de IL-4 (MAERTEN, 2005) .

Assim, as citocinas representam um componente de extrema importancia na
defesa contra as micobactérias, podendo atuar tanto nas funcbes reguladoras
quanto nas funcdes efetoras da resposta imunoldgica a esses patégenos (NORTH E
JUNG, 2004; TEIXEIRA, ABRAMO, MUNK, 2007). Varios trabalhos mostraram que o
M. tuberculosis induz a producdo de citocinas com um perfil predominantemente
Thl, sendo esta ativacdo importante no controle da infeccéo, visto que, a producéo
de IFN-y e TNF-a promovem a producgéo da enzima iNOS-2 que € responséavel pelas
altos niveis de o6xido nitrico (NO) produzidos por macrofagos infectados com o M.
tuberculosis (COOPER et al.,, 2002). A IL-12 promove a producdo de IFN-y em
células natural killer (NK) e a expansao de células do perfil Thl antigeno especificas.
Essas células Thl s&o fontes de IL-2 e IFN-y na resposta imunoldgica adquirida,
sendo recrutadas para o controle de infeccdo na fase cronica, uma vez que séo
capazes de atuar sobre células T e macrofagos (TEIXEIRA, ABRAMO, MUNK,
2007). Entretanto, se por um lado o IFN-y, TNF-a € NO s&o importantes na ativacao

dos macréfagos, estas mesmas citocinas induzem a formacdo de granulomas que


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=7713565&dopt=Abstract�
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acabam levando a uma destruicdo do tecido pulmonar, n&o implicando
necessariamente na destruicdo da bactéria (COOPER et al., 2002).

MutacOes afetando a expresséo de receptores para IFN-y e IL-12 tem sido
associadas com infec¢des disseminadas por micobactérias do ambiente e M. bovis-
BCG (SALGAME, 2005) e criangcas com deficiéncia nos niveis dessas citocinas se
mostram mais susceptiveis a infecgcbes micobacterianas (TALAAT et al.,, 2006).
Apesar do perfil de citocinas Thl ser caracterizado na infeccdo por micobactérias,
sabe-se que a IL-4, IL-10 e outros marcadores de ativacéo de linfocitos Th2 podem
ser identificados em pacientes com tuberculose (JUNG et al., 2005). Portanto,
acredita-se que a resposta imunologica observada na infeccdo pelo M. tuberculosis
nao possa ser interpretada apenas levando-se em conta a regulagcado dos subtipos
de linfécitos Thl e Th2.

Os eventos relacionados a resposta inata do hospedeiro iniciam-se com a
entrada do M. tuberculosis no pulmao, onde macrofagos e células dendriticas
rapidamente sao invadidos pela micobactéria, sendo que o receptor 2 para
quimiocina (CCR2) tem um importante papel no recrutamento destas células para o
pulméo infectado (SALGAME, 2005; OLLEROS et al., 2005). Os neutrofilos sédo as
primeiras células inflamatodrias a chegarem ao sitio da infec¢do e de multiplicacéo do
bacilo, acompanhadas das células NK e macroéfagos (TEIXEIRA, ABRAMO, MUNK,
2007).

Apesar dos mecanismos de resposta imunologica inata contra as
micobacterias néo estarem totalmente esclarecidos, alguns trabalhos tém
demonstrado que os receptores do tipo “Toll-like” (TLRsS) sao importantes no
reconhecimento dos antigenos do Mycobacterium e na ativacdo de macrofagos e
células dendriticas (QUESNIAUX et al., 2004). Os receptores celulares TLR2 e TLR4
estdo envolvidos principalmente no reconhecimento da micobactéria integra e
também dos componentes desta, como as lipoarabinomananas, lipomanas, e a
lipoproteina de 19 kDa (QUESNIAUX et al.,, 2004). A importancia dos TLRs no
controle da infeccdo causada pelo Mycobacterium foi demonstrada em
camundongos deficientes do fator 88 de diferenciacdo mieldide (MyD88), que
mostraram maior susceptibilidade a infeccdo com o M. tuberculosis. Apesar desses
animais terem morrido rapidamente em consequéncia da infecgcdo, ainda assim,

foram capazes de gerar uma resposta Thl especifica para o M. tuberculosis, o que
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demonstra um envolvimento do MyD88 na regulacdo da infeccdo (FREMOND et al.,
2004).

1.5 CARACTERISTICAS GERAIS DA INFECCAO COM Mycobacterium

bovis

A infeccdo por M. bovis quando transmitida ao homem, acontece em geral,
pela ingestdo do leite de vaca contaminado, 0 que tem se tornado muito raro em
muitos paises, devido a vacinacdo dos animais e a pasteurizacdo do leite
(BENENSON, 1992). Em 1889 Theobald Suit isola o M. bovis e em 1902, Ravenel
obteve a 12 prova definitiva da transmissdo da tuberculose bovina ao homem
(FELDMAN, 1955). Em 1938, Torres e Pacheco informaram sobre o isolamento do
bacilo do tipo bovino de lesGes humanas, tratando-se da primeira publicacdo na
literatura médica nacional sobre o assunto. No homem, o érgédo preferencial do
bacilo € o pulméo, ocorrendo uma evolucdo da doenca muito semelhante aquela
provocada pelo M. tuberculosis .

Indiscutivelmente, a ingestdo de leite cru contaminado, constitui uma das
principais formas de infeccdo humana pelo bacilo bovino. O risco para a Saude
Plblica de se contrair o agente pela ingestdo de produtos carneos contaminados
torna-se menor, devido a baixa incidéncia do agente em tecidos musculares e do
habito de ndo se comer carne crua no Brasil. Porém, tal risco ndo deve ser ignorado,
quando se leva em consideracdo o grande numero de abates clandestinos, ou
mesmo o0 abate de animais descartados de rebanhos positivos em matadouros
municipais, que nao atendem as normas de inspecao exigidos pelo rigor da lei.
Trabalhos realizados na Nigéria incriminam a ingestdo de carne contaminada como
responsavel por cerca de 45% dos casos de tuberculose em humanos causada pelo
M. bovis (GRIFFIN, 1995). Quando a contaminacdo se da por ingestdo, pode
ocorrer uma infeccao inicial das amigdalas, prosseguindo entdo para as cadeias de
linfonodos cervicais. A leséo inicial ndo passa de uma amigdalite; entretanto lesées
supurativas podem ocorrer nas cadeias cervicais, afetando linfonodos pré-
auriculares, tonsilares e supraclaviculares, com posterior envolvimento da pele
sobrejacente. Tais lesbes, sdo comumente conhecidas como "scrofulodermia” ou
"lupus vulgaris” (FELDMAN, 1955). A localizacdo 0ssea e articular também é comum

nos casos extra-pulmonares, provocando lesdes Osseas localizadas e artrite. Em
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criancas, € comum se encontrar acometimento intestinal. As formas génito-urinarias
sdao menos frequentes (GRANGE E YATES, 1994). Quanto ao acometimento
pulmonar, resultados obtidos de estudos experimentais demonstram que cinco, e
provavelmente um unico bacilo, sdo capazes de produzir lesbes pulmonares quando
atingem as vias aeéreas inferiores, principalmente os alvéolos, por inalagdo de
aerossodis (CHAUSSE, 1913 apud MORRIS, 1994). A maior ocorréncia da forma
pulmonar da tuberculose bovina, em individuos da area rural, pode ser explicada por
tais resultados, sendo considerada principalmente uma doenca ocupacional
(GRANGE E YATES, 1994). Médicos-veterinarios e trabalhadores de frigorificos, que
mantém um contato direto com o animal, também estdo sujeitos a infeccdo pelo
bacilo bovino devido a inalacdo de aerossotis. Outra forma de manifestacdo da
tuberculose bovina em humanos é o acometimento cutadneo. A contaminacéo se da
pelo contato direto com carcacas contaminadas e as classes mais acometidas sao
0s magarefes, auxiliares de inspecédo e médicos-veterinarios. Tais lesées, na maioria
das vezes, sdo pouco extensas e regressivas, manifestando-se na forma de
pequenas papulas, semelhantes a verrugas, sendo conhecidas como "butcher’'s
wart", ou verruga do magarefe (GRANGE E YATES, 1994). Tal benignidade da
tuberculose cutanea, talvez se deva a resisténcia que os adultos possuem ao bacilo
e ndo a menor viruléncia do mesmo.

A contaminacdo pode ocorrer na infancia e permanecer silenciosa, porém em
algum momento da fase adulta podem ocorrer manifestacdes dos sintomas. Na
Alemanha, 09 de 70 pacientes com tuberculose por M. bovis manifestaram a doenca
apos 1961, ano no qual todo o rebanho daquele pais foi considerado livre de
tuberculose (SALFELDER et al.,1983 apud GRANGE E YATES, 1994). No Brasil, a
escassez de trabalhos epidemioldgicos recentes em humanos, que realizam tipagem
do agente causador da tuberculose, associadas a possibilidade de uma infeccéo
priméria silenciosa, que pode sofrer reativagdo em momento oportuno como ocorre
por exemplo em pacientes com HIV (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida),
impedem que se tenha uma idéia da real situacdo do progresso da doenca
(MORRIS, 1994).

Devido as semelhancas na evolucdo da doenca causada pelo M. bovis em
relacdo ao M. tuberculosis e pela menor viruléncia do primeiro em relagdo ao

segundo na manipulacéo laboratorial, utilizou-se nesse trabalho a cepa selvagem de
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M. bovis (ATCC 19274). A cepa utilizada nesse estudo foi adquirida no Instituto
Nacional de Controle de Qualidade e Saude (INQS-FIOCRUZ-RJ).

1.6 PARTICIPACAO DAS MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS/
IMUNOMODULATORIAS NAS INFECCOES POR MICOBACTERIAS

A expressdo das moléculas co-estimulatorias CD80/CD86 na superficie de
macrofagos e células dendriticas, € desencadeada pelo reconhecimento dos TLRs,
moléculas especificas derivadas do M. tuberculosis. A célula T regulatéria CD25"
(linfécito TCD4" CD25%) tem um importante papel na imunopatologia de diversos
patogenos (WALSH; SMITH e FALLON, 2007). Existe alguma evidéncia de que as
células T regulatérias (TREGs) desempenham um importante papel na regulacdo da
resposta imunolégica do hospedeiro contra o M. tuberculosis, como ja demonstrado
para outras infec¢des (BELKAID E ROUSE, 2005). Recentemente, alguns trabalhos
tém mostrado o envolvimento das TREGs na tuberculose humana (RIBEIRO-
RODRIGUES et al., 2006; GUYOT-REVOL et al., 2006).

Ribeiro-Rodrigues e colaboradores (2006) mostraram que ha um aumento da
freqiiéncia de células T expressando CD4'CD25" durante a fase ativa da doenca.
Estes autores mostraram ainda que células TREGs foram observadas envolvendo
os pulmdes dos pacientes com tuberculose. Parece que ha uma correlacéo direta na
expressdo do marcador CD25" e a expressdo de RNA mensageiro de FoxP3 em
células mononucleares de sangue periférico de pacientes com tuberculose. Além
disso, foi observado um aumento de IFN-y in vitro quando as células CD4'CD25"
foram depletadas, além de mostrar que pacientes com a forma extra pulmonar da
doenca apresentaram maior expressao de FoxP3 do que os pacientes com a forma
pulmonar (GUYOT-REVOL et al., 2006).



18

1.7 Mycobacterium E COINFECCOES

A interacdo entre infeccbes helminticas e micobacterianas em modelos
experimentais tem sido pouco estudada. Animais C57BL/6 infectados com o M.
bovis-BCG apresentaram aumento na producdo de IFN-y por células esplénicas
somente apo0s 3 semanas de infeccdo, ndo sendo observado producéo de IL-4
(TEIXEIRA et al., 1995). Foi verificado, em camundongos BALB/c, que o perfil de
resposta Thl induzido pela imunizagdo com o PPD é modificado para Th2, com
aumento na producdo de IL-4 e IL-5, quando os animais sdo previamente infectados
com a filaria Brugia malayi. No entanto, quando a imunizagdo de animais foi feita
simultaneamente com helmintos e antigenos micobacterianos ndo houve modulagéo
de resposta Th2, sendo a resposta ao PPD predominantemente do tipo Thl
(PEARLMAN et al., 1993). Embora a infeccdo com helmintos possa influenciar o
perfil Thl/ Th2 de citocinas, a influéncia da resposta Th2 sobre a protecdo contra
infecgBes por micobactérias ainda néo esta clara.

Utilizando infeccbes experimentais com N. brasiliensis (por via intraperitoneal)
e BCG (via intranasal), observou-se que linfocitos T de linfonodos de camundongos
co-infectados produziram menos IFN-y in vitro, que os infectados somente com BCG,
reduzindo os niveis da resposta Thl, sem afetar a eliminacdo do BCG, verificado
através da contagem de unidades formadoras de col6nias (CFU) nos pulmdes (ERB,
et al., 2002). Camundongos da linhagem C57BI/6, quando infectados com BCG e
injetados simultaneamente com extrato de Ascaris suum, apresentaram um grande
aumento dos niveis de TNF-a e NADPH diaphorase no estégio inicial da infeccdo ao
BCG, sendo que isto levou a uma diminuicdo de CFU no baco destes animais
(FERREIRA et al., 1999).

Diversos autores tém destacado o efeito das infec¢cbes por helmintos na
modulac&o da resposta imunologica frente a imunizagéo pelo BCG. Foi demonstrado
que criancas nascidas de maes com infec¢cdes helminticas, tiveram alteracdo da
resposta a primeira dose da vacina BCG. Linfocitos T destas criancas produziram
10 vezes menos IFN-y, em resposta ao PPD, quando comparadas as criancas de
maes sem infec¢Bes helminticas (MALHOTRA et al., 1999). Foi demonstrado que
infeccdes parasitérias intestinais que induzem um perfil de resposta do tipo Th2
podem modular a resposta Thl induzida pela revacinacdo com o BCG (FERREIRA



19

et al.,, 2002). Os autores avaliaram a producdo de IFN-y e IL-10 por células de
sangue periférico de 14 adolescentes, entre 12 e 15 anos de idade, que receberam a
segunda dose da vacina BCG. Sete desses individuos apresentavam diagnostico
positivo para parasitoses intestinais. O perfil das citocinas produzidas pelas células
dos individuos vacinados, sem infeccbes helminticas, mostrou um aumento da
producdo de IFN-y, quando comparado com o grupo infectado/vacinado, havendo
aumento significativo da producédo de IL-10 no grupo com parasitoses intestinais
(FERREIRA et al., 2002).

Apesar do possivel impacto que a alta prevaléncia de helmintos na populacao
humana pode exercer na eficacia da vacinacdo ou do tratamento contra tuberculose
e outras infec¢des de perfil Thl, poucos estudos tém sido realizados neste campo.
Estes resultados em conjunto sugerem que o tratamento anti-helmintico poderia
aumentar a eficacia da vacina BCG, o que causaria um grande impacto nos paises
tropicais e subtropicais, onde a tuberculose e as parasitoses intestinais representam
um grave problema de saude publica Em contraste, alguns autores sugerem
também que a vacinacdo com o BCG pode diminuir a incidéncia, prevaléncia e a
intensidade da infeccdo pelo Necator americanus em humanos, assim como induzir
alguma protecdo em ratos infectados com o Schistosoma mansoni (BARRETO et al.,
2000; SOULSBY, 1987; ELIAS et al., 2005).

Diante dos impactos causados pelos helmintos e dos mecanismos complexos
que envolvem tais infecgbes, € imprescindivel a utilizacdo de modelos
experimentais, que permitam o esclarecimento das diversas infeccdes que podem
afetar a populacdo humana. A partir desses estudos pode-se esclarecer a forma de
interferéncia dos parasitos sobre o organismo, permitido a busca de solucbes no
controle, tratamento e na prevencdo dessas infeccdes. E de extrema importancia se
estabelecer novos modelos experimentais para o estudo de co-infeccbes que
apresentam o perfil Th1xTh2, para um melhor entendimento dos mecanismos de
resposta imunoldgica envolvidos no controle das infeccdes. Nesse sentido, o
presente trabalho, foi o primeiro a investigar os mecanismos imunologicos

envolvidos na co-infeccéo por S. venezuelensis e Mycobacterium bovis.



20

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a influéncia da coinfeccdo por Mycobacterium bovis selvagem na
resposta imunologica de camundongos BALB/c co-infectados com Strongyloides

venezuelensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Avaliar o indice de infectividade do S. venezuelensis através da contagem
do nuimero de vermes no intestino e do numero de ovos nas fezes dos animais
infectados;

* Avaliar os niveis de IgE especifica ao antigeno da larva L3 de S.
venezuelensis no soro dos animais infectados nos 7° e 10° dias apoés infeccédo pelo
S. venezuelensis e 4°e 7 ° dias apos a infeccdo pelo M. bovis selvagem;

» Avaliar a producéao das citocinas IFN-y e IL-10 em culturas de células de
baco e de IL-4, IL5 e IL-13 no intestino de animais co-infectados 7° e 10° dias apds a
infeccdo com S. venezuelensis, 4° e 7° dias ap0s a infeccdo com M. bovis selvagem;

 Quantificar os niveis de EPO no intestino dos animais co-infectados.

* Avaliar a expressdo de moléculas co-estimulatérias/imunomodulatérias
(CD80, CD86, CD28, CTLA-4 e CD25) em células do bago e de linfonodos

mesentéricos dos animais infectados, através de citometria de fluxo;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c, com
aproximadamente 6-8 semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de
Biologia da Reproducdo (CBR-UFJF) e mantidos no setor de manutencdo e
experimentacdo do Laboratério de Imunologia do ICB-UFJF. Os camundongos foram
acondicionados em gaiolas-padrdo, exceto aqueles infectados com M. bovis
selvagem, os quais foram acondicionados em micro-isoladores. Os animais foram
mantidos em estantes climatizadas, sendo alimentados exclusivamente com racao
apropriada e agua, sendo utilizados 4 a 5 animais por grupo: grupo controle ndo
infectado (grupo CONTROLE); grupo infectado somente com S. venezuelensis
(grupo SV) e grupo co-infectado com S. venezuelensis e M. bovis (grupo COIN).
Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica na Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora, protocolado pelo nimero 034/2006 .

3.2 INFECCAO E ACOMPANHAMENTO DA INFECCAO COM S.

venezuelensis

Para verificar se 0s animais obtidos apresentavam alguma parasitose
intestinal por helmintos, foi realizado em todos os individuos, o teste de “swab” anal .
Independente do resultado do teste, todos os animais foram tratados com anti-
helminticos, contra cestoides e nematdides, e apds o periodo de eliminacdo residual
dos anti-helminticos, os animais foram infectados com S. venezuelensis. S.
venezuelensis utilizado nos experimentos foi isolado de Rattus norvegicus e é
mantido no Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais
através de passagens em ratos Wistar. As larvas filariformes infectivas (larvas L3)
foram obtidas através de fezes de ratos infectados tendo sido cultivadas em carvéo
vegetal. As culturas foram deixadas de 48 -72 horas a 28 °C e as larvas infectivas,

coletadas e concentradas através da técnica de Baermann-Moraes, conforme
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Moraes (1948). Em seguida, as larvas foram lavadas varias vezes em tampao PBS,
contadas e ajustadas na concentracdo de 5000 L3/ml de PBS para serem utilizadas
na infeccdo dos animais. Os animais foram infectados por via subcutanea, na regiao
peritoneal, com 100ul de PBS contendo aproximadamente 700 larvas. Para evitar
possiveis reinfeccbes por coprofagia, todas as gaiolas foram higienizadas

semanalmente.

3.3 DETERMINACAO DA INFECCAO PELO S. venezuelensis E
ANALISE DA EVOLUCAO DA INFECCAO

A constatacdo da infeccdo e a analise da infectividade foram realizadas
através da contagem de ovos nas fezes 7, 10, 12 e 14 dias poés-infeccao (d.p.i.) com
S. venezuelensis e de vermes retirados do intestino delgado no 7° e 10 ° d.p.i.
(FIGURA 4). Ap6s necrépsia dos animais, para a coleta dos vermes do intestino
delgado, a metade superior do intestino (compreendendo o duodeno e porc¢éo inicial
do jejuno) de cada camundongo foi retirado, lavado com PBS e feito uma abertura
longitudinal para exposi¢cdo da mucosa, ficando incubada em PBS por 4 horas a 37
°C. As formas emergentes do intestino foram quantificadas através de
estereomicroscopia. Para a determinacao de ovos eliminados nas fezes, estas foram
coletadas individualmente do reto (no dia da necrépsia) ou de gaiolas onde os
animais foram acondicionados individualmente para a coleta de fezes frescas (nos
dias anteriores ao necrépsia). As fezes foram pesadas e homogeneizadas em igual
volume de PBS, sendo avaliadas trés amostras (100ul) fecais por animal, através de
microscopia de luz, a fim de se determinar o numero total de ovos. O numero de

ovos de S. venezuelensis foi expresso como numero de ovos/grama de fezes.

3.4 CO-INFECCAO

Os animais foram infectados com S. venezuelensis por via subcutanea (grupo
SV) e no dia 3 um grupo desses animais foi co-infectado com 10° CFU de M. bovis

selvagem (ATCC19274), adquirida no Instituto Nacional de Controle de Qualidade e
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Saude (INQS-FIOCRUZ-RJ). Cada animal recebeu o in6culo diluido em 0,2 ml de
PBS (grupo COIN) por via endovenosa, no plexo oftalmico. ApGs 7° e 10° d.p.i. com
0 S. venezuelensis (respectivamente, 4° e 7° d.p.i. com M. bovis), os animais foram
necropsiados e realizadas as andlises propostas (FIGURA 4). A coinfeccdo com M.
bovis foi realizada no 3° d.p.i. com S. venezuelensis no intuito de haver uma co-
localizac@o dos parasitos no pulméo. De acordo com estudos sobre a rota migratoria
de S. venzuelensis em roedores (ratos wistar), na infeccdo subcutanea, as larvas
apareceram no pulmdo apds quarenta e cinco horas da infeccao (TAKAMURE,
1995). Dessa forma, inoculando o M. bovis no 3° dia apdés a infeccdo com S.
venezuelensis, ndo haveria duvidas sobre a co-localizacdo dos parasitos no pulméo

dos animais a partir desse ponto da infeccéo.

7 dias de infeccéo

com M..bovis
Infecgdo dos animais com
1x 106 CFU de M. bovis Necropsia dos animais e
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O ——
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4 dias de infeccéo

Infeccédo dos animais com :
com M..bovis

700 larvas L3 de
S.venezuelensis
por via subcutanea

Necrépsia dos animais e
obtencéo de tecidos e 6rgdos

para as analises propostas

* Contagem de ovos de S. venezuelensis nas fezes

FIGURA 4- Desenho experimental das infec¢des realizadas
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3.5 OBTENCAO DO ANTIGENO de S. venezuelensis

Para a obtencéo do antigeno soluvel da larva L3 (AgL3), um grande namero
de larvas infectivas foram extensivamente lavadas em PBS e ressuspensas em PBS
contendo um coquetel de inibidores de proteases. Estas larvas foram rompidas em
vortex com esferas de vidro (cinco ciclos de 1 minuto cada) e posteriormente
submetidas a sonicac¢éo (10 ciclos de 1 minuto). Apds as particulas insollveis serem
removidas através de centrifugacdo do homogeneizado de larvas (400xg por 30
minutos), o sobrenadante foi removido e a concentracdo de proteinas foi
determinada pelo método de Lowry, 1951. As aliquotas foram entdo mantidas a —20°

C, para posterior utilizacdo no estimulo das culturas de células in vitro.

3.6 OBTENCAO DE SORO PARA DOSAGEM DE IgE ESPECIFICA AO
ANTIGENO DA LARVA L3 DE S. venezuelensis

Amostras de sangue do plexo oftdlmico dos animais foram coletadas nos dias
7 e 10 apods a infeccdo com S. venezuelensis. As amostras foram centrifugadas em
a 500xg por 10 minutos. Os soros foram coletados e congelados a -20° C, para

posterior dosagem de IgE especifica ao antigeno da larva L3 de S. venezuelensis.

3.7 CULTURA DE CELULAS

Apbs a lise das hemécias, as células do bago foram ressuspensas em meio
RPMI suplementado com 100 ug/ ml de penicilina, 0.1 mM de aminoacido n&o
essencial e 5% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas BR). Estas células
(1x10°células/ml) foram estimuladas ou n&o in vitro, com AgL3 de S. venezuelensis
(100 pg/mL) em placas de cultura de 96 pocos (Corning). Apés 48 hs de cultivo em
estufa de CO,, os sobrenadantes foram coletados e congelados a -20° C, para

posterior dosagem das citocinas IFN-y e IL-10.
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3.8 OBTENCAO DE SOBRENADANTE DE MACERADO DE INTESTINO

Camundongos BALB/c infectados com S. venezuelensis (grupo SV) e co-
infectados com M. bovis (grupo COIN) foram necropsiados com dose letal de xilasina
e quetamina por via intra-peritoneal e 100 mg intestino de cada animal foram
macerados em 1 ml de tampao de lise (0,4 M de NaCl, 10 mM de NaPO4, 0,1 mM de
metil sulfonil fluoreto, 0,1 mM cloreto de benzetonio, 10 mM de EDTA e 20 pM de
aprotinina e 0,05% de Tween 20). Em seguida, o macerado de intestino foi
centrifugado a 3.000 xg por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado e utilizado

na deteccao de citocinas por ELISA.

3.9 DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA

Os sobrenadantes de cultura das células de baco e de macerado de intestino
foram submetidos a técnica de ELISA de captura para determinacdo dos niveis de
IFN-y, IL-10, IL-4, IL-5 e IL-13 (kit BD OptEIA, CA, USA). Placas de ELISA foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluido em tampéo segundo as normas
do fabricante, e incubadas por 18h a 4°C. ApGs este periodo os sitios inespecificos
foram bloqueados com PBS-Tween 20 (PBST) + 10% SFB, por 1 hora. Em seguida,
as placas foram lavadas quatro vezes em PBST e adicionadas as curvas-padréo
para as respectivas citocinas, diluidas na razdo de 1:2. Nos pog¢os seguintes as
amostras dos sobrenadantes de cultura foram distribuidas e incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente. Terminada a incubacdo as placas foram lavadas e o 2°
anticorpo biotinilado + streptavidina foi adicionado e incubado por mais 1 hora a
temperatura ambiente. Mais quatro lavagens foram feitas e a reacéo foi revelada
pela adicdo do substrato contendo TMB. A reacdo foi interrompida com acido
sulftrico 1M e a leitura feita em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular
Devices, USA) a 450 nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a partir das

curvas-padrao, obtidas pelas diferentes concentragcdes das citocinas recombinantes.
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3.10 DOSAGEM DE IGE ESPECIFICA POR ELISA

A IgE especifica foi quantificada em amostras de soro de animais infectados
com S. venezuelensis e/ou co-infectados por M. bovis. As concentracdes de IgE
foram determinadas por ELISA em amostras de soro diluidas 1:200 utilizando kit
comercialmente disponivel (Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, TX). Os niveis de
IgE nas amostras de soros dos animais foram expressos em ng/ml calculados de

acordo com a curva padréo construida utilizando-se IgE rcombinante.

3.11 DETERMINACAO DA PEROXIDASE (EPO)

O nivel da peroxidase de eosindfilos (EPO), presente em amostras de
intestino, foi utilizado para estimar o niumero de eosindfilos nesse tecido. Para tanto,
100 mg de intestino dos animais foi pesado e homogeneizado em 1,9 ml de PBS e
centrifugado a 4°C a 12.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento, ressuspendido em 1,9 ml de brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,5%,
diluido em PBS; congelado trés vezes em nitrogénio liquido, descongelado a 37°C e
centrifugado a 4°C a 12.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi utilizado numa
reacdo enzimatica, pela adicdo de quantidades iguais de substrato (1,5 mM o-
fenilenediamina, 6,6 mM H,O, em 0,075 mM Tris-HCI [pH 8]). A reacgédo foi
interrompida com 50 pl de H,SO,a 1 M, e a absorbancia foi lida a 492 nm em leitor
de microplaca (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, USA). Os resultados foram

expressos em absorbancia.

3.12 EXPRESSAO DE MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS/
IMUNOMODULATORIAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para a avaliacao da expressao de moléculas co-
stimulatérias/imunomodulatorias, foi feito um pool de células dos bacos e linfonodos
de cada grupo dos animais estudados, numa concentracdo de 1x10°células/ml. As

células foram lavadas em PBS contendo 0,1% de soro albumina bovina (tampé&o de
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lavagem) e os sedimentos de células foram marcados com anticorpos monoclonais
contra linfécitos T (anti-CD3/anti-CD4/anti-CD8), moléculas co-estimulatorias (anti-
CD3/CD28, anti-CD3/CTLA-4), molécula imunoregulatéria (CD3/CD25) e células
APCs (anti-CD19/CD80, anti-CD19/CD86). A marcacao das células ocorreu em um
periodo de 45 minutos. Foram utilizados controles isotipicos de rato marcados com
ficoeritrina e fluoresceina. Em seguida foi adicionado 70 pl de SFB, e entdo lavadas
trés vezes. As células foram ressuspendidas em 1 ml de paraformaldeido (1% em
PBS) coletadas e analisadas em citobmetro de fluxo (FACScalibur-BD, software
CellQuest®, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados 4 a 5 animais em cada um dos 3 grupos estudados : grupo
CONTROLE, SV e COIN. Para cada parametro avaliado, foi calculado para cada
grupo: a média das variaveis numéricas apresentadas pelos individuos e o desvio e
erro—padrédo das médias de cada grupo. As variaveis numéricas foram avaliadas nos
diferentes grupos pelo teste de normalidade de D'Agostino e Pearson para
distribuicdo gaussiana dos dados. Foram utilizados os testes paramétricos ANOVA
ou t student, de acordo com a analise de variancia dos dados e o teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis para determinacdo das diferencas significantes entre

0s grupos estudados, com nivel de significAncia menor que 5% (p<0,05).



28

4 RESULTADOS

4.1 NUMERO DE OVOS E VERMES DE S. venezuelensis

O numero de vermes coletados do intestino dos animais infectados somente
com S. venezuelensis (grupo SV), no 7° d.p.i. e 10° d.p.i. por S. venezuelensis, foi
maior no grupo co-infectado com M. bovis (grupo COIN) quando comparado ao
grupo SV (TABELA 1, P<0,05). A mesma relacédo foi observada na contagem de
ovos no 7° e 10° d.p.i. com S. venezuelensis (TABELA 1, P<0,05). O nimero de
vermes coletados no intestino foi maior no 10° d.p.i. por S. venezuelensis, tanto no
grupo SV quanto no COIN (TABELA 1, P<0,05). Ja o numero de ovos nas amostras
fecais foi significativamente menores nos grupos SV e COIN no 10° d.p.i. por S.
venezuelensis (TABELA 1, P<0,001). Nao foi observado nenhum ovo nas amostras
fecais analisadas no 12° e 14° dias de infeccdo com S. venezuelensis (dados n&o

demonstrados).
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TABELA 1-Numero de ovos e vermes de S. venezuelensis de camundongos

infectados com S. venezuelensis (SV) e co-infectados com M. bovis selvagem (COIN).

NUmero de vermes* Numero de ovos (ovos/grama de fezes)**
Grupos
Dias ap6s a infeccdo com S. venezuelensis
7 10 7 10
sV 115426 2 196+48 ° 35.900+9,5 ° 1.770 £5,6 ¢
COIN 145455 2 271480 ° 75.150+7,3 ° 9.700 +1,7 ¢

*Vermes localizados no intestino delgado e **ovos encontrados nas fezes de camundongos
BALB/c nos dias 7 €10 ap0s a infeccao com S. venezuelensis (4 e 7 dias ap6s a infeccdo com M.
bovis, respectivamente). Os valores representam as médias + erro padrao das médias de quatro a
cinco animais em cada grupo.

Os resultados sédo representativos de dois experimentos realizados. Os valores com a mesma letra
sdo estatisticamente diferentes (P < 0.05).
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4.2 NIVEIS DE IgE NO SORO

Os niveis de IgE quantificados no soro dos animais foram significativamente
maiores no grupo SV quando comparado ao grupo COIN (P<0,05) nos dois pontos
da infeccéo avaliados (7 €10 d.p.i. com S. venezuelensis, TABELA 2). Os soros dos
animais do grupo SV apresentaram aumento na producéo de IgE do 7° para o 10°
d.p.i. com S. venezuelensis (P<0,05). (TABELA 2). J& nos soros dos animais do
grupo COIN, a imunoglobulina sé foi detectada no 7° d.p.i. com S. venezuelensis,
(TABELA 2).
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TABELA 2 - Niveis de IgE do soro de camundongos BALB/c infectados com

S. venezuelensis (grupo SV) e co-infectados com M. bovis selvagem (grupo COIN).

Niveis de IgE em amostras de soros (ng/mL)*

Dias apo6s a infec¢cdo com S. venezuelensis

GRUPOS 7 10
SV 693 + 442 2.240 +190°
COIN 108 + 20 2 0+0°

*Amostras de soros foram coletadas nos dias 7 e 10 d.p.i com S. venezuelensis (4 e 7d.p.i. com M.
bovis, respectivamente). Os valores representam as médias * erro padrdo das médias de quatro a
cinco animais em cada grupo.

Os resultados séo representativos de dois experimentos realizados. Os valores com a mesma letra
séo estatisticamente diferentes (P < 0.05).
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4.3 PRODUCAO DE CITOCINAS

A producado de IFN-y por células de bacgo estimuladas in vitro com o antigeno
da larva L3 de S. venezuelensis (AgL3), foi semelhante nos grupos SV e COIN no 7°
d.p.i. com S. venezuelensis (TABELA 3). Ja no 10° d.p.i. com S. venezuelensis, os
niveis da citocina foram significativamente maiores no grupo COIN quando
comparado ao grupo SV (P<0,05 — TABELA 3). Os maiores niveis de IFN-y, foram
observados no 7° d.p.i. com S. venezuelensis, nos dois grupos estudados (TABELA
3). Inversamente, a producdo de IL-10 pelas células de baco estimuladas in vitro
com o AgL3, se mostrou significativamente diminuida no grupo COIN quando
comparado ao grupo SV nos dois pontos da infec¢do (P<0,05, TABELA 3). Os niveis
de IL-10, assim como os de IFN-y, foram maiores no 7° d.p.i. com S. venezuelensis,
nos dois grupos estudados (TABELA 3).

As citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 foram determinadas em sobrenadante de
macerado de intestinos de animais dos grupos SV e COIN. Observou-se que 0s
niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 estavam aumentados no 7° d.p.i. nos intestinos dos
animais do grupo SV (Figura 5 A-C). No entanto, no 10° d.p.i as citocinas IL-4 e IL-13
estavam em niveis bem menores (Figura 5A e 5C) nos intestinos dos animais do
grupo SV. Por outro lado, nos intestinos dos animais do grupo COIN, no 7° os niveis
de IL-4 estava diminuido em comparacdo ao grupo SV no mesmo periodo (Figura
5A). Porém, ndo houve variacdo expressiva dos niveis de IL-5 e IL-13, quando se
compara animais dos grupos SV e COIN no 7° d.p.i. (Figura 5B e 5C). J4 no 10° d.p.i.
houve diminuicdo dos niveis IL-4, IL-5 e IL-13 nos intestinos dos animais de ambos

0s grupos SV e COIN (Figura 5A - C), sendo mais expressivo a IL-13 (Figura 5C).
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TABELA 3 - Niveis de citocinas em sobrenadante de cultura de células do baco

estimuladas in vitro com antigeno da larva L3 de S. venezuelensis

Niveis de citocinas (pg/mL)*

Citocina Grupos 7d.p.i. 10d.p.i.
S. venezuelensis S. venezuelensis
IFN-y SV 1.247+75 386 + 382
COIN 1.241 + 16 674 + 412
IL-10 SV 900 + 67° 87 +7°¢
COIN 170 + 33° 63 +1,5°

*As concentragdes de citocinas foram determinadas nos sobrenadantes de cultura de células de bacgo
apos 48 horas de cultivo. O experimento foi realizado nos dias 7 e 10 ap6s a infeccdo com S.
venezuelensis (4 e 7 dias apés a infeccdo com M. bovis, respectivamente). Os valores representam as
médiaszerro padrdo das médias de quatro a cinco animais em cada grupo: SV= animais infectados
somente com S. venezuelensis e COIN= animais co-infectados com M. bovis.

Os resultados séo representativos de dois experimentos realizados. Os valores com a mesma letra séo
estatisticamente diferentes (P < 0.05).
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FIGURA 5 — Niveis de citocinas (A) IL-4; (B) IL-5; (C) IL-13, em macerado de intestino de animais
infectados apenas com S. venezuelensis (SV) ou co-infectados com M. bovis (COIN) por ELISA, 7 e 10
dias apos a infeccdo com S. venezuelensis (4 e 7 dias apd6s a infeccdo com M. bovis,
respectivamente). Os valores representam as médias + erro padrdo das médias de quatro a cinco
animais por grupo. Os resultados séo representativos de dois experimentos realizados.

Os valores com a mesma letra séo estatisticamente diferentes (P < 0.05).
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4.4 NIVEIS DE EPO NO INTESTINO NO 7° E 10° D.P.l. COM S. venezuelensis

O nivel da peroxidase de eosindfilos (EPO), presente em amostras de intestino,
foi utilizado para estimar o nivel de EPO nesse tecido. A EPO € uma enzima
peroxidase secretada por eosindfilos ativados, e parece ter um papel central na
defesa contra patégenos invasores. Tal enzima usa o peroxido de hidrogénio (H20,) e
o ion brometo (Br 7), para formar substancias citotoxicas. No 7° d.p.i. com S.
venezuelensis, observou-se um aumento significativo no nivel de EPO no intestino
dos animais dos grupos SV (P<0,05) e COIN (P<0,0001) quando comparados com o
grupo CONTROLE (animais nao infectados, FIGURA 6). Observou-se também um
nivel estatisticamente maior de EPO no grupo COIN quando comparado ao grupo SV
(FIGURA 6, P<0,0001). No 10° d.p.i. com S. venezuelensis, assim como no 7° d.p.i.,
observou-se um aumento significativo no nivel de EPO no intestino dos animais dos
grupos SV (P<0,001) e COIN (P<0,001) quando comparados com 0 grupo
CONTROLE (FIGURA 6). O nivel de EPO do grupo COIN foi estatisticamente maior
que o do grupo SV (P<0,01) assim como no 7° d.p.i. (FIGURA 6).

O nivel de EPO do grupo CONTROLE foi semelhante nos dois pontos da
infeccdo avaliados (FIGURA 6B). Ja nos grupos SV e COIN, houve um aumento
significativo do nivel de EPO no intestino dos animais do 7° para o 10° d.p.i. com S.
venezuelensis (FIGURA 6, P<0,0001).
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FIGURA 6 - Niveis da peroxidase de eosindfilos (EPO) - figuras A e B - no intestino de camundongos
BALB/c ndo infectados (CONTROLE), infectados apenas com S. venezuelensis (SV) ou co-infectados
com M. bovis (COIN), nos dias 7 e 10 ap6s a infecgdo com S. venezuelensis (4 e 7 dias apés a
infeccdo com M. bovis, respectivamente ). Os valores representam as médias + erro padrdo das
médias de quatro a cinco animais por grupo. Os resultados séo representativos de dois experimentos
realizados.

Os valores com a mesma letra sdo estatisticamente diferentes (P < 0.05); * e ** representam P < 0.05
guando comparado com o 7° d.p.i. com S. venezuelensis.
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4.5 EXPRESSAO DE MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS
/IMUNOMODULATORIAS EM CELULAS ESPLENICAS

Nas células esplénicas, no 7° d.p.i. com S. venezuelensis, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos CONTROLE, SV e COIN quanto a expressao
de CTLA-4 e CD28. Tais moléculas apresentaram os menores niveis de expressao
nos trés grupos estudados, quando comparadas as demais moléculas co-
estimulatorias/imunomodulatérias (CD25, CD80 e CD86). Em relacédo a CD25, houve
um aumento significativo em sua expressdo nos grupos SV e COIN quando
comparados ao grupo CONTROLE (FIGURA 7A, P<0,001), sendo que a expressao
no grupo SV foi estatisticamente maior que no grupo COIN (FIGURA 7A, P<0,05). A
expressao de CD80 e CD86 foi maior nos grupos SV e COIN quando comparados
ao grupo CONTROLE (FIGURA 7A, P<0,001-). Mas ao contrario da molécula CD25,
no grupo SV a expressédo de CD80 e CD86 foi estatisticamente menor que no grupo
COIN (FIGURA 7A, P<0,0001).

Nas células esplénicas, no 10° d.p.i. com S. venezuelensis, também n&o
houve diferenca estatistica entre os grupos CONTROLE, SV e COIN quanto a
expressdo de CTLA-4 e CD28. Semelhante ao 7° d.p.i. com S. venezuelensis, tais
moléculas, apresentaram 0S menores niveis de expressdo nos trés grupos
estudados, quando comparadas as demais moléculas co-estimulatérias/
imunomodulatérias (CD25, CD80 e CD86). Em relacdo a CD25, também houve um
aumento significativo de sua expresséo nos grupos SV e COIN quando comparados
ao grupo CONTROLE (FIGURA 7, P<0,05). Entretanto, ao contrario do 7° d.p.i. com
S. venezuelensis, no grupo COIN sua expressao foi estatisticamente maior que no
grupo SV (FIGURA 7A, P<0,05). Semelhante ao 7° d.p.i. com S. venezuelensis, a
expressao de CD80 e CD86 foi maior nos grupos SV e COIN quando comparados
ao grupo CONTROLE (FIGURA 7A, P<0,001).Tal como no 7° d.p.i., a expressao de
CD25 apresenta um comportamento inverso ao da expressao das moléculas CD80 e
CD86, visto que o grupo COIN expressou nhiveis estatisticamente menores dessas
moléculas quando comparado ao grupo SV (FIGURA 7A, P<0,0001).

Nota-se que do 7° para o 10° d.p.i. com S. venezuelensis, houve uma
diminuicdo da expressao de CD25 nos grupos SV e COIN (FIGURAS 7B; P<0,05).
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Além disso, percebe-se que no 7° d.p.i., 0 grupo SV expressou mais CD25 que o
grupo COIN, o que € revertido no 10° d.p.i. com S. venezuelensis. Quanto as
moléculas CD80 e CD86, percebe-se um comportamento contrario do 7° para o 10°
d.p.i. com S. venezuelensis em relagéo aos grupos SV e COIN, visto que no 7° d.p.i.,
o grupo COIN apresenta uma maior expressdo dessas moléculas, o que é revertido
no 10° d.p.i. com S. venezuelensis (FIGURAS 7A e B) .
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FIGURA 7 - Porcentagem de marcadores celulares em células de bago de camundongos BALB/c ndo
infectados (CONTROLE), infectados apenas com S. venezuelensis (SV) ou co-infectados com M.
bovis (COIN). (A): 7 d.p.i. com S. venezuelensis (4 d.pi. com M. bovis); (B) : 10 d.p.i. com S.
venezuelensis (7 d.p.i. com M. bovis). Os valores representam as médias + erro padrdo das médias
de quatro a cinco animais em cada grupo de experimentos realizados independentes.

Os valores com a mesma letra sé@o estatisticamente diferentes (P < 0.05).
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4.6 EXPRESSAO DE MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS/
IMUNOMODULATORIAS EM CELULAS DE LINFONODOS MESENTERICOS

Nas células de linfonodos mesentéricos, assim como nas células esplénicas,
no 7° d.p.i. com S. venezuelensis, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
CONTROLE , SV e COIN quanto a expressdo de CTLA-4.Todavia, referente a
expressdo de CD28, os grupos SV e COIN apresentaram maior expressado dessa
molécula quando comparados com o grupo CONTROLE (FIGURA 8A, P<0,05).
Semelhante as células esplénicas, as moléculas CTLA-4 e CD28, apresentaram 0s
menores niveis de expressao nos trés grupos estudados, quando comparadas as
demais moléculas co-estimulatérias/imunomodulatérias (CD25, CD80 e CD86). Em
relacdo a expressdo de CD25, assim como nas células esplénicas, houve um
aumento significativo de sua expressao nos grupos SV e COIN quando comparados
ao grupo CONTROLE (FIGURA 8A, P<0,05), sendo que no grupo SV sua expressao
foi estatisticamente maior que no grupo COIN (FIGURA 8A, P<0,01). A expresséao de
CD80 e CD86 foi maior nos grupos SV e COIN quando comparados ao grupo
CONTROLE (FIGURA 8A, P<0,001). Mas ao contrario da molécula CD25, no grupo
SV sua expressao foi estatisticamente menor que no grupo COIN (FIGURA 8A,
P<0,001).

No 10° d.p.i. com S. venezuelensis, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos CONTROLE, SV e COIN quanto a expressdo de CTLA-4 e CD28, tal como
nas células de bago no mesmo ponto de infeccdo (FIGURA 8B).

Semelhante ao 7° d.p.i., tais moléculas, apresentaram os menores niveis de
expressao nos trés grupos estudados, quando comparadas as demais moléculas co-
estimulatérias/imunomodulatérias (CD25, CD80 e CD86). Vale ressaltar, contudo,
que a expresséo de CD28 foi, em média, seis vezes maior no 10°, do que no 7°d.p.i
em todos os grupos estudados (FIGURA 8B, P<0,05). Em relacdo a expresséo de
CD25, assim como no 7° d.p.i. com S. venezuelensis, houve um aumento
significativo de sua expressao nos grupos SV e COIN quando comparados ao grupo
CONTROLE (FIGURA 8B, P<0,05). Contudo, ao contrario do 7° d.p.i. com S.
venezuelensis, no grupo COIN sua expressdo foi estatisticamente maior que no
grupo SV (FIGURA 8B, P<0,01). Da mesma forma que no 7° d.p.i. com S.

venezuelensis, a expressdao de CD80 e CD86 foi maior nos grupos SV e COIN
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quando comparados ao grupo CONTROLE (FIGURA 8B, P<0,001).Semelhante ao
primeiro ponto, a expressao de CD25 apresenta um comportamento inverso ao da
expressdo das moléculas CD80 e CD86, visto que o grupo COIN expressou niveis
estatisticamente menores dessas moléculas quando comparado ao grupo SV
(FIGURA 8B, P<0,0001).

Percebe-se que no 7° d.p.i. com S. venezuelensis as células de linfonodos
mesentéricos dos animais do grupo SV expressaram mais CD25 que aquelas dos
animais do grupo COIN, o que é revertido no 10° d.p.i. com S. venezuelensis.
Quanto as moléculas CD80 e CD86, percebe-se também, um comportamento
contrario do 7° para o 10° d.p.i. com S. venezuelensis em relacdo aos grupos SV e
COIN, visto que no 7° d.p.i., o grupo COIN apresenta uma maior expressao dessas

moléculas, o que é revertido no 10° d.p.i. com S. venezuelensis (FIGURAS 8A e B) .
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FIGURA 8 - Porcentagem de marcadores celulares em células de linfonodos mesentéricos de
camundongos BALB/c nao infectados (CONTROLE), infectados apenas com S. venezuelensis (SV) ou
co-infectados com M. bovis (COIN). (A): 7 d.p.i. com S. venezuelensis (4 d.p.i. com M. bovis); (B) : 10
d.p.i. com S. venezuelensis (7 d.p.i. com M. bovis) . Os valores representam as médias + erro padrao
das médias de quatro a cinco animais em cada grupo. Os resultados s&o representativos de dois
experimentos realizados.

Os valores com a mesma letra sdo estatisticamente diferentes (P < 0.05).
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5 DISCUSSAO

Vérios trabalhos, utilizando modelos animais, tém demonstrado que
infec¢cdes provocadas por S. venezuelensis apresentam uma resposta imunoldgica
local, tanto nos pulmdes quanto no intestino, predominantemente do tipo Th2. Estes
trabalhos demonstram que os hospedeiros apresentam um aumento significativo
dos niveis séricos e teciduais das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, resultando em
eosinofilia, aumento da producdo de muco, mastocitose e altas concentracdes de
IgE (MARUYAMA et al ., 2000; SILVEIRA et al., 2002; NEGRAO-CORREA, 2004;
NEGRAO-CORREA, 2006; FERREIRA et al., 2007; FERNANDES et al., 2007) . Por
outro lado, a infeccdo provocada pelo M. bovis estimula uma imunidade
predominantemente do tipo Thl caracterizada pela produgao de IFN-y, IL-12, TNF-a
e oxido nitrico (KAUFMAN 1999, NORTH e JUNG, 2004). O IFN-y € uma citocina
chave no controle da infeccdo a tuberculose, que por sua vez, € produzida pelos
linfocitos T CD4", T CD8" e células NK sendo importante na apresentacio
antigénica, ao ativar macrofagos e células dendriticas. Esse evento,
consequentemente leva ao aumento do recrutamento celular, pela necessidade de
destruicdo do bacilo (PEARL et al., 2001). Nesse sentido, em funcéo da diferenca
de resposta imunoldgica entre esses dois patdgenos, e da atividade inibitéria matua
que tais perfis de resposta imunolégica apresentam, o presente trabalho foi o
primeiro a investigar a influéncia da co-infeccdo por Mycobacterium bovis sobre a
infeccéo helmintica por Strongyloides venezuelensis em modelo murino.

No presente trabalho, o aumento significativo do nUmero de ovos e vermes no
grupo de animais infectados com S. venezuelensis e co-infectados com M. bovis
(grupo COIN) em relacdo ao grupo infectado somente com S. venezuelensis (grupo
SV), sugere que a presenca da micobactéria, diminuiu a resposta imunolbgica
dirigida ao verme, propiciando o aumento de sua fecundidade e o consequente
agravamento da infeccéo.

Por outro lado, o menor nimero de ovos e vermes nos animais infectados
apenas com S. venezuelensis, em compara¢do ao grupo coinfectado, sugere que
houve o desenvolvimento de uma resposta imunocompetente dirigida contra o

verme, diminuindo sua fecundidade. A diminuicdo da fecundidade de parasitos
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intestinais tem sido associada aos efeitos da imunidade do hospedeiro sobre os
orgaos reprodutivos dos parasitos, como o ovario (KELLY E OGILVIE, 1972;
SOULSBY, 1987; BAEK et al., 2003). A participagdo de mecanismos imunes do
hospedeiro na diminuicdo da fecundidade de S. venezuelensis, em ratos, foi
demonstrada utilizando-se o tratamento com dexametasona, um agente anti-
inflamatorio supressor da resposta humoral. Tal tratamento, foi capaz de aumentar o
tamanho dos vermes, recuperar sua fecundidade, bem como atrasar a expulséo dos
mesmos (BAEK et al., 2003).

Os niveis séricos de IgE especifica a antigenos das larvas de S.
venezuelensis estiveram aumentados com a evolugdo da infeccdo no grupo SV,
reforcando a idéia de que esses animais foram capazes de montar uma resposta
imune efetiva contra o verme. Em contrapartida, os niveis séricos de IgE nos animais
co-infectados com M. bovis mostraram—se significativamente reduzidos, fato que
certamente influenciou na diminuigdo da eliminacdo dos vermes, uma vez que 0
aumento dos niveis de IgE em amostras de soro de animais infectados com S.
venezuelensis esta correlacionado com a redugdo no numero de larvas recuperadas
do intestino desses animais (FERNANDES et al., 2007). A resposta imunoldgica
contra S. venezuelensis atua na fase de migracdo das larvas, principalmente antes
da fase pulmonar, e é capaz de limitar o estabelecimento e maturacédo das larvas
remanescentes que conseguem atingir o intestino delgado. Apesar da importancia
da atuacdo da resposta imunoldgica durante a fase migratéria do verme, o
estabelecimento das larvas na mucosa intestinal € necesséario para promover uma
imunidade completa contra o helminto (FERNANDES et al,. 2007). Os altos niveis de
IgE observados no grupo SV, provavelmente contribuiu para a eliminacéo das larvas
em migracao e para o menor niamero de larvas que conseguiram alcancar o intestino
e se desenvolver em vermes adultos. As infecgbes helminticas estédo relacionadas,
de modo geral, com aumento dos niveis de IgE séricas e consequentemente com a
eliminacdo de vermes (FERNANDES et al,. 2007). Roedores infectados com
Strongyloides sp apresentam elevados niveis de IgE (KORENAGA et al,.1986),
eosinofilia tecidual e sanguinea (OVINGTON et al., 1998) e hiperplasia de
mastoécitos e células caliciformes do intestino (KHAN et al.,1993; ISHIKAWA et
al,1995) fatores que tém sido associados com a protecdo do hospedeiro.

A atuacdo da IgE na eliminacdo de S. venezuelensis, provavelmente esta

associada a sua interacdo com eosindfilos teciduais, promovendo a desgranulacéo,



45

dessas células através da ligagdo dependente de anticorpo e/ou por ativacdo do
complemento. Tais mecanismos poderiam contribuir para 0 mecanismo responsavel
pela eliminacdo das larvas de S. venezuelensis, como sugerido previamente em
estudos utilizando S. stercoralis em camundongos (ROTMAN et al., 1996; HERBERT
et al,. 2000) e em humanos (CARVALHO et al,.1983; PORTO et al,. 2001).

Dados da literatura mostram que em animais transgénicos para IL-5, a
eosinofilia no intestino € observada antes da implantacdo dos vermes adultos na
mucosa intestinal e que essas células sdo capazes de invadir a parede epitelial
desse 6rgao e se dispor em torno dos vermes implantados. Ainda, a eliminagéo de
larvas mediada por eosindfilos e anticorpos tem sido demonstrada em varias
infecgdes (ABE et al., 1997; MARUYAMA et al., 2000).

De acordo com o esperado, no grupo de animais infectados apenas com S.
venezuelensis, houve em conjunto aumento dos niveis de IgE sérica e aumento nos
niveis de EPO no intestino. Anteriormente, foi evidenciado que a protecao
imunoldgica induzida pelas larvas de S. venezuelensis age durante a migracdo das
mesmas e nos vermes adultos e esta associada com a producéao preferencial de IL-4
pelas células do baco, influxo de eosindfilos na pele, pulmdes e intestino, com
grande producdo de IgE e 1gGl, tendo uma resposta imunoldgica
predominantemente Th2 que é importante tanto na infeccdo primaria, quanto na
infeccdo secundaria (NEGRAO-CORREA et al,. 2004; NEGRAO-CORREA et al,.
2006).

Apesar dos niveis de IgE séricos estarem reduzidos nos animais co-
infectados, os niveis de EPO intestinal aumentou com o decorrer da infeccéo,
mostrando-se maior que os animais infectados somente com S. venezuelensis.
Esses dados sugerem que esse aumento nos niveis de EPO seja um mecanismo
compensatoério do hospedeiro em eliminar vermes adultos do intestino, visto que
seus niveis de IgE séricos estiveram baixos ao longo da infeccdo, impedindo uma
eficiente desgranulacdo dos eosinodfilos teciduais durante a fase de migracdo das
larvas.

Por outro lado, apesar dos niveis de EPO estarem elevados no grupo COIN, a
producéo das citocinas IL-4 e IL-13 no intestino desses animais, foi estatisticamente
menor que no grupo SV, havendo também uma tendéncia de queda na producéo de
IL-5, reforcando a idéia de que a resposta imune protetora contra 0 verme esteve

diminuida nos animais co-infectados. A inducdo de resposta imunolbgica
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predominantemente do tipo Th2, caracterizada pela producéo de IL-4, IL-5 e IL-13
esta associada com a imunidade protetora contra nematoides gastrointestinais em
modelos de infeccdo por Trichuris spiralis , Trichuris muris, Heligmosomoides
polygirus e Necator braziliensis (ELSE et al.,, 1994; BANCROFT et al., 1998;
LAWRENCE et al., 1998; GAUSE et al., 2003). Tem sido demonstrado que a IL-4
age em sinergia com a IL-13 regulando a mastocitose intestinal (LANTZ et al., 1998;
WATANABE et al.,2001) e que a IL-13 esta associada com o controle da hiperplasia
das células caliciformes (MCKENZIE et al.,1998) fenbmenos estes, observados
durante a eliminacdo do S. venezuelensis. Ainda, o0 aumento nos niveis de IL-5 tem
sido associado com a protecéo de hospedeiros infectados com Strongyloides (CARA
et al., 2000; MARUYAMA et al.,2000; EL-MALKY et al., 2003).

Os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 estavam aumentados nos
sobrenadantes de cultura de células de baco dos animais do grupo SV em ambos o0s
pontos da infecgdo, em comparacéo aos animais do grupo COIN, sugerindo que a
infeccdo por M. bovis inibiu a produgdo dessa citocina. Assim, os dados aqui
apresentados corroboram com o perfil de resposta Thl propiciado pela presenca de
M. bovis com consequente inibicdo de citocinas como a IL-10 (KAUFMAN,1999;
NORTH E JUNG, 2004).

Interessantemente, a reducdo dos niveis sistémicos de IL-10 nos animais
infectados com S. venezuelensis e nos co-infectados, no decorrer da infeccao,
coincidiu com a reducdo nos niveis locais de IL-4, IL-5 e IL-13 no intestino,
sugerindo que a IL-10 pode ter atuado como moduladora da produgcéo dessas
citocinas. Alguns trabalhos tém demonstrado o papel regulatério da IL-10, sobre a
resposta imune a diferentes patégenos (ANDERSON et al., 2007; JANKOVIC et al.,
2007). A IL-10 é uma citocina chave na limitacdo do desenvolvimento de fortes
respostas inflamatérias do tipo Thl contra alguns patdgenos, prevenindo dessa
forma imunopatologias que podem levar o hospedeiro a morte. Todavia, a IL10
também é capaz de suprimir respostas Thl protetoras, resultando em infeccdes
cronicas. Varias células podem ser fontes dessa citocina tais como: TREGS,
linfocitos B e linfoéctios Thl (ANDERSON et al., 2007; JANKOVIC et al., 2007).

Ao contrario do IL-10, os niveis de IFN-y nos sobrenadantes de células de
baco foram semelhantes no 7° dia da infec¢do tanto no grupo SV quanto no grupo
COIN. Entretanto, no 10° d.p.i. houve diminuicdo dos niveis dessa citocina em

ambos 0s grupos, porém nos animais do grupo COIN, os niveis de IFN-y estavam
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duas vezes maior que nos animais do grupo SV, sugerindo o predominio da
resposta Thl possivelmente devido a presenca da infeccdo com M. bovis. Foi
verificado que camundongos deficientes de IL-12, sdo capazes de expulsar o S.
venenzuelensis tal como os animais normais (NEGRAO-CORREA et al., 2006)
reforcando a idéia de que a resposta do tipo Thl tem pouca importancia no controle
da infeccdo por S. venezuelensis.

E notorio que a expressdo de marcadores de superficie celular foi similar,
tanto a nivel sistémico, observado em células esplénicas, quanto local, observado
em células dos linfonodos mesentéricos que drenam o intestino. Assim, todos os
dados discutidos a seguir, refletem os resultados obtidos em células de ambos os
orgaos.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram um perfil semelhante na
expressdo do marcador CD25 em células esplénicas e de linfonodos. A diminuicdo
da expressdo desse marcador no grupo co-infectado no 7° dia apoOs infeccao
provavelmente esta relacionada com a diminui¢do da citocina anti-inflamatéria IL-10
sistémica, bem como de citocinas de perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) no intestino.
Supressdo essa, que aumentou a susceptibilidade dos animais a infeccdo do
helminto, visto que resposta imunoldgica protetora de perfil Th2 foi suprimida. Tem
sido sugerido que células T regulatérias CD25" apresentam papel importante na
modulacdo da resposta imunologica a infeccdes helminticas, como por exemplo,
Shistosoma mansoni (WALSH, 2007) e podem estar envolvidas na patogénese de
doencas tais como por M. tuberculosis (HOUGARDY et al., 2007). Além disso, na
infeccdo experimental de camundongos por S. mansoni, as células T CD25" sdo
importante fonte de IL-10 (SADLER et al., 2003).

Ja no 10° dia apos a infecgdo com S. venezuelesis, a expressao de CD25 nos
animais co-infectados apresentou um aumento significativo em relagéo ao 7° dia de
infeccdo, contrastando com a diminuicdo da expressdo das moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86. Vale ressaltar, que a reducdo da expressdo de tais
moléculas coincidiu com a reducdo das citocinas de perfil Th2 observadas no
intestino dos animais co-infectados. Estudos sugerem que o desenvolvimento da
resposta imunolégica priméaria do tipo Th2 contra infecgbes por patdgenos seja
dependente das moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 expressas por células
APC, que auxiliam na maturacdo de células T CD4 “naive” que produzem IL-4
(EKKENS et al.,, 2002). O bloqueio das moléculas co-estimulatérias CD80/CD86
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inibe o desenvolvimento da resposta Th2 primaria na infec¢cdo por H. polygyrus (LU
et al., 1994). Logo, as moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 podem influenciar
no perfil de citocinas produzidas durante a infeccdo helmintica (LU et al., 1994;
NAKAJIMA et al., 1996; EKKENS, et al., 2002). Ha evidéncias de que a molécula
CD80 tem maior influéncia sobre a producéo de citocinas Thl e a molécula CD86
maior influéncia sobre a producdo de citocinas Th2 (NAKAJIMA et al., 1996;
MUELLER, 2000; WANG, 2000; EKKENS et al., 2002), jA que, na infeccéo
experimental de camundongos BALB/c com Nippostrongylus brasiliensis, o bloqueio
de CD86 com anticorpo monoclonal anti-CD86 diminuiu a producao de IL-4 e n&o
alterou a produgéo de IFN-y (NAKAJIMA et al., 1996). Contudo, no presente modelo
experimental ndo foi possivel observar tal tendéncia.

Em todos os pontos avaliados ndo foi observado niveis relevantes da
expressdo dos marcadores CTLA-4 e CD28 na superficie das células de baco e
linfonodos mesentéricos. Contudo, sabe-se que a molécula CTLA-4 é de dificil
marcacao por citometria de fluxo, devido a rapida endocitose sofrida por essas
moléculas na superficie celular (ALEGRE, et al., 1996). Portanto, os dados aqui
apresentados podem néo estar refletindo os acontecimentos in vivo. Uma possivel
solucéo para a determinacdo dos niveis de expressao de CTLA-4, seria a marcacao
intra-citoplasmatica dessas moléculas, eliminando assim a imprecisdo do método de
marcacao na superficie celular. As moléculas co-estimulatérias CD80/CD86 ligam-se
preferencialmente na molécula CTLA-4 ,quando comparado a molécula CD28, em
situacdes nas quais as células T estdo expressando CTLA-4, levando a inativacéo
de linfocitos (SANSOM E WALKER, 2006). Visto que houve uma expressdo muito
maior de CD80/ CD86 em relacdo ao CD28 nos animais co-infectados no 7° dia de
infeccdo, seria possivel supor que essas moléculas se ligaram preferencialmente a
CTLA-4 e que portanto, os niveis de expressao de CTLA-4 seriam bem maiores que
0os detectados. A interacdo CD80/CTLA-4 ou CD86/CTLA-4 e a consequente
inativagédo linfocitaria nos animais co-infectados poderia estar acarretando a reducéo
dos niveis de citocinas locais (IL-4, IL-5 e IL-13), gerando reducdo da resposta
imunologica protetora do animal, tendo como conseqiéncia menores niveis Séricos
de IgE e maiores quantidades de vermes e ovos.

A molécula co-estimulatoria CD28 possui papel importante na ativagdo de
células T, além de patrticipar da producéo de IL-2 e do aumento da expressao de
proteinas do ciclo celular (BOISE et al.,, 1995; ALEGRE, 2006). Tal molécula
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também € necessaria para otimizar a producdo e a proliferacdo de citocinas
(GREENWALD et al., 2002), aléem de promover a diferenciacdo da célula T em seus
subtipos Thl e Th2 (ALEGRE et al., 2001). No presente trabalho, ndo foi observado
expressado significativa dessa molécula, apesar de haver uma tendéncia de menor
expressao de tal molécula nos animais do grupo COIN em relac&o ao grupo SV, nos
dois pontos da infecgéo estudados.

Portanto, baseado nos resultados deste trabalho conclui-se que a presenca
do M. bovis interferiu no curso da resposta imunoldgica ao S. venezuelensis, através
da imunorregulagéo via IL-10, observada principalmente pelo aumento da expresséo
de CD25 pelos linfocitos dos animais co-infectados e pela diminuicdo das moléculas

co-estimulatdrias CD80/CD86 nas células APCs.
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6- CONCLUSOES

O aumento significativo do niumero de ovos nas fezes e vermes no intestino,
no grupo de animais infectados com S. venezuelensis e co-infectados com M.
bovis em relacdo ao grupo infectado somente com S. venezuelensis, sugere
que a presenca da micobactéria, diminuiu a resposta imunolégica dirigida ao
verme, propiciando o aumento de sua fecundidade e o conseqlente

agravamento da infecgéo.

Os niveis séricos de IgE especifica a antigenos das larvas de S.
venezuelensis estiveram aumentados durante o curso da infeccdo no grupo
infectado somente com S. venezuelensis , reforcando a idéia de que esses
animais foram capazes de montar uma resposta imune efetiva contra o
verme. Em contrapartida, os niveis séricos de IgE nos animais co-infectados
com M. bovis mostraram—se significativamente reduzidos, fato que
certamente influenciou na diminuicdo da eliminagao dos vermes, uma vez que
0 aumento dos niveis de IgE em amostras de soro de animais infectados com
S. venezuelensis esta correlacionado com a reducdo no numero de larvas

recuperadas do intestino desses animais.

Apesar dos niveis de IgE séricos estarem reduzidos nos animais co-
infectados, os niveis de EPO intestinal aumentaram com o decorrer da
infeccdo, mostrando-se maiores que aqueles observados nos animais
infectados somente com S. venezuelensis. Esses dados sugerem que esse
aumento nos niveis de EPO seja um mecanismo compensatério do
hospedeiro em eliminar vermes adultos do intestino, visto que seus niveis de
IgE séricos estiveram baixos ao longo da infec¢do, impedindo uma eficiente
desgranulacdo dos eosinofilos teciduais durante a fase de migracdo das

larvas.
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Apesar dos niveis de EPO estarem elevados no grupo co-infectado, a
producdo das citocinas IL-4 e IL-13 no intestino desses animais, foi
estatisticamente menor que no grupo infectado com S. venezuelensis,
havendo também uma tendéncia de queda na producéo de IL-5, reforgcando a
idéia de que a resposta imune protetora contra o verme esteve diminuida nos

animais co-infectados.

Os niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10 estavam aumentados nos
sobrenadantes de cultura de células de baco dos animais do grupo SV em
ambos os pontos da infeccdo, em comparagdo aos animais do grupo co-
infectado, sugerindo que a infeccdo por M. bovis inibiu a producdo dessa
citocina. Além disso, a reducédo dos niveis sistémicos de IL-10 nos animais
infectados com S. venezuelensis e nos co-infectados, no decorrer da
infeccdo, coincidiu com a reducdo nos niveis locais de IL-4, IL-5 e IL-13 no
intestino, sugerindo que a IL-10 pode ter atuado como moduladora da

producado dessas citocinas.

Ao contrario da IL-10, os niveis de IFN-y nos sobrenadantes de células de
baco foram semelhantes no 7° dia da infeccdo tanto no grupo infectado com
S. venezuelensis quanto no grupo co-infectado. Entretanto, no 10° d.p.i.
houve diminuicdo dos niveis dessa citocina em ambos 0s grupos, sendo
maior contudo , nos animais co-infectados, sugerindo o predominio da

resposta Thl possivelmente devido a presenca do M. bovis.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram um perfil semelhante na
expressdo do marcador CD25 em células esplénicas e de linfonodos. A
diminuicdo da expressdo desse marcador no grupo co-infectado no 7° dia
apos infecgcdo provavelmente esta relacionada com a diminuicdo da citocina
anti-inflamatdria IL-10 sistémica, bem como de citocinas de perfil Th2 (IL-4, IL-
5 e IL-13) no intestino.J& no 10° dia apos a infeccdo com S. venezuelesis, a
expressdo de CD25 nos animais co-infectados apresentou um aumento
significativo em relacdo ao 7° dia de infec¢do, contrastando com a diminuigao

da expresséo das moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86.
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Em todos os pontos avaliados nédo foi observado niveis relevantes da
expressdo dos marcadores CTLA-4 e CD28 na superficie das células de baco
e linfonodos mesentéricos. Tal observacdo pode ndo estar refletindo os
acontecimentos in vivo, visto que a molécula CTLA-4 ¢é de dificil marcacao por
citometria de fluxo, devido a rapida endocitose sofrida por essas moléculas na

superficie celular.

Portanto, baseado nos resultados deste trabalho conclui-se que a presenca
do M. bovis interferiu no curso da resposta imunolégica ao S. venezuelensis,
através da imunorregulacdo via IL-10, observada principalmente pelo
aumento da expressdo de CD25 pelos linfocitos dos animais co-infectados,
pela diminuicdo das moléculas co-estimulatorias CD80/CD86 nas células
APCs e reducdo das citocinas de perfil Th2 observadas no intestino dos
animais co-infectados. Tal interferéncia foi capaz de modular o perfil de
resposta imunoldgica do tipo Th2 contra S. venezuelensis nos animais co-
infectados, diminuindo sua resisténcia ao verme e consequentemente

aumentando a carga de infeccao pelo S. venezuelensis.
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