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RESUMO

Roedores infectados com Strongyloides venezuelensis sao modelos experimentais aplicados ao
estudo da estrongiloidiase. Esse trabalho avaliou e comparou a eficicia de duas vias de
administracdo de dexametasona (DEX) para indu¢do de um modelo de imunossupressao na
estrongiloidiase murina. Rattus norvegicus Wistar foram divididos em grupos de seis animais:
G I: animais nao tratados e ndo infectados; G II: animais ndo tratados e infectados; G III:
animais tratados por via de administrag¢do oral e ndo infectados; G IV: animais tratados por via
de administragdo oral e infectados; G V: animais tratados por via de administracdo subcutanea
e ndo infectados; G VI: animais tratados por via de administracio subcutanea e infectados. Para
o tratamento pela via oral, DEX foi diluida em 4gua esterilizada (Sul/ml) e disponibilizada aos
animais durante 5 dias (-5 a 0, 8 a 13 e 21 a 26). Para o tratamento subcutidneo, os animais
receberam inje¢des didrias de fosfato dissddico de DEX (2mg/kg). A infeccdo foi estabelecida
pela inoculacdo subcutanea de 3000 larvas filarioides de S. venezuelensis por animal. Os grupos
foram avaliados por parametros fisicos (peso corporal), hematologicos (contagem global e
diferencial de leucdcitos), imunoldgicos (deteccdo de IgG, IgG1 e IgG2a) e parasitologicos
(contagem de ovos por grama de fezes e de fémeas parasitas). Os grupos tratados com DEX,
especialmente pela via subcutinea, apresentaram dificuldade de ganho de peso ao longo dos
dias. Nos dias 8, 13, 21 e 30, a contagem global de leucocitos de G III, G IV, G Ve G VI
apresentou valores baixos em comparacdo aos controles G I e G II. Nos mesmos dias foi
observada a diminui¢dao do ndmero de linfocitos e aumento do nimero de neutr6filos nos grupos
tratados, de forma inversa ao observado para os controles. Os niveis de IgG, IgG1 e IgG2a de
todos os grupos, com excecdo do controle positivo G II, encontraram-se abaixo do limiar de
deteccao. G IV foi o grupo que mais eliminou ovos, com ocorréncia de picos de elimina¢do no
13° e 26° dia pos infecgdo (d.p.1). Os numeros de ovos eliminados por G VI foram similares
aos eliminados pelo controle (G II) nos dias 5, 7, 8, 13 e 21, e maior nos dias 26 e 30. A
recuperacdo de fémeas parasitas no 30° d.p.1. revelou-se significativamente maior no G IV.
Ambos o0s tratamentos levaram a supressdo de aspectos relacionados com a resposta imune
celular e humoral, mas o tratamento pela via de administracdo oral mostrou-se efetivo no
aumento da carga parasitiria. A imunossupressdo farmacolégica induzida pela via de
administracdo oral de DEX produziu alto rendimento de parasitos, € segura e ndo invasiva, e
consiste em um protocolo til ao estudo de aspectos imunobioldgicos da estrongiloidiase.

Palavras-chave: Dexametasona, imunossupressdo, Strongyloides venezuelensis, infeccao
experimental.



ABSTRACT

EVALUATION OF IMMUNOSUPPRESSION CAUSED BY ORAL AND
SUBCUTANEOUS ADMINISTRATION OF DEXAMETHASONE IN RATS
EXPERIMENTALLY INFECTED BY Strongyloides venezuelensis

Rodents infected with Strongyloides venezuelensis are experimental models applied to
strongyloidiasis study. This work evaluated and compared the efficacy of two routes of
dexamethasone (DEX) administration for induction of immunosuppression a model in murine
strongyloidiasis. Rattus norvegicus Wistar were divided into groups of six animals each: G I:
untreated and uninfected animals; G II: untreated and infected animals; G III: animals treated
by oral administration and uninfected; G IV: animals treated by oral administration and
infected; G V: animals treated by subcutaneous administration and uninfected; G VI: animals
treated by subcutaneous administration and infected. For oral treatment, DEX was diluted in
sterilized water (5 pl/ml) and made available to the animals for 5 days (-5 to 0, 8 to 13, and 21
to 26). For the subcutaneous treatment animals received DEX disodium phosphate (2 mg/kg)
daily injections. The infection was established by 3000 S. venezuelensis filarioid larvae
subcutaneous inoculation per animal. The groups were evaluated by physical (body weight),
hematological (global and differential leukocytes count), immunological (IgG, IgG1 and 1gG2a
detection) and parasitological parameters (egg count per gram of feces and parasite females).
The groups treated with DEX, especially by the subcutaneous route, presented difficulty to gain
weight throughout the days. On the 8th, 13th, 21st and 30th days post infection (d.p.1.), the
global leukocyte count of GIII, G IV, G V and G VI was low compared to G I and G II controls.
On the same days a decrease in the number of lymphocytes and an increase in the number of
neutrophils in the immunosuppressed groups were observed, in a way that was reversed to the
controls. The IgG, IgG1 and IgG2a levels for all groups, except for positive control G II, were
below the detection threshold. G IV was the group that eliminated eggs the most, with
occurrence of elimination peaks on 13th and 26th d.p.i The numbers of eggs eliminated by G
VI were similar to those found for control (G II) on days 5, 7, 8, 13 and 21, and higher on days
26 and 30.The parasitic females recovery at 30th d.p.i.. was significantly higher in G IV. Both
treatments led to the suppression of aspects related to the cellular and humoral immune
response, but the treatment by the oral route showed to be effective in increasing the parasitic
load. Pharmacological immunosuppression induced by the oral route of DEX produces a high
parasitic load, is safe and non-invasive, and consists in a useful protocol for the strongyloidiasis
immunobiological aspects study.

Key-words: Dexamethasone, immunosuppression, Strongyloides venezuelensis, experimental
infection.
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1. INTRODUCAO

Nematddeos do género Strongyloides pertencem ao reino Metazoa, filo Nematoda,
classe Sercenentea, ordem Rhabditida e familia Strongyloididae, composta por parasitos de
interesse médico e veterindrio (REY, 2001). O género possui 52 espécies descritas, sendo duas
delas consideradas infectantes para humanos: Strongyloides stercoralis, descrita por Bavay, em
1867 e Strongyloides fuelleborni, descrita por Von Linston, em 1905 (COSTA-CRUZ, 2016).

A estrongiloidiase humana € considerada pela Organizacdo Mundial da Satde uma
doenca tropical negligenciada, juntamente a outras helmintiases transmitidas pelo solo (WHO,
2018a). Aspectos como a elevada prevaléncia em regides tropicais e subtropicais, facilidade de
transmissao, potencial zoondtico, e a ocorréncia de cronificacdo, autoinfec¢do, e quadros
clinicos graves em pessoas com o sistema imunoldgico debilitado, tornam a estrongiloidiase
um problema complexo, de cariter médico, sanitério e social (COSTA-CRUZ, 2016).

Strongyloides ratti, descrito pela primeira vez por Sandground (1925) e Strongyloides
venezuelensis, descrito pela primeira vez por Brumpt (1934), sdo parasitos naturais de ratos
(Rattus norvegicus). Ambas espécies tém sido amplamente utilizadas como modelos
experimentais aplicados ao estudo de mecanismos imunobioldgicos da estrongiloidiase. As
infec¢des podem ser estabelecidas experimentalmente tanto em ratos como em camundongos,
configurando um modelo de facil manutengdo laboratorial (VINEY; KIKUCHI, 2017).

A imunossupressao € um dos aspectos mais importantes no contexto da estrongiloidiase
humana, uma vez que favorece a ocorréncia de manifestacdes graves e até fatais (MARCOS et
al., 2011). Uso de glicocorticoides (GC), como dexametasona (DEX), prednisona, prednisolona
e metil-prednisolona, mesmo a curto prazo, apresentam forte associagdo com o0

desenvolvimento de sindrome de hiperinfec¢do e infec¢do disseminada. Além de sua ampla
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acdo sobre o sistema imunolégico do hospedeiro, acredita-se que os GC atuem diretamente
sobre o parasito S. stercoralis (NUTMAN, 2016).

Muitos estudos t€m utilizado, como modelo experimental da estrongiloidiase, roedores
infectados com S. venezuelensis e imunossuprimidos farmacologicamente. O modelo € aplicado
ao estudo de novas ferramentas diagndsticas (CHAVES et al., 2015; DE CARVALHO et al.,
2015; GONCALVES et al., 2016; MARQUES et al., 2016) e de aspectos imunoldgicos da

estrongiloidiase ainda desconhecidos (MACHADO et al., 2011; PATTON et al., 2018).

1.1. Aspectos morfobioldgicos do género Strongyloides

O género Strongyloides possui a particularidade de se desenvolver por dois ciclos de
vida, resultando em formas evolutivas morfologicamente distintas. Somente as fémeas sio
parasitas, localizam-se no intestino e se reproduzem por partenogénese, originando ovos dos
quais eclodem larvas rabditoides, que por sua vez dao origem a machos e fémeas de vida livre
no ambiente (VINEY; LOK, 2015).

A fémea partenogenética ou fémea parasita, mede aproximadamente 2 mm de
comprimento, cilindrica e filiforme, com a extremidade anterior arredondada e a posterior
afilada. Possui cuticula fina, transparente e levemente estriada. O aparelho digestivo € simples,
composto por boca, esdfago longo (ocupa cerca de um ter¢co do comprimento do parasito)
circundado por anel nervoso, intestino simples e anus. O aparelho reprodutor é composto por
utero, ovarios, ovidutos e vulva, localizados na extremidade posterior do parasito (MORAES,
1948; VINEY; LOK, 2015; COSTA-CRUZ, 2016).

As formas de vida livre medem cerca de 1 mm de comprimento, sendo a fémea

ligeiramente maior que o macho. Sdo fusiformes com a extremidade anterior arredondada e
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posterior afilada. Apresentam cuticula fina, transparente, com leves estriagdes. O aparelho
digestivo € simples, sendo o es6fago curto com formato rabditoide, e dividido em trés partes:
corpo, istmo e bulbo. O aparelho reprodutor da fémea de vida livre € constituido de ttero,
ovarios, oviduto, vulva e receptaculo seminal. O aparelho reprodutor do macho de vida livre é
composto por testiculos, vesicula seminal, canal deferente e canal ejaculador que se abre na
cloaca. Possuem espiculos e gubernéculo, estruturas que auxiliam a copula (MORAES, 1948;
GROVE, 1996; REY, 2001; VINEY; LOK, 2015; COSTA-CRUZ, 2016).

Os ovos originérios das fémeas parasitas medem 0,05 mm de comprimento por 0,03 mm
de largura, enquanto os das fémeas de vida livre medem 0,07 mm de comprimento por 0,04 mm
de largura. Possuem casca fina e transparente e formato eliptico (COSTA-CRUZ, 2016). Os
ovos das fémeas parasitas de S. stercoralis raramente podem ser observados, pois sdo liberados
nas criptas de Lieberkithn, dando origem as larvas rabditoides liberadas nas fezes de
hospedeiros infectados (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015). Nas fezes de
roedores infectados por S. venezuelensis, sdo eliminados ovos em estigio inicial de
desenvolvimento. Enquanto nas fezes de roedores infectados por S. ratti sdo encontrados tanto
ovos quanto larvas rabditoides (LITTLE, 1996; VINEY; KIKUCHI, 2017).

As larvas rabditoides (L1 e L2) medem 0,2 a 0,3 mm de comprimento e possuem
cuticula fina e hialina. O sistema digestorio € composto por boca pequena e esofago rabditoide
formado por dois bulbos: um anterior alongado e cilindrico, o outro posterior e granuloso.
Possui também um primérdio genital localizado no meio do corpo, formado por um aglomerado
de células. A extremidade posterior ¢ uma cauda pontiaguda (MORAES, 1948; REY, 2001;
COSTA-CRUZ, 2016). Larvas L1 e L2 originadas da fémea parasita de S. stercoralis sao
observadas nas fezes do hospedeiro, mas na forma disseminada da infec¢ao, também podem ser

encontradas em outros fluidos biolégicos (COSTA-CRUZ, 2016).
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As larvas filarioides (L3) medem 0,35 a 0,5 mm de comprimento e possuem cuticula
fina e hialina. O es6fago é filarioide, o que origina a denominacao. O intestino € longo e estreito,
terminando em uma abertura anal (MORAES, 1948; VINEY; LOK, 2015; COSTA-CRUZ,
2016). A extremidade posterior termina em duas pontas, formando uma cauda entalhada
(COSTA-CRUZ, 2016). L3 sao as formas infectantes do parasito, podendo penetrar na pele e
mucosas do hospedeiro quando presentes no solo. Larvas filarioides de S. stercoralis também
podem evoluir no interior do hospedeiro e sdo chamadas de larvas filarioides autoinfectantes
(L3a) (BRIGANDI et al., 1997; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; COSTA-
CRUZ, 2016).

Virios caracteres morfologicos sao utilizados na diferenciacio das espécies. Nas fémeas
parasitas observa-se a disposi¢do dos ovarios que sdo paralelos ao intestino em S. stercoralis e
S. ratti, e espiralados em S. venezuelensis. O formato do intestino também € diferenciado. Em
visdo transversal, o intestino de S. stercoralis possui formato hexagonal, o de S. ratti apresenta
formato “badge-shaped”, e o de S. venezuelensis formato “ornate”. Ainda, é importante
verificar quais as formas evolutivas eliminadas nas fezes (ovos, larvas ou ovos e larvas). Anélise
morfométrica do tamanho corporal e posicdo de estruturas também sao utilizadas. A cauda
bifurcada das larvas filarioides infectantes é uma caracteristica inica do género Strongyloides,
sendo importante para a diferenciacdo de outros nematoides intestinais (LITTLE, 1996;

VINEY; KIKUCHI, 2017).
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1.2. Modo de transmissao e ciclo biolégico de Strongyloides

O parasito apresenta duas formas de desenvolvimento: o ciclo de vida direto,
partenogenético ou homogodnico; e o ciclo de vida indireto, de vida livre ou heterogdnico (Fig.
1). No ciclo direto, as larvas rabditoides eliminadas nas fezes e no solo transformam-se em
larvas filarioides infectantes. No ciclo de vida indireto, as larvas rabditoides ddo origem a
machos e fémeas de vida livre e os ovos originados desse acasalamento ddo origem as larvas
rabditoides que em condicOes favoraveis de temperatura, umidade e solo se transformam em
larvas filarioides infectantes (L3). As L3 penetram o hospedeiro pela pele e mucosas e migram
para a regido naso-frontal (S. ratti) ou pulmdes (S. venezuelensis, S. stercoralis) do hospedeiro,
onde se diferenciam em L4. Em seguida migram pela arvore bronquica, chegando até a faringe,
onde sdo deglutidas, e chegam ao intestino delgado. Diferenciam-se em fé€meas
partenogenéticas e aderem a mucosa do intestino delgado, e com o inicio da reproducdo, ovos
e/ou larvas sdo eliminados nas fezes do hospedeiro (VINEY; LOK, 2015; COSTA-CRUZ,
2016; JOURDAN et al., 2018).

A autoinfeccdo parece ser um mecanismo exclusivo de S. stercoralis e promove a
cronificacdo da infec¢do, que pode persistir por décadas em humanos (HIRATA et al., 2006;
ROXBY; GOTTLIEB; LIMAYE, 2009; WEATHERHEAD; MEIJA, 2014). A autoinfec¢do
ocorre de forma exdgena ou enddgena. A primeira ocorre quando larvas rabditoides presentes
na regido perianal de pessoas infectadas transformam-se em larvas filarioides autoinfectantes e
penetram essa regido completando o ciclo direto; a segunda ocorre quando larvas rabditoides
presentes na luz intestinal se transformam em larvas filarioides autoinfectantes e penetram na
mucosa intestinal (COSTA-CRUZ, 2016; RAMOS et al., 2016). A imunidade contra a larva
filarioide infectante ndo € protetora contra a larva filarioide autoinfectante, sugerindo que estas

apresentam diferentes padroes de reconhecimento antigénico (COSTA-CRUZ, 2016). Ciclos
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subsequentes de autoinfec¢do estdo associados com a estrongiloidiase humana grave, onde pode
ocorrer a sindrome da hiperinfec¢do e a infec¢do disseminada, sendo potencialmente fatal
(PUTHIYAKUNNON et al., 2014; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015).

A transmissdo de S. stercoralis por transplante de 6rgaos € de grande importancia, e esta
associada a doadores de 6rgdos com histérico de viagens ou origindrios de regides endémicas
para S. stercoralis. O estado de imunossupressio dos receptores de 6rgaos favorece a reativacao
de uma infec¢do cronica, que pode evoluir para formas graves da estrongiloidiase (NUTMAN,

2016; MOBLEY; DHALA; GHOBRIAL, 2017).
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Figura 1: Ciclo biologico de S. stercoralis. Larvas rabditoides sdo eliminadas nas fezes do hospedeiro e evoluem
para larvas filarioides infectantes no ciclo direto. No ciclo indireto evoluem para fémeas e machos de vida livre
que ap6s a copula originam ovos, larvas rabditoides e larvas filarioides infectantes. As larvas infectantes (L3)
penetram ativamente pela pele ou mucosas, atingindo circulacdo, pulmdes, faringe, e intestino, onde se
estabelecem fémeas parasitas que fazem oviposicdo. fp:fémea parasita; fvl: fémea de vida livre; If: larva filarioide;
Ir: larva rabditoide; mvl: macho de vida livre; o: ovo. Fonte: Costa-Cruz, 2016.
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1.3. Epidemiologia da estrongiloidiase humana

Estima-se que o geo-helminto S. stercoralis infecte de 30 a 100 milhdes de pessoas em
todo o mundo, atingindo também cdes, gatos e macacos (COSTA-CRUZ, 2016). Nas regides
de clima quente e imido e de condi¢des sanitarias inadequadas, ha prevaléncia elevada, de 10
a 40%, pois tais condi¢des promovem a manutencio do ciclo do parasito (SCHAR et al., 2013).
Dados precisos de prevaléncia em paises endémicos sdo desconhecidos, o que resulta em
provavel subestimacao das reais taxas de prevaléncia (WHO, 2018b).

As regides endémicas para a estrongiloidiase sdo Africa subsaariana, Indias Ocidentais,
América Latina e do Sul, sudeste da Asia, Bangladesh, regides leste e central da Unido
Europeia, comunidades indigenas na Austrélia, Porto Rico e Ilhas do Pacifico IZQUERDO et
al., 2013; SCHAR et al., 2013, WANG et al., 2013; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN,
2015).

Na América Latina, paises como Argentina, Equador, Venezuela, Peru e Brasil
apresentam prevaléncia maior que 20% (BUONFRATE et al., 2014; OSTERA; BLUM, 2016).
No Brasil a estrongiloidiase é hiperendémica, com prevaléncia de 5,5% quando diagnosticada
por métodos parasitoldgicos (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).

Em paises desenvolvidos, os casos reportados tém aumentado devido ao crescente
nimero de imigrantes, viajantes e refugiados (IZQUERDO et al., 2013; TOLEDO; MUNOZ-
ANTOLIL ESTEBAN, 2015; OSTERA; BLUM, 2016). Estudos sugerem a implementagao de
programas de triagem para imigrantes de paises endémicos, especialmente aqueles que sejam
imunossuprimidos ou estejam em tratamento cronico com corticosteroides, assim como para
doadores de 6rgaos (MARTINEZ-PEREZ et al., 2018; PACHECO-TENZA, 2018).

Viérios fatores de risco estdo associados a infec¢do por S. stercoralis. As infecc¢des

ocorrem como consequéncia do contato da pele com solo contaminado, portanto dreas com solo
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umido, ambiente inundado e onde nao ha descarte correto de residuos humanos sdo associadas
a um maior risco de infeccOes. Atividades como mineracdo e agricultura também estdo
associadas a maior risco de infec¢do devido ao contato com solo imido (IZQUIERDO et al.,
2013; SCHAR et al., 2013; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015). O papel de cies,
gatos e outros mamiferos como reservatdrios do parasito também sdo importantes fatores de

risco (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015).
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Figura 2: Prevaléncia da infeccdo por S. stercoralis por pais. Fonte: Schér et al., 2013.

1.4. Manifestacoes clinicas da estrongiloidiase humana

Em individuos imunocompetentes a infeccdo por S. stercoralis permanece
assintomatica, ou apresenta sintomas brandos. Na fase aguda da infec¢do, pode ocorrer
urticaria, petéquias e edema focal no local de penetracio das larvas. A gravidade das lesdes

depende do numero de larvas e da presenca de hipersensibilidade. Também pode ocorrer febre
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baixa, mal-estar leve e eosinofilia. Durante o periodo de migracdo das larvas pelos pulmdes e
vias traqueobronquiais podem ocorrer sintomas como tosse, hemoptise, dispneia e
broncopneumonia. Na fase cronica, dois tercos dos pacientes sdo assintomaticos, € 0s
sintomaticos podem apresentar célicas, diarreia intermitente, constipagdo, anorexia, anemia
leve e perda de peso (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; NUTMAN, 2016).

Em individuos imunocomprometidos ha maior risco do desenvolvimento de sindrome
de hiperinfeccdo, caracterizada pela invasdo macica de larvas no intestino e pulmoes, e de
infeccdo disseminada, caracterizada pela presenca de larvas em regides extra-intestinais e extra-
pulmonares (LAM et al., 2006; PUTHIYAKUNNON et al., 2014; TOLEDO; MUNOZ-
ANTOLI; ESTEBAN, 2015; NUTMAN, 2016, BREOLER; ABRAHAM, 2017). A
dissemina¢do do parasito pode levar a ocorréncia de sepse devido a bactérias gram-positivas
transportadas pelo parasito para a corrente sanguinea (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI,
ESTEBAN, 2015).

As principais condigdes imunossupressoras que levam as manifestagdes graves da
parasitose incluem doencas hematolégicas malignas, infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ou pelo virus linfotrépico T humano I (HTLV- 1), leucemia das células T,
transplante de 6rgdos ou medula, uso de corticosteroides, diabetes, alcoolismo e desnutricdo
cronica (MARCOS et al., 2008; IZQUERDO et al., 2013; RUANO et al., 2015). Nessas
condicdes a carga parasitiria é alta, facilitando o diagnostico, mesmo assim a taxa de
mortalidade pode chegar a 80% (SIDDIQUI; BERK, 2001; CONCHA; HARRINGTON;

ROGERS, 2005; REPETTO et al., 2016).
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1.5. Diagnéstico, tratamento e profilaxia da estrongiloidiase humana

O diagndstico laboratorial de S. stercoralis pode ser realizado por diferentes técnicas
parasitoldgicas, imunoldgicas e moleculares (COSTA-CRUZ, 2016). Métodos parasitoldgicos
sdo baseados na identificacdo do parasito em amostras de fezes. A liberacdo irregular e intermitente
de larvas pelas fezes leva a baixa sensibilidade desses métodos, requerendo a utiliza¢do de niimero
elevado de amostras e de técnicos bem treinados para realizagdo da identificagdo morfoldgica
(LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014; CORRAL et al., 2015). Os métodos imunoldgicos sao
mais sensiveis, mas a obtencdo de antigenos homoélogos é dificil, sendo, portanto, utilizados
antigenos heter6logos obtidos de S. ratti e S. venezuelensis. Os métodos moleculares apresentam
alta sensibilidade e permitem a amplificacio de pequenas quantidades de DNA do parasito
(SAUGAR et al., 2011; CHAVES et al., 2015). Entretanto, sdo limitados devido a liberacdo
intermitente de larvas, presen¢a de inibidores de amplificacdo nas fezes, necessidade de
padronizacio laboratorial e equipamentos de alto custo (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014).

Os medicamentos mais eficazes no tratamento da estrongiloidiase sdo ivermectina,
albendazol e tiabendazol (WHO, 2018a). Ivermectina a 200 mg/kg, deve ser administrada
durante dois dias (JOURDAN et al., 2018). Embora seja a droga de escolha, ivermectina nao
esta disponivel em todos os paises endémicos (WHO, 2018a). De forma alternativa, podem ser
administradas duas doses didrias de 400 mg de albendazol durante 7 dias, ou tiabendazol a
25mg/kg a cada 12 horas, durante 3 dias (JOURDAN et al., 2018).

Ainda ndo existem medidas imunoprofilaticas para o manejo da estrongiloidiase.
Estudos experimentais usando principalmente os parasitos de roedores, S. ratti e S. venezuelensis,

buscam por proteinas antigénicas com potencial vacinal para Strongyloides sp. (LEVENHAGEN;

CONTE; COSTA-CRUZ, 2016).
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1.6. Resposta imunolégica do hospedeiro

A resposta imunolégica de humanos a S. stercoralis ainda ndo foi estudada em detalhes.
A maioria dos conhecimentos disponiveis foram obtidos de estudos com modelos animais, que
demonstram a participacdio de mecanismos da resposta imunoldgica inata e adaptativa
(NUTMAN, 2016; BREOLER; ABRAHAM, 2017).

Assim como para outros helmintos intestinais, a resposta imunoldgica cldssica contra
Strongyloides spp. é caracterizada pelo perfil de células Th2 (CORTES et al., 2017). Também
ha participacdo de células do perfil Thl e Thl7, reguladas pelo antigeno do parasito
(ANURADHA et al., 2015). Recentemente foi demonstrada a participacdo de células do perfil
Th9 na resposta contra estrongiloidiase (REITZ et al., 2018).

A penetracdo de larvas infectantes na pele inicia a infec¢do ativando diferentes tipos
celulares como células linfoides inatas, macréfagos, células natural killer, eosin6filos, basofilos
e mastocitos. Ao se estabelecerem no intestino, os parasitos adultos induzem a diferenciacdo de
um pequeno numero de células efetoras Th1/Th17, e um nimero grande de células efetoras
Th2, cuja acdo, associada ao anticorpo IgE, pode eliminar alguns parasitos. No periodo de
laténcia ha expansdo de células do perfil Th2/Th9, reducado de células Th1/Th17 e indugdo de
macréfagos ativados alternativamente. A cronificacdo da infeccdo leva a expansao de IL-10
e/ou células T reguladoras, produtoras de TGF-f e uma pequena diminuicdo de células Th2
(NUTMAN, 2016).

Em modelos animais, eosin6filos e neutr6filos desempenham papeis na interface entre
a resposta imune inata e adaptativa, atuando na morte de Strongyloides spp. (BREOLER;
ABRAHAM, 2017). Eosinéfilos ativados por antigenos atuam como células apresentadoras de
antigeno estimulando producao de citocinas Th2 especificas, como IL-4 e IL-5. IL-5 promove

a producio de IgE e IgG4 e citocinas como IL-8, que atrai granuldcitos neutréfilos para atuar
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matando larvas. IgE promove a degranula¢do de mastdcitos e aumenta ainda mais a migra¢ao
de eosindfilos. IL-5 age também como fator estimulador de col6nia promovendo crescimento e
ativacio de eosindfilos (WEATHERHEAD; MEIJA, 2014).

A migragdo de S. venezuelensis no tecido pulmonar induz a produgao de IL.-33, que atua
desencadeando a expansao de IL-5 e IL-13, que promovem o controle do parasito e inicio da
resposta Th2 classica, com producao de IL-3, IL-4, IL-9 e IL-13. IL-4 estimula a producao de
IgG1 e IgE por plasmocitos. IgG, IgE, IL-3 e IL-9 ativam mastdcitos e outras células efetoras
intestinais, promovendo a expulsdo do parasito. Sabe-se que a expulsdo da fémea parasita €
dependente de mastdcitos ativados e mediados por IgE e IgG especificas, em associagdo com
FceR e FcyR, mas o mecanismo exato de expulsdo ainda ndo foi descrito (BREOLER;
ABRAHAM, 2017).

Pacientes com estrongiloidiase desenvolvem anticorpos especificos das classes IgG,
IgA, IgM e IgE. Duas semanas apoés infeccdo, as subclasses IgG1 e IgG4 s@o predominantes,
persistindo por até 20 semanas. IgA pode ser detectada tanto no soro, na saliva e leite materno.
IgM € encontrada na fase inicial da infec¢do, com pico ocorrendo em uma semana e podendo
persistir por até trés. Pacientes imunossuprimidos possuem niveis reduzidos de IgA e IgM, os
niveis de IgE podem ser normais, mas os niveis de IgG siao altos, semelhantes aos de pacientes
imunocompetentes (MARCOS et al., 2011 TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015;

COSTA-CRUZ, 2016).
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1.7. Imunocomprometimento associado a infeccao por Strongyloides: glicocorticoides

(GC)

Os GC, assim nomeados devido ao seu efeito no metabolismo de carboidratos, atuam
sobre diversas funcdes homeostiticas, metabdlicas, cognitivas, inflamatérias e
imunomodulatérias (PARAGLIOLA et al., 2017). Seus efeitos ocorrem a partir da interagao
com os receptores glicocorticoides (RG), membros da familia de proteinas de receptores de
hormoénios esteroides, presentes em quase todos os tecidos de vertebrados. (RHEN;
CIDLOWSKI, 2005).

Ativagdo de RG no citoplasma leva a translocacdo do receptor para o nucleo, e ligacao
as regides promotoras dos genes alvo, resultando na ativacdo de fatores de transcri¢do
(transativacdo) ou na inibi¢do de fatores de transcri¢do (transrepressdo) de genes relacionados
a inflamacdo, como a proteina ativadora 1 (AP-1) e o fator nuclear kappa  (NFk-B) (HART et
al., 2000; LOWENBERG et al., 2008; COUTINHO; CHAPMAN, 2011).

A transrepressdo é responsavel pelos efeitos anti-inflamatérios € imunomodulatérios,
enquanto a transativacdo estd associada a efeitos indesejados e a algumas atividades
imunossupressoras. Efeitos secundérios e ndo génomicos também ocorrem, e sdo mediados
pelos RG ou pela interacdo direta e ndo especifica dos GC com membranas celulares (STAHN
etal., 2007). O GC sintético dexametasona, por exemplo, ataca RG ligados a membrana levando
ao comprometimento de sinalizacdo de linfécitos T (LOWENBERG et al., 2008).

GC sao capazes de inibir os eventos iniciais do processo inflamatério, como a
vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vascular e a migragdo de leuc6citos ao local da
inflamacdo. Além disso, inibem a transcricdo de muitos genes codificadores de citocinas pro-
inflamatoérias e quimiocinas, moléculas de adesdo celular e enzimas envolvidas com a iniciacao

e manutencdo do processo inflamatério. Também alteram a distribuicdo/trifego,
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morte/sobrevivéncia e programas de diferenciacdo celular de leucdcitos (COUTINHO;
CHAPMAN, 2011).

Dentre os efeitos dos GC sobre a resposta imunoldgica, observa-se a diminui¢do do
nimero de mondcitos/macréfagos circulantes, da expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe II e receptores Fc, e da sintese de citocinas pré-
inflamatoérias (IL-2, IL-6 e TNFa). Diminui¢do do nimero de linfécitos T circulantes, da
producdo e acdo de IL-2, e do nimero de basoéfilos e de eosindfilos circulantes. Em relacdo as
células endoteliais, ha diminui¢do da permeabilidade vascular, a expressdo de moléculas de
adesdo e a producdo de IL-1 e prostaglandinas. Também ocorre diminui¢c@o da proliferacdo de
fibroblastos e da producdo de fibronectina (BUTTGEREIT et al., 2005, STAHN et al., 2007).

Uma das principais categorias de imunocomprometimento consiste nas condi¢oes
induzidas farmacologicamente por GC para o tratamento de doencas autoimunes, alérgicas e
inflamatorias, bem como para a prevencdo de rejeicdo de Orgdos transplantados (KEISER;
NUTMAN, 2004).

A infeccdo por S. stercoralis em hospedeiros imunossuprimidos tem maior intensidade
e dura por mais tempo, facilitando o processo de autoinfec¢do (VINEY; LOK, 2015). Os GC
apresentam associagdo especifica com o desenvolvimento de sindrome de hiperinfecdo e com
a ocorréncia da disseminagdo da infec¢do, gerando quadros graves de estrongiloidiase. Esses
quadros podem ser resultado da administragdao de doses altas ou baixas, de tratamentos a longo
ou curto prazo, independentemente da via de administracio (KEISER; NUTMAN, 2004;
NUTMAN, 2016). Hiperinfeccao foi registrada como resultado da injecdo local de GC, bem
como de altos niveis de corticoides endogenos ou farmacologicamente administrados
(KEISER; NUTMAN, 2004).

Efeitos supressores dos GC sobre o sistema imunolégico dos hospedeiros sao amplos,

bem estabelecidos e podem aumentar a predisposicdo a ocorréncia de casos graves da
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estrongiloidiase. Além disso, acredita-se que GC atuem diretamente sobre o parasito,
acelerando a transformacdo de larvas rabditoides em larvas filarioides infectantes, ou
rejuvenescendo fémeas parasitas reprodutivamente latentes (GENTA, 1992; KEISER;
NUTMAN, 2004; REPETTO et al., 2016). Siddiqui e colaboradores (2000), demonstraram a
presenca de DNA complementar (cDNA) que codifica receptores de hormonios nucleares em
S. stercoralis, acredita-se que esses receptores poderiam desencadear a ocorréncia da sindrome

de hiperinfec¢do associada ao uso de GC.

1.8. Dexametasona

A dexametasona (DEX) (Fig. 3) € um farmaco sintético da classe dos GC, que apresenta
potentes agdes imunossupressoras e anti-inflamatdrias, € utilizada especialmente no cenario das
doencas autoimunes, do transplante de 6rgdos e em condi¢des inflamatdrias cronicas das vias
aéreas (MACHADO et al., 2011).

DEX ¢ um po6 cristalino branco, quimicamente conhecido como 9a-flior-16a-
metilprednisolona. E praticamente insoliivel em 4gua e parcialmente solivel em 4lcool,
acetona, dioxano e metanol. Seu mecanismo de acdo, assim como de outros GC, ocorre pela
difusdao através de membranas celulares e formacdo de complexos com receptores
citoplasmaticos especificos, os RG. Os complexos penetram o ntcleo celular e estimulam a
transcricdo de RNA mensageiro (mMRNA) e posterior sintese de enzimas responsaveis pelos
efeitos sist€émicos dos glicocorticoides. Também suprime a transcricio do mRNA em células
imunoldgicas, como linfdcitos. Sua acdo anti-inflamatdria consiste na inibi¢dao do actimulo das
células inflamatdrias, como macréfagos e linfécitos, no local da inflamacao. Inibe a fagocitose,

a liberacdo de enzimas lisossdmicas e sintese e liberacdo de mediadores inflamatérios. Sua acido
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imunossupressora consiste na deplecdo de linfécitos T, mondcitos eosindfilos, inibicdo da
sintese de imunoglobulinas e da sintese/liberacdo de interleucinas. Além disso, estimula o
catabolismo proteico, induz o metabolismo de aminoicidos e aumenta a disponibilidade de
glicose (EMS, 2019).

Em geral os GC sintéticos apresentam maior afinidade, maior biodisponibilidade, e sdo
pouco metabolizados, persistindo no plasma por mais tempo, quando comparados aos
corticoides enddgenos (cortisol, corticosterona) (PARAGLIOLA et al.,, 2017). DEX ¢
rapidamente absorvida no trato gastrointestinal e tem ripido inicio de acdo, seu efeito maximo
€ atingido de 1 a 2 horas ap0s administracdo. Possui alta ligagdo com proteinas plasmaticas,
cerca de 65 a 90%. A biotransformacdo de DEX € primariamente hepética e parcialmente
pulmonar, e sua excre¢do € renal (EMS, 2019). Possui meia vida de 36 a 54 horas, e atividade
anti-inflamatéria 30 vezes maior do que a hidrocortisona (forma sintética do cortisol)
(PARAGLIOLA et al., 2017).

DEX possui formas de apresentagdo livre e esterificadas, e pode ser administrada por
diversas vias. A dexametasona base (C2H20FOs) pode ser administrada por via topica,
inalatdria, oftdlmica e oral. Acetato de dexametasona (C24H31FOg) pode ser administrada por
via intramuscular, intravenosa, topica e oftdlmica. E fosfato dissédico de dexametasona
(C22H28FNa>OgP) pode ser administrada por via cutanea, inalatéria, por injecao tecidual, intra-

articular, intra-lesional, intra-muscular, intra-venosa e oftalmica (DRUGBANK, 2019).

Figura 3: Férmula molecular da dexametasona Fonte: Pubchem Compound Database, 2019.
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1.9. Vias de administracao oral e subcutanea

Dentre as vias de administracdo sist€émica de farmacos, encontram-se as vias enteral e
parenteral. Na via enteral o farmaco € absorvido pelo trato gastrointestinal para atingir a
corrente sanguinea, como na administrag@o oral, em que o fairmaco € ingerido pela boca. Na via
parenteral o farmaco ¢ administrando com auxilio de injecdes e ndo passa pelo trato
gastrointestinal, atingindo diretamente a corrente sanguinea, como na administracao subcutinea
(VERMA et al., 2010).

A administracdo oral de farmacos € segura, ndo invasiva e apresenta custos
relativamente baixos. Além disso, reduz o risco de infec¢des associadas as administracoes
injetaveis (GUPTA; BHANDARI; SHARMA, 2009; EZRAHI; ASERIN; GARTI, 2019). Por
essa via, a absorcao do farmaco ocorre ao longo de todo o trato gastrointestinal. Uma das suas
desvantagens € a ocorréncia do efeito de primeira passagem, que consiste na metabolizacdo do
farmaco pelo figado antes de alcangar a circulacao sistémica (VERMA et al., 2010).

Administracdo por injecdes subcutineas sdo extensivamente utilizadas como via de
administracdo alternativa para casos em que ocorre baixa biodisponibilidade via oral ou na
tentativa de prolongar a exposicao sistétmica (McLENNAN; PORTER; CHARMAN, 2005).
Para alcancar a circulagdo sist€émica, o firmaco deve percorrer o intersticio e em seguida
alcancar os capilares linfaticos ou sanguineos (SEQUEIRA et al., 2019).

O tempo para o inicio da a¢do dos farmacos vai depender de sua composicdo e da sua
via de administracdo. Em geral, a a¢do de farmacos administrados por via oral inicia-se dentro
de 30 a 90 minutos, enquanto a acdo de farmacos administrados pela via subcutinea inicia-se

dentro de 15 a 30 minutos (VERMA et al., 2010).
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1.10. Roedores infectados por Strongyloides venezuelensis: modelo de estudo da

estrongiloidiase

Dentre as espécies que compde o género Strongyloides, S. ratti e S. venezuelensis sao
parasitos naturais de ratos (Rattus norvegicus). Ambos, S. ratti e S. venezuelensis podem
infectar camundongos de laboratério (Mus musculus domesticus) experimentalmente, mas a
infeccdo ndo se estabelece tdo facilmente quanto em ratos (SATO; TOMA, 1990a;
AMARANTE; OLIVEIRA-SERQUEIRA, 2002, VINEY; KIKUCHI, 2017).

A infeccdo ocorre pela penetracio de larvas filarioides infectantes na pele do
hospedeiro, que se completa dentro de 10 a 20 minutos para S. venezuelensis (VINEY;
KIKUCHI, 2017). Sua rota de migracdo é semelhante a de S. stercoralis. ApOs penetragdo pela
pele, migra para os pulmdes e traqueia, chegando por fim ao intestino delgado onde atinge a
maturidade sexual (MARRA et al., 2011).

Strongyloides venezuelensis é de facil manuten¢do laboratorial. A infec¢do de ratos pode
ser realizada por injecdo subcutanea de larvas filarioides infectantes, e se torna patente em um
periodo de 4 a 5 d.p.i. A infeccdo também pode ser estabelecida de forma mais natural, pela
exposicao da pele do animal as larvas filarioides infectantes. Para isso uma pequena parte da
pele é raspada, com o animal anestesiado, e as larvas sdo aplicadas na regido. Doses de até
30.000 larvas filarioides infectantes de S. venezuelensis sao toleradas por ratos. A aplicacdo de
diferentes doses resulta em infec¢des de intensidades variadas (VINEY; KIKUCHI, 2017).

Fezes de animais infectados sdo utilizadas como fonte de obtencdo das formas
infectantes. Para S. venezuelensis, formas de vida livre raramente sdo encontradas em culturas
de fezes. Mas o desenvolvimento direto em larvas filarioides infectantes ocorre dentro de dois

dias de culturas de fezes mantidas a 25°C (VINEY; LOK, 2015).
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Virias cepas de ratos de laboratério sdo suscetiveis a infeccdo por S. venezuelensis.
Fatores como idade e sexo alteram a dinamica de infeccdo, sendo que fémeas tornam-se mais
resistentes a infeccao a medida em que envelhecem, e machos tornam-se mais susceptiveis. A
susceptibilidade de camundongos também ¢ varidvel, sendo C57BL/6 altamente suscetivel e
BALB/c, C3H/He e NIH mais resistentes (SATO; TOMA, 1990b; AMARANTE; OLIVEIRA-
SERQUEIRA, 2002; VINEY; KIKUCHI, 2017). Outras espécies susceptiveis sdo gerbil da
Mongolia (Meriones unguiculatus), hamster sirio (Mesocricetus auratus), rato indiano de pelo
macio (Millardia meltada) e rato algodao (Sigmodon hispidus) (VINEY; KIKUCHI, 2017).

A resposta imunologica de ratos imunocompetentes infectados experimentalmente por
S. venezuelensis resulta na expulsdo da maioria dos parasitos em um periodo de 10 a 14 d.p.i.
Os ratos se tornam imunes a reinfec¢do, caracterizando uma infecgdo autolimitante (VINEY;
KIKUCHI, 2017).

A infeccdo experimental de roedores é um modelo laboratorial bem estabelecido e
amplamente usado na compreensdo da relacdo parasito-hospedeiro e de aspectos
imunobioldgicos da estrongiloidiase. A ocorréncia de auto-infec¢do é um mecanismo que
parece ocorrer exclusivamente na infeccdo humana por S. stercoralis (LOK et al., 2016). Tal
fendmeno ndo ocorre naturalmente e ndo pode ser induzido em roedores infectados por S.
venezuelensis (VINEY; KIKUCHI, 2017).

Uma estratégia comum utilizada por parasitas nematoides para aumentar sua propria
sobrevivéncia €, de alguma forma, modular as respostas imunoldgicas do hospedeiro. Esse
fendmeno foi descrito para Strongyloides spp. em modelos de roedores (NEGRAO-CORREA
et al., 2003; HARTMANN; ESCHBACH; BREOLER, 2012).

Considerando a importancia da imunossupressao no contexto da estrongiloidiase e o
amplo uso de modelos experimentais animais para seu estudo, a avaliacdo da administragao

DEX pelas vias oral e subcutdnea pode contribuir para validagdo de um modelo de
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imunossupressdo induzida farmacologicamente na estrongiloidiase murina. A andlise dos
efeitos produzidos pelas diferentes vias de administragao pode orientar a determinagao de um

protocolo ttil ao estudo de aspectos imunobioldgicos da estrongiloidiase.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar e comparar protocolos de administracdo oral e subcutanea de dexametasona
(DEX) quanto a eficiacia na inducdo de imunossupressdo em ratos experimentalmente

infectados com S. venezuelensis.

2.2. Objetivos especificos

» Avaliar o peso e sobrevivéncia de animais tratados com dexametasona administrada

por ambas as vias (pardmetros fisicos);

» Avaliar os efeitos de DEX administrada por ambas as vias sobre o perfil leucocitario
dos animais, pelas contagens global e diferencial de leucdcitos em amostras de sangue

(parametros hematoldgicos);

» Acompanhar a producido de imunoglobulina G (IgG) e suas fracdes (IgG1 e IgG2a) por
animais tratados por ambas as vias, usando o método enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) (parametros imunoldgicos);
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» Avaliar a carga parasitaria de animais tratados por ambas as vias, pela contagem de
ovos por grama de fezes (OPG) e recuperacdo de fémeas parasitas do intestino

(parametros parasitologicos).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O estudo foi realizado no Laboratério de Diagnoéstico de Parasitoses do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob orientacdo da Prof*
Dr* Julia Maria Costa Cruz. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os
principios éticos em pesquisa animal adotados pelo Comité de Etica na Utilizacio de Animais
(CEUA-UFU) e aprovados sob o parecer N° 103/16.

A cepade S. venezuelensis utilizada para a infeccao experimental e produ¢do de extrato
salino foi mantida na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR-UFU) em conformidade com o
projeto “Manutencdo da cepa de Strongyloides venezuelensis em Rattus norvegicus Wistar”

aprovado sob o parecer N° 075/08 pelo CEUA-UFU.

3.2. Animais

Os animais experimentais Specific Pathogen Free (SPF), mantidos na REBIR-UFU,
foram acondicionados em mini-isoladores (Ventilife, Alesco, Monte Mor, Brasil) com
densidade méixima de seis animais alojados em rack ventilado de alta bioconte¢do, com
temperatura, ventilagdo e pressao controladas. Os ratos foram mantidos em cama de maravalha
com provisdes de rac¢do industrial e dgua esterilizadas ad libitum. A temperatura da sala-colonia

era de 22 * 2° C, com ciclo de iluminacgéo artificial claro (12h) e escuro (12h). Todos os
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procedimentos e manuseio dos animais foram realizados em fluxo laminar (Biosafety cabinet
Tecniplast, Varese, Italia).

Foram utilizados 36 ratos machos da espécie Rattus norvegicus linhagem Wistar, de 4
a 6 semanas de idade, pesando aproximadamente 100 a 200 g, divididos em seis grupos com
seis individuos em cada:

G I: animais ndo tratados e ndo infectados (—).

G II: animais néo tratados e infectados (+).

G III: animais tratados por via de administrag@o oral e ndo infectados (o —).

G I'V: animais tratados por via de administragcdo oral e infectados (o +).

G V: animais tratados por via de administrac@o subcutinea e nao infectados (sc —).

G VI: animais tratados por via de administracdo subcutinea e infectados (sc +).

3.3. Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados durante 35 dias. O tratamento por via de
administracdooral foi iniciado 5 dias antes da infeccao, e reforcos foram administrados nos dias
8 e 21 apds a infeccdo. O tratamento por via de administracdo subcutinea foi iniciado no dia 0,
1 hora antes da infeccdo experimental por S. vemezuelensis. A infeccdo experimental foi
realizada com aproximadamente 3000 larvas filarioides de S. venezuelensis. Nos dias 0, 8, 13,
21 e 30 foram realizadas pesagens, coletas de amostras de fezes e sangue dos animais. Nos dias
5, 7 e 26 foram coletadas apenas amostras de fezes. No 30° d.p.i foi realizada a eutanésia e

coleta do intestino dos animais (Fig. 4).
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Figura 4: Delineamento experimental das imunossupressdes, infec¢do e coletas de amostras.

3.4. Imunossupressao farmacolégica com dexametasona

3.4.1. Administracao oral

Animais pertencentes aos grupos de administragdo oral (G IIl e G IV) receberam
dexametasona (Brainfarma Inddstria Quimica e Farmacéutica S.A., Anapolis, Goids, Brasil)
diluida em agua esterilizada (5 pg/ml). O protocolo de tratamento foi iniciado 5 dias antes da
infec¢do, como descrito por Romand, Thulliez e Dubey (1998), com modificacdes. A solugdo
preparada foi transferida aos bebedouros dos animais e disponibilizada durante o periodo de
tratamento, com reposicao realizada conforme o consumo pelos animais. Refor¢o do tratamento

foi realizado nos dias 8 e 21 apds infec¢do, com duracdo de 5 dias cada.
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3.4.2. Administracao subcutanea

Animais pertencentes aos grupos de administracdo subcutanea (G V e G VI) receberam
injecOes abdominais didrias de fosfato dissddico de dexametasona (Aché Laboratérios
Farmacéuticos S.A., S@o Paulo, Brasil) a 2 mg/kg. A primeira administracio foi realizada uma

hora antes da infec¢ao, conforme descrito por Machado et al. (2011), com modificacdes.

3.5. Obtencao de larvas filarioides de S. venezuelensis e infec¢cao experimental

Larvas filarioides infectantes de S. venezuelensis foram obtidas de fezes de Rattus
norvegicus Wistar infectados que sdo mantidos na REBIR-UFU. Fezes foram coletadas no 8°
d.p.1., homogeneizadas com carvao animal e mantidas em estufa por 3 dias a 28°C, conforme
descrito por Loos (NEVES, 2016). Em seguida as larvas foram recuperadas pelo método de
Rugai, Matos e Brizola (1954).

Os animais dos grupos infectados (G II, G IV e G VI) foram inoculados
subcutaneamente com cerca de 3.000 larvas filarioides na regido abdominal apds o inicio dos

protocolos de tratamento com dexametasona.

3.6. Avaliacao de peso corporal e sobrevivéncia

Para determinar se o tratamento com dexametasona influencia no ganho de peso dos
animais foram realizadas pesagens nos dias -5 (G, GII, GIle G1V) e 0, 8, 13, 21 e 30 (todos

os grupos). A perda de animais foi registrada nos dias de ocorréncia.
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3.7. Coleta de amostras de sangue e obtencao de soro

Amostras de sangue dos animais foram coletadas no dia O (antes da infeccdo), 8, 13 e
21 d.p.i. por pung¢do caudal, e no 30 d.p.i., quando foram sacrificados por exsanguinacdo total
por puncao cardiaca. Animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (Sespo Industria
e Comércio LTDA, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) a 60 mg / kg e xilazina (Sespo Industria e
Comércio LTDA, Paulinia, Sao Paulo, Brasil) a 10 mg / kg. As amostras foram coletadas em
tubos contendo EDTA e uma aliquota foi utilizada na avaliacdo dos parametros hematolégicos.
O restante centrifugado a 3.000 rotagdes por minuto (rpm) para obtencdo do soro, que foi

armazenado a —20 ° C até ser utilizado na avalia¢do de parametros imunolégicos.

3.8. Avaliacao de parametros hematologicos: contagem global e diferencial de leucécitos

A contagem global de leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer com 20 pl de
sangue diluido em 380 pl da solucao de Turk (Ranylab Quimica e Farmacéutica Ltda., Caigaras
Barbacena, Minas Gerais, Brasil).

Para a contagem diferencial, os esfregacos de sangue foram confeccionados e corados
com o corante rdpido Pandtico (Larboclin Produtos para Laboratérios Ltda., Pinhais, Paran,
Brasil). Em seguida, 100 células foram contadas e identificadas morfologicamente em

diferentes campos, por meio de microscopia optica, com aumento de 100 vezes.
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3.9. Avaliacao de parametros imunoldgicos

3.9.1. Producao de extrato salino de larvas filarioides de S. venezuelensis

O extrato salino utilizado nas reacdes de ELISA foi produzido a partir de
aproximadamente 300.000 larvas filarioides conforme descrito por Gonzaga e colaboradores
(2011), com algumas modificacdes. As larvas foram recuperadas da mesma forma descrita no
item 3.4. Ap6s a adicdo de inibidores de protease, as larvas foram rompidas por ciclos de
congelamento (1 min, 196 °C). O extrato foi centrifugado (10.500 rpm durante 30 minutos a
4°C), e o sobrenadante foi recolhido. O método de Lowry e colaboradores (1951) foi utilizado
para determinar a concentracdo proteica do extrato, que foi armazenado a —20 ° C até o

momento do uso.

3.9.2. ELISA indireto para deteccio dos niveis de IgG total, IgG1 e IgG2a

O acompanhamento da producdo de anticorpos especificos para S. venezuelensis foi
realizada por ELISA indireto, de acordo com De Sousa e colaboradores. (2016), com
modificacdes. Para a avaliacdo foram feitos pools de soros de cada grupo para cada dia de coleta
de sangue. Estudos preliminares foram realizados para estabelecer as condi¢des ideais para o
antigeno, soro e conjugado.

Para IgG total, microplacas de poliestireno de baixa afinidade (Greiner Bio-One, Solingen,
Germany) foram sensibilizadas com extrato salino de S. venezuelensis diluido em tampao

carbonato-bicarbonato na concentracdo de 5 pg/ml. Para IgG1 e IgG2a placas de poliestireno
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de alta afinidade (Santa Cruz Biotechnology, California, USA) foram sensibilizadas com
extrato salino na concentracao de 10 pg/ml. As microplacas foram incubadas overnight a 4 °C.
Em seguida foram lavadas trés vezes com Phosphate buffered saline (PBS) (0,1mol/L, pH 7,2)
com 0,05% de Tween 20 (PBST). Para as placas de alta afinidade, foi adicionada uma etapa de
bloqueio com bovine serum albumin (BSA) diluida em PBST a 1%, com incubacao a 37°C por
1 h. Os pools de soro foram diluidos (1:10) em PBST com leite em p6 (Molico, Nestle, Brasil)
a 1%, adicionados a placa e incubados a 37°C por 45 min, para IgG total. Para IgG1 e IgG2a, a
diluicao foi feita em PBST-BSA e a incubacgdo por 2h. Apos trés lavagens com PBST, as placas
foram incubadas com conjugado com peroxidase, anti-IgG de rato (molécula completa, Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, USA) diluido (1:1000) em PBSTM a 37°C por 45 min. Para IgGl e
IgG2a, as placas foram incubadas com anticorpos biotinilados anti- IgG1/IgG2a de rato (BD
Biosciences, California, USA), diluido (1:2000) em PBST-BSA, a 37°C por 1h, e apo0s
lavagens, incubadas com peroxidase-estreptavdina (BD Biosciences, California, USA) diluida
em PBST-BSA (1:1000) a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds lavagens, as reacoes
foram reveladas pela adi¢do de 5 pg de o-fenilenodiamina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)
e 5 ul de peroxido de hidrogénio (30%) (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) diluidos em 12,5 ml de
tampao citrato-fosfato (0,1 M, pH 5,5). A reagdo procedeu por 15 minutos e foi interrompida
pela adicao de 25 ul de H>SO4 2 N (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) por poco da placa.

Densidades 6pticas (DO) foram determinadas a 492 nm em leitora de ELISA (Epoch,
BioTek, Vermont, USA). O limiar de detec¢do (cutoff) para cada reagao foi determinado pela
média dos valores de DO das amostras de soro coletados antes da infeccio (dia 0). Niveis de

anticorpos foram expressos em Indice ELISA (IE), onde IE= DO da amostra / DO do cutoff.
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3.10. Avaliacao de parametros parasitologicos: ovos por grama de fezes e contagem de

fémeas parasitas

As fezes de animais infectados foram coletadas em 5, 7, 8, 13, 21, 26 e 30 d.p.i. para
estimar o nimero de OPG usando o método de Cornell-MacMaster (GORDON; WHITLOCK,
1939). No 30° d.p.i., ap6s a eutanésia, os intestinos delgados foram removidos, seccionados
longitudinalmente e incubados em placa de Petri contendo PBS, a 37 ° C por duas horas. A
solucdo foi coletada e centrifugada a 1000 rpm e a contagem de fémeas parasitas foi realizada

de acordo com Sato e Toma (1990b).

3.11. Analise estatistica

Analises estatisticas do peso, das contagens global e diferencial de leucécitos, OPG e
contagem de fémeas parasitas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis.
Mann-Whitney foi usado para comparagdes multiplas 2 a 2, seguido da corre¢ao de Bonferroni-
Holm. Os dados foram apresentados em mediana e intervalo interquartil. Valores de p foram
considerados estatisticamente significativos quando foram menores do que 0,05. Todos os
testes foram realizados usando o software GraphPad Prism versao 6.0 (GraphPad Software,

San Diego, EUA)
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3.12. Normas de biosseguranca

O procedimento de coleta e processamento das amostras de soros e reagentes, bem
como a utilizagdo dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranca descritas por Mineo (2009).
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4. RESULTADOS

4.1. Peso corporal e sobrevivéncia

Acompanhamento do ganho de peso corporal ao longo dos dias foi realizado para todos
os grupos (Fig. 5). Animais dos grupos GI(—), GII (+), GIII (0 —) e G IV (o +) foram pesados
inicialmente no dia -5 (inicio do tratamento pela via oral). Os animais dos grupos G V (sc —) e
G VI (sc +) foram pesados inicialmente no dia O (inicio da imunossupressao subcutanea).

Em relacdo a G I (—), observou-se que a mediana (Md) do peso foi significativamente
maior no dia 8 (Md=210) em relacdo ao dia -5 (Md=163,5) e manteve-se alta nos dias 13
(Md=274,5), 21 (Md=299) e 30 (Md=334). Quanto a G II (+), a mediana do peso foi
significativamente maior no dia 8 (Md=211) em relacdo ao dia -5 (Md=162), mantendo-se nos
dias 13 (Md=237,5) e 21 (Md=240,5) e voltando a aumentar no dia 30 (Md=277).

A mediana de peso do grupo G III (o —) foi maior somente nos dias 21 (Md=196) e 30
(Md=193) em relacdo ao dia 0 (Md=144,5). A mediana de G IV (o +) foi maior no dia 8
(Md=139) em relacgdo aos dias -5 (Md=114) e 0 (Md=106,5), mantendo-se no dia 13 (Md=125),
voltando a aumentar no dia 21(Md=196) e mantendo-se no dia 30 (Md=153).

Os grupos tratados pela via subcutinea (G V e G VI) mostraram tendéncia de
manutencdo de peso ao longo dos dias, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre
nenhum dos dias analisados.

Os animais foram analisados diariamente para registro de eventuais perdas ocorridas no
periodo de estudo. A morte de um animal de G VI (sc +) foi registrada no dia 0, e de um animal

do grupo G I (—) foi registrada no dia 21.
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Figura 5: Monitoramento do peso corporal (g) dos animais nos dias —5, 0, 8, 13, 21 ¢ 30. Os valores foram
expressos em mediana e intervalo interquartil. G I (—), GII (+), GIII (0o —) e G IV (o +) foram inicialmente pesados
5 dias antes da infeccdo, antes do inicio do tratamento pela via oral. A linha pontilhada separa os dias antes da
infeccdo e os dias apds infeccdo. G I (—): animais ndo tratados e ndo infectados. G II (+): animais ndo tratados e
infectados. G III (o —).: animais tratados por via de administragdo oral e ndo infectados. G IV (o +): animais
tratados por via de administracdo oral e infectados. G V (sc —): animais tratados por via de administracdo
subcutinea e ndo infectados. G VI (sc +): animais tratados por via de administracio subcutinea e infectados.

4.2. Contagem global e diferencial de leucécitos no sangue periférico

4.2.1. Contagem global de leucécitos por mm? de sangue

A Fig. 6 mostra os resultados da contagem global de leucécitos por mm3 de sangue,
expressos em mediana e intervalo interquartil. Avaliag¢do intragrupo foi realizada por andlises
estatisticas comparativas do mesmo grupo ao longo dos dias. Avaliacdo intergrupo foi realizada
por andlises estatisticas comparativas entre GI (—) vs. GIII (0 =), GI(—) vs. GV (sc —), G II

H)vs.GIV(0+),GIIvs. GVI(sc+),GIII(0—)vs GV (sc—)eGIV (0o+)vs. G VI(sc+).
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Andlises estatisticas intragrupo (ndo exibidas no grafico) mostraram que ao longo dos
dias, a mediana de leucocitos de G 1 (—) e GIII (o —) e G VI (sc +) ndo apresentaram alteragdes.
A mediana de G II (+) aumentou significativamente no dia 8§ (Md=11.400) em relacdo ao dia 0
(Md=5.600), manteve-se nos dias 13 (Md=11.425) e 21 (Md=9.125), e voltou aos patamares
do dia 0, no dia 30 (Md=4.675). A mediana de G IV (o +) diminuiu significativamente no dia
8 (Md=2.250) em relacdo ao dia 0 (Md=4.050), manteve-se nos dias 13 (Md=2.200) e 21 (Md=
2.375), e diminuiu ainda mais no dia 30 (Md=850). A mediana de G V (sc —) diminuiu no dia
8 (Md=2600), em relacdo ao dia 0 (Md=7.150), mantendo-se nos dias 13 (Md=3.275) e 21
(Md=3.075), diminuindo mais no dia 30 (Md=1.800).

Analises estatisticas intergrupo mostraram no dia 0 que ndo houve diferenca entre as
medianas de leucdcitos dos grupos tratados em comparacio aos controles. Nos dias 8,13, 21 e
30 os grupos G III (0 —) e G V (sc —) obtiveram valores de medianas de leucdcitos menores do
que as do controle negativo G I (—), o mesmo ocorreu ao comparar os grupos G IV (o +) e G
VI (sc +) com o controle positivo G II (+). A comparacdo entre os tratamentos pelas vias de
administracao oral e subcutanea, mostrou que a mediana de G III (o —) foi menor que ade G V
(sc —) nos dias 0, 21 e 30. Mediana de G IV (o +) foi menor do que a de G VI (sc +) apenas no

dia 30.
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Figura 6: Contagem global de leucécitos por mm3 de sangue nos dias 0, 8, 13, 21 e 30. Valores expressos em
mediana e intervalo interquartil. G I (—): animais ndo tratados e ndo infectados. G II (+): animais ndo tratados e
infectados. G III (o —): animais tratados por via de administracdo oral e ndo infectados. G IV (o +): animais tratados
por via de administrag@o oral e infectados. G V (sc —): animais tratados por via de administracio subcutinea e ndo
infectados. G VI (sc +): animais tratados por via de administragdo subcutinea e infectados. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As comparacdes intergrupos estio representadas por
simbolos, sendo "G Ivs GIII; " GIvs G V; *GUvs GIV; ¥ Gl vs G V; * Gl vs G V; & G IV vs G VL.

4.2.2. Contagem diferencial de leucdcitos

A Tabela 1 mostra os resultados da contagem diferencial de leucécitos, apresentados
em porcentagem (%). Os grupos tratados (G III, G IV, G V e G VI) demonstraram um padrao
inverso na porcentagem de linf6citos, que se encontrou diminuida, e neutréfilos, que se
encontrou aumentada, em comparagdo aos grupos controles (G 1 e G II). Enquanto a
porcentagem de eosinofilos, mondcitos e baséfilos ndo apresentou diferencas estatisticas em

relacdo aos controles.
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Tabela 1: Média da contagem diferencial de leucdcitos nos dias 0, 8, 13, 21 ¢ 30. G I (—):
animais nao tratados e nao infectados. G II (+): animais néo tratados e infectados. G III (o —):
animais tratados por via de administragdo oral e ndo infectados. G IV (o +): animais tratados
por via de administragdo oral e infectados. G V (sc —): animais tratados por via de administragdo

subcutanea e nao infectados. G VI (sc +): animais tratados por via de administracdo subcutanea
e infectados.

Gl (-) GII(+)
Leucécitos (%)

0 8 13 21 30 0 8 13 21 30
Linfocitos 84,7 770 81,7 836 870 756 796 833 840 66,8

Neutréfilos 123 21,5 16,7 152 11,0 232 17,0 148 148 18,0
Mondcitos 1,3 03 0,7 0.4 1,0 0,6 0,8 0,2 0,2 0,3
Eosinofilos 1,0 1,0 0,3 0,6 0,6 0,2 1,6 1,2 0,7 0,7
Basofilos 0,7 0,2 0,7 0,2 0,6 0.4 1,0 0,5 0,3 0,8

Gl (o) GIV(o +)

0 8 13 21 30 0 8 13 21 30
Linfocitos 11,7 282 1,8 41,2 590 88 36,2 5,2 41,3 33,2

Neutrofilos 84,7 670 97,8 57,0 395 904 61,3 93,7 550 645
Mondcitos 23 20 03 0,7 1,0 0,6 0,3 0 1,8 1,7

Eosinofilos 1,0 24 0 0,8 0,2 0,2 2,2 1,0 1,5 0,5
Basofilos 0,5 04 0 0,3 0,3 0 0 0,2 0,3 0,2

Leucécitos (%)

GV (sc ) G VI(sc+)

0 8 13 21 30 0 8 13 21 30
Linfocitos 8,0 27,7 17,3 11,2 10,8 822 41,8 16,6 134 10,8

Neutrofilos 126 71,0 80,7 873 8,3 174 574 828 862 878
Mondcitos 0,6 07 0,8 0,3 1,5 0 0,6 0 0,4 0,4

Eosinofilos 1,0 03 0,7 1,0 1,3 0,2 0 0 0 0,2
Basofilos 0,8 03 0,5 0,2 1,0 0,2 0,2 0,6 0 0

Leucécitos (%)
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4.2.2.1. Contagem de linfdcitos

A Fig. 7 mostra os resultados da contagem diferencial de linfocitos (%), expressos em
mediana e intervalo interquartil. Avaliacdo intragrupo foi realizada por analises estatisticas
comparativas do mesmo grupo ao longo dos dias. Avalia¢do intergrupo foi realizada por
andlises estatisticas comparativas entre G I (—) vs. GIII (0 —), GI (=) vs. GV (sc —), G II (+)
vs.GIV (0+),GIIvs. GVI(sc+),GIII (0—)vs.GV (sc—)eGIV (o+)vs.GVI(sc+).

Analises estatisticas intragrupo (ndo exibidas no grafico) demonstraram que a mediana
de linfécitos de G I (—) e G II (+) ndo apresentou alteracdes ao longo dos dias. A mediana de G
III (0 —) diminuiu no dia 13 (Md=2) em relacdo ao dia 8 (Md=29), aumentou no dia 21
(Md=42,5) e manteve-se no dia 30 (Md=57,5). A mediana de G IV (o +) aumentou
significativamente no dia 8 (Md=35) em rela¢do ao dia 0 (Md=9), diminuiu no dia 13 (Md=2.5),
e voltou aos parametros do dia 8, nos dias 21 (Md=38) e 30 (Md=32). A mediana de G V (sc
—) diminuiu no dia 8 (Md=30,5) em relacdo ao dia 0 (Md=87) e manteve-se baixa nos dias 13
Md=17), 21 (Md=9,5) e 30 (Md=8,5). A mediana de G VI (sc +) diminuiu no dia 8 (Md=46)
em relagdo ao dia 0 (Md=87), diminuiu ainda mais no dia 13(Md=16) e manteve-se igualmente
baixa nos dias 21 (Md=12) e 30 (Md=12).

Analises estatisticas intergrupos mostraram que no dia 0, a mediana de linfécitos de G
III (o —) foi significativamente menor do que a do controle negativo G I (—),eade G IV (o +)
foi significativamente menor do que a do controle positivo G II (+). Nos dias 8, 13, 21 e 30 os
grupos G III (0 —) e G V (sc —) obtiveram valores de medianas de linfécitos menores do que as
do controle negativo G I (—), 0 mesmo ocorreu ao comparar os grupos G IV (o +) e G VI (sc +)
com o controle positivo G II (+). A comparagdo entre os tratamentos pelas vias de administracao

oral e subcutanea demonstraram que a mediana de G III (o —) foi significativamente menor do
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que ade G V (sc —) nos dias 0 e 13, e maior nos dias 21 ¢ 30. Enquanto a mediana de G IV (o

+) foi significativamente menor do que a de G VI (sc +) nos dias 0 e 13, e maior no dia 21.

100 - 3 GI1(»)
& & & N G I (+)
h b L E== G 111 (o -)
80 |-
g | l . BN G IV (0 +)
N I
" XX GV (sc-)
~ *
> 4
£ 604 o T G VI (sc +)
Xl —
@ )
°© ¢ -
2 H
< K2 . ]
= 40 ® —
: k2 Hok -
>:< —
Xl |
.14 - & &
20 ® # X - & ##
o - *
> 4 —
r’{ —
5 -
éé "‘ : élll
0= I ]
0 8 13 21 30

Dias po6s infeccao

Figura 7: Contagem diferencial de linfécitos (%) nos dias 0, 8, 13, 21 e 30. Valores expressos em mediana e
intervalo interquartil. G I (—): animais ndo tratados e ndo infectados. G II (+): animais ndo tratados e infectados. G
III (o —): animais tratados por via de administracdo oral e ndo infectados. G IV (o +): animais tratados por via de
administracdo oral e infectados. G V (sc —): animais tratados por via de administra¢do subcutanea e ndo infectados.
G VI (sc +): animais tratados por via de administracdo subcutinea e infectados. Diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. As comparacdes intergrupos estdo representadas por simbolos,
sendo “GIvsGIL; “GIvsGV;*GIvs GIV;#*Gllvs GVL; Gl vs G V; ¥ G IV vs G VL.

4.2.2.2. Contagem de neutrofilos

A Fig. 8 mostra os resultados da contagem diferencial de neutréfilos, expressos em
mediana e intervalo interquartil. Avaliacdo intragrupo foi realizada por analises estatisticas
comparativas do mesmo grupo ao longo dos dias. Avalia¢do intergrupo foi realizada por
analises estatisticas comparativas entre GI (-) e GIlI (0 ), GI(-) e GV (sc -),GIl (+) e G

IV(o+),GlleGVI(sc+),GIlI(0—-)eGV (sc—)eGIV (o+)e G VI(sc+).
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Andlises estatisticas intragrupo (ndo exibidas no grafico) mostraram que a mediana de
neutrdfilos de G I (—) aumentou significativamente no dia 8§ (Md=21,5) em relacdo ao dia 0
(Md=13,5) e manteve-se nos dias 13 (Md=17), 21 (Md=16) e 30 (Md=11). As medianas de
neutré6filos de G II (+) ndo apresentaram alteracdes ao longo dos dias. A mediana de G III (o—)
aumentou no dia 13 (Md=97,5) em relacio ao dia 8 (Md=64), diminuiu no dia 21 (Md=56,5) e
manteve-se no dia 30 (Md=41). A mediana de G IV (o +) diminuiu no dia 8 (Md=65,2) em
relacdo ao dia 0 (Md=89), voltou a aumentar no dia 13(Md=95,5), diminuiu no dia 21
(Md=57,5) e manteve-se no dia 30 (Md=67). A mediana de G V (sc —) aumentou no dia 8
(Md=68) em relacdo ao dia 0 (Md=12) e manteve-se nos dias 13 (Md=81), 21 (Md=89,5) e 30
(Md=87,5). A mediana de G VI (sc +) aumentou no dia 8 (Md=56) em relacdo ao dia 0
(Md=16), e manteve-se nos dias 13 (Md=83), 21 (Md=88) e 30 (Md=88).
Analises estatisticas intergrupo mostraram que no dia 0 a mediana de neutréfilos de G
III (o —) fo1 significativamente maior que a do controle negativo G I (-) e a mediana de G IV (o
+) foi significativamente maior que a do controle positivo G II (+). Nos dias 8,13, 21 e 30 os
grupos G III (0 —) e G V (sc —) obtiveram valores de medianas de neutréfilos maiores do que
as do controle negativo G I (—), o mesmo ocorreu ao comparar os grupos G IV (o +) e G VI (sc
+) com o controle positivo GII (+). As comparacdes entre os tratamentos por vias de
administracdo oral e subcutanea mostraram que o G III (o —) apresentou mediana maior do que
G V (sc —) nos dias 0 e 13, e menor nos dias 21 ¢ 30. A mediana de G IV (o +) foi maior do

que ade G VI (sc +) nos dias 0 e 13 e menor no dia 21.
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Figura 8: Contagem diferencial de neutr6filos (%) nos dias 0, 8, 13, 21 e 30. Valores expressos em mediana e
intervalo interquartil. G I (—): animais nao tratados e ndo infectados. G II (+): animais ndo tratados e infectados. G
III (o —): animais tratados por via de administragdo oral e ndo infectados. G IV (o +): animais tratados por via de
administracdo oral e infectados. G V (sc —): animais tratados por via de administragdo subcutinea e ndo infectados.
G VI (sc +): animais tratados por via de administraciio subcutinea e infectados. Diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. As comparacdes intergrupos estdo representadas por simbolos,
sendo “GIvsGIL " GIvsGV;*GIIvs GIV; ¥ Gllvs GVI; * Gl vs G V; ¥4 G IV vs G VL.

4.3. Deteccio dos niveis de IgG total, IgG1 e IgG2a anti- S. venezuelensis

Detec¢do da cinética de producdo de anticorpos anti- S. venezuelensis nos dias apds
infeccdo foi realizada por ELISA indireto (Fig. 9). Para G II (+), o aumento na deteccao de 1gG
(Fig. 9A), IgG1 (Fig. 9B) e [gG2a (Fig. 9C) iniciou-se no dia 8, encontrando-se acima do limiar
de detec¢do (cutoff) nos dias 13, 21 e 30. Os niveis das mesmas imunoglobulinas para G I (-) e
para os grupos tratados, tanto pela via oral quanto pela via subcutanea, G III (o —), G IV (o +),

G V (sc —) e G VI (sc +), mantiveram-se abaixo o limiar de detec¢ao em todos os dias avaliados.
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Figura 9: Cinética de deteccdo de anticorpos IgG total (A), IgG1 (B), [gG2a (C) nos dias 0, 8, 13, 21 e 30 apds
infec¢do (d.p.i.) por ELISA indireto. Dados expressos em Indice ELISA (IE), onde o limiar de detecgdo (cutoff) é
1. G I (-): animais ndo tratados e ndo infectados. G II (+): animais nao tratados e infectados. G III (o —): animais
tratados por via de administracio oral e ndo infectados. G IV (o +): animais tratados por via de administracio oral
e infectados. G V (sc —): animais tratados por via de administracdo subcutinea e ndo infectados. G VI (sc +):
animais tratados por via de administra¢do subcutinea e infectados.
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4.4. Estimativa de ovos por grama de fezes e de niimero de fémeas parasitas

O efeito de DEX na carga parasitdria dos grupos infectados, GII (+), GIV (o +) e G VI
(sc +), foi avaliado pela estimativa de ovos por grama de fezes (OPG) e do nimero de fémeas
parasitas recuperadas do intestino.

A tabela 2 mostra a mediana do nimero de OPG por grupo. Para G II (+), o dia de maior
eliminacdo de ovos foi o 7° d.p.i., e para G VI (sc +) o dia de maior eliminacdo de ovos foi o
13°d.p.i. G IV (o +) apresentou picos de eliminacdo de ovos nos dias 13 e 26. Analises
estatisticas intergrupos mostraram que no dia 7 as medianas de G II (+) e G IV (o +) foram
maiores do que as de G VI (sc +). No dia 13, a mediana de G IV (o +) foi maior do que a de G
IT (+) e G VI (sc +). Nos dias 26 e 30, as medianas de G IV (o +) foram maiores do que as de
GII (+) e G VI(sc +), e a mediana de G VI (sc +) foi maior do que a de G II (+) (Fig. 10).

A mediana de fémeas parasitas recuperadas no dia 30, apds eutanésia, foi de 51 para G
IT (+), 158,5 para G IV (o +) e 10 para G VI (sc +). Anélises estatisticas mostraram que a

mediana de G IV (o +) foi significativamente maior do que a de G VI (sc +) (Fig. 11).

Tabela 2: Mediana de ovos por grama (OPG) de fezes dos grupos nos dias 5, 7, 8, 12, 21,26 e
30. G II (+): animais ndo tratados e infectados. G IV (o +): animais tratados por via de
administracdo oral e infectados. G VI (sc +): animais tratados por via de administracao
subcutanea e infectados.

Dias
Grupos Mediana de ovos por grama de fezes (OPG)
5 7 8 13 21 26 30
GII(+) 200 16.450  4.575 7.300 1.825 300 100

GIV(o+) 50 20.500  4.050 79.900 3.850 26.000 10.450
G VI (sc +) 375 3.575 2.425 4.350 1.725 2.350 1.150
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Figura 10: Contagem de ovos por grama de fezes (OPG) nos dias 5, 7, 8, 13, 21, 26 e 30. Valores expressos em
mediana e intervalo interquartil. G II (+): animais ndo tratados e infectados, representado pela linha preta. G IV (o
+): animais tratados por via de administracdo oral e infectados, representado pela linha vermelha. G VI (sc +):
animais tratados por via de administracdo subcutinea e infectados, representado pela linha azul. Diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As comparagdes intergrupos estdo representadas por
simbolos, sendo ‘G I vs G IV, *GII vs. G VL, *G IV vs. G VL.
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Figura 11: Contagem de fémeas parasitas no dia 30. Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. G II
(+): animais ndo tratados e infectados. G IV (o +).: animais tratados por via de administracdo oral e infectados. G
VI (sc +): animais tratados por via de administracdo subcutdnea e infectados. Diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. As comparacdes intergrupos estdo representadas por simbolos,
sendo *G IV vs. G VL.
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5- DISCUSSAO

A estrongiloidiase humana € uma doenca tropical negligenciada causada pelo parasito
S. stercoralis (WHO, 2018a). A manutencdo desse parasito em sistemas laboratoriais € dificil,
uma vez que este ndo infecta naturalmente roedores, os principais animais experimentais
aplicados nas pesquisas biomédicas. Dessa forma, o uso do parasito de roedores S.
venezuelensis, € amplamente utilizado para o estudo de aspectos imunolégicos resultantes da
interacdo parasito-hospedeiro, e também para obtencdo de antigenos heter6logos aplicados ao
desenvolvimento de ferramentas diagnosticas (CHAVES et al., 2015; DE CARVALHO et al.,
2015; GONCALVES et al., 2016; MARQUES et al., 2016).

Strongyloides venezuelensis ¢ mantido facilmente em animais experimentais da espécie
R. norvegicus linhagem Wistar. As fezes dos ratos se tornam fontes de ovos, e ao serem
cultivadas em condicdes de umidade e temperatura semelhantes ao solo, ddo origem a larvas
filarioides utilizadas para infectar outros animais (VINEY; KIKUCHI, 2017). A migracao do
parasito, apds inoculag@o subcutanea, passa por um ciclo pulmonar antes de se estabelecer no
intestino dos animais, semelhante ao que ocorre na infecgiio por S. stercoralis (NEGRAO-
CORREA et al., 2003; FERREIRA et al., 2009; CHAVES et al., 2015).

Sabe-se que S. venezuelensis nao possui o estadio L.3a, que € responsavel pelos casos de
autoinfecc@o humana por S. stercoralis. A associacdo da autoinfeccdo com baixa atividade do
sistema imunoldgico (uso de substiancias imunossupressoras, radioterapia, neoplasias,
transplantes, portadores do HIV, portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida-AIDS,
infeccdo por I-HTLV-I, tuberculose, gravidez, desnutri¢do, alcoolismo e idade avangada) pode
provocar o desenvolvimento das formas graves da estrongiloidiase: sindrome da hiperinfec¢ao

e infeccdo disseminada (COSTA-CRUZ, 2016).
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O uso de GC imunossupressores pode aumentar a susceptibilidade e facilitar o
estabelecimento dos parasitos em seus hospedeiros, por isso sdo aplicados a varios modelos de
infeccdo experimental, como camundongos NGS infectados por S. stercoralis (PATTON et al.,
2018); macacos (Callithrix penicillata) infectados por S. stercoralis (MATI; RASO; MELO,
2014); camundongos Balb/c infectados por S. venezuelensis (MACHADO et al., 2011); ratos
Wistar infectados por Echinococcus multilocularis (JOEKEL; DEPLAZES, 2017); gerbilos
infectados por Haemonchus contortus (GRESSLER et al., 2018); camundongos infectados por
Toxoplama gondii (ZHANG et al., 2017). O estudo de Machado e colaboradores. (2011)
mostrou que a imunossupressao farmacoldgica de camundongos infectados por S. venezuelensis
provocou alta carga parasitaria, com ocorréncia de hiperinfec¢do e disseminagdo de parasitos
para varios Orgaos.

Este é o primeiro estudo que teve como objetivo avaliar e comparar as vias de
administracao oral e subcutinea de DEX, um glicocorticoide sintético com potente atividade
imunossupressora e anti-inflamatéria, na indu¢@o de imunossupressao farmacoldgica em ratos
infectados experimentalmente com S. venezuelensis. A avaliacdo do tratamento por ambas as
vias de administracdo foi realizada por parametros fisicos (ganho de peso e sobrevivéncia),
hematoldgicos (perfil leucocitario global e diferencial), imunoldgicos (niveis de detec¢ao de
IgG, IgG1 e IgG2) e parasitologicos (quantificacdo de ovos e fémeas parasitas).

O protocolo de administra¢do de DEX por via oral € pratico, seguro, e ndo invasivo. Foi
descrito por Romand, Thulliez e Dubey (1998), em um estudo em que fosfato de DEX diluida
em agua potavel foi oferecido a camundongos com objetivo de se estabelecer supressao
imunoldgica progressiva, ndo letal e constante previamente a infec¢do por Neospora caninum.
O protocolo tem sido aplicado a imunossupressdao de ratos infectados por S. venezuelensis
(CHAVES et al., 2015; DE CARVALHO et al., 2015; GONCALVES et al., 2016; MARQUES

et al., 2016). O fato do farmaco ser disponibilizado diluido na 4gua consumida pelos animais
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configura uma desvantagem, pois ndo é possivel controlar a quantidade ingerida por cada
animal, e consequentemente ndo é possivel estabelecer a concentragdo em mg/kg. No presente
estudo foram inseridos refor¢os regulares da administracio de DEX (8° e 21° d.p.i.), com o
objetivo de prolongar a imunossupressao até o 30 d.p.i.

O protocolo de administracdo subcutanea de DEX foi utilizado por Machado e
colaboradores (2011), em camundongos infectados experimentalmente por S. venezuelensis. A
administracdo de injecdes subcutineas didrias € vantajosa uma vez que € possivel precisar a
quantidade de farmaco que esta sendo administrada a cada animal, e determinar a concentracdo
em mg/kg. Além disso, a exposicdo € realizada de forma didria, garantindo o efeito
imunossupressor em todos os dias do experimento. O estresse mecanico ao qual os animais sao
submetidos configura uma desvantagem dessa via de administracdo, e pode gerar debilidade
fisica e aumentar a susceptibilidade a infec¢des secundarias.

Nesse estudo foi observada uma tendéncia de manuten¢do do peso dos animais tratados
com DEX, especialmente dos tratados pela via subcutanea (G V e G VI), quando comparados
aos animais controle, que ganharam peso ao longo dos dias. De Vos e colaboradores. (1995)
demonstraram que a administracdo subcutinea de doses farmacoldgicas didrias de
glicocorticoides (hidrocortisona, DEX e triamcinolona) induziram a expressao do gene ob em
tecido adiposo de ratos, que foi acompanhada de redu¢do da ingestdao de alimento e diminui¢cdo
do peso corporal dos animais. Tefé-Silva e colaboradores (2008), mostraram que ratos Wistar
infectados ou ndo com S. venezuelensis e tratados diariamente com DEX, apresentaram perda
de peso corporal grave, com o aspecto fisico extremamente magro e importante reducao de
gordura subcutanea. Biricik e colaboradores (2018) mostraram que o tratamento cronico de
ratos via injecdo intraperitoneal didria dos GC sintéticos DEX e prednisolona esta associado a
perda de peso, atrofia e fraqueza muscular, sendo o efeito mais evidente no tratamento por

prednisolona. O regime de dosagem de DEX (750ug no dia -13 e 600ug no dia -9 antes da
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inoculagdo) aplicada por via subcutanea na infeccdo experimental de ratos Wistar por E.
multilocularis resultaram em perdas de peso < 20% (JOEKEL; DEPLAZES, 2017). O
tratamento GC sintético metilprednisolona via intramuscular esta associado a reducao do peso
corporal médio de gerbilos infectados pelo nematoide parasita de ruminantes H. contortus
(GRESSLER et al., 2018).

Infecgdes por Strongyloides sao caracterizadas pela resposta imune do perfil Th2 e estdo
associadas a altos niveis sistémicos de neutrofilos, eosinéfilos, basofilos e mastocitos de
muscosa (MUKALI et al., 2017; REITZ et al., 2017, RAJAMANICKAM et al., 2018). Essas
células sdo participantes ativas da resposta imune protetora, estando envolvidas em processos
daresposta imune inata e alguma delas na resposta imune adaptativa (BREOLER; ABRAHAM,
2017). Imunoglobulinas IgG, IgA e IgE estdo envolvidas na resposta a primoinfec¢do por
Strongyloides (MARCOS et al., 2011). Na infec¢d@o cronica, hd producdo de IgE, IgG e suas
subclasses 1gGl, IgG2, IgG3 e IgG4 (NUTMAN, 2016). IgG e IgE estdo envolvidas na
imunidade contra a primoinfec¢do e reinfeccdo por S. venezuelensis (MUKALI et al., 2017).
Nesse contexto, a imunossupressiao farmacoldgica induzida por DEX poderia alterar aspectos
envolvidos com o estabelecimento, desenvolvimento € sobrevivéncia de S. venezuelensis nos
ratos infectados experimentalmente.

No presente estudo, a contagem global de leucdcitos por mm3 de sangue aumentou no 8
d.p.i. para o controle positivo G II (+), voltando aos niveis normais no 30 d.p.i., o que
possivelmente estd associado ao controle da infeccdo pelo hospedeiro. A contagem de
leucécitos por mm3 de sangue dos grupos tratados com DEX mantiveram-se baixas ao longo
dos dias, especialmente a partir do 8 d.p.i. Em relacdo a contagem diferencial de leucécitos, foi
observada a redugdio no numero de linfécitos e 0 aumento no numero de neutréfilos entre os
grupos tratados com DEX. A alteracdo do perfil leucocitario foi evidente a partir do dia O para

os grupos tratados pela via oral (G Il e G IV), uma vez que tratamento pela via oral foi iniciado
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5 dias antes da infec¢do. Para os grupos tratados pela via subcutanea apresentaram alteragdes a
partir do dia 8, pois o tratamento foi iniciado no mesmo dia da infecg¢ao.

Assim como nesse estudo, leucopenia, linfopenia e neutrofilia no sangue periférico de
camundongos infectados por S. venezuelensis e tratados com DEX, foram relatadas no trabalho
de Machado e colaboradores (2011), que também observaram a inibi¢do de eosinéfilos, do
actimulo de células mononucleares no sangue e fluidos broncoalveolar e peritoneal.

Virios estudos indicam que a administracdo de doses farmacoldgicas de GC naturais ou
sintéticos provocam grandes mudancas no perfil de leucocitos, tanto em humanos quanto em
roedores. Essas mudancas envolvem diminuicdo pronunciada no numero de linfocitos,
mondcitos e eosinofilos, e aumento significativo de neutrofilos no sangue (Mc EWEN et al,
1997). As alteragdes encontradas no perfil leucocitario sao explicadas pelo efeito dos GC nos
programas de distribuicdo/trafego, sobrevivéncia/morte e diferenciacdo celular de leucdcitos
(COUTINHO; CHAPMAN, 2011).

Diferentes espécies apresentam sensibilidades varidveis aos GC. Ratos, camundongos
sdo animais cujas células linfoides s@o relativamente sensiveis (CLAMAN, 1975; Mc EWEN
et al., 1997). Nessas espécies, GC provocam producao de profunda linfopenia, atrofia da zona
cortical do timo, e diminui¢do dos linfonodos e do bago. Esses efeitos podem ser evidenciados
pela morte de linfdcitos nos tecidos, particularmente no timo (CLAMAN, 1975).

A linfopenia ocorre devido a redistribui¢@o aos 6rgaos linfaticos, alteracdo de moléculas
de adesdo e apoptose celular. A diminuicdo de IL-2 inibe a amplificagdo linfocitaria. Em
humanos linfécitos T sdo predominantemente afetados, principalmente os TCD4, ocorrendo
inibi¢do das respostas Th1 e Th2. A alteracdo dos linfécitos B € resultado de niveis plasmaticos
elevados de GC (PEREIRA et al., 2007). Em ratos, linfocitos B e NK parecem ser mais
suscetiveis a diminui¢cdo induzida por GC do que as células T (Mc EWEN et al., 1997). Nos

tecidos linfoides, GC atuam reduzindo a expansdo clonal de linfocitos T e B e a acdo de
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linfécitos T secretores de citocinas, e induzem a troca da resposta Th1 para Th2 (RANG et al.,
2016).

A neutrofilia é resultado da diminuicdo da marginacdo endotelial, aumento da saida de
neutr6filos da medula para a corrente sanguinea e diminuicao da migracdo para os tecidos. A
limitagdo da saida de neutréfilos dos vasos deve-se, em partes, ao aumento da anexina,
vasoconstri¢do e diminuicdo da permeabilidade capilar. Nao ha aumento do nimero total de
neutrdfilos e sua fungao nao € alterada (PEREIRA et al., 2007). Acredita-se que também ocorra
um aumento da meia vida dos neutréfilos circulantes (Mc EWEN et al., 1997).

Em relacdo a detec¢do de anticorpos especificos, os resultados desse estudo indicaram
a efetividade de DEX em diminuir a produ¢do de IgG e suas subclasses (IgG1 e IgG2a) em
animais infectados experimentalmente com S. venezuelensis, durante todos os d.p.i. avaliados.
Resultados similares foram encontrados por Machado et al. (2011), que detectaram a inibicao
dos niveis de anticorpos IgG1, IgG2a e IgE, induzido por DEX em camundongos infectados
experimentalmente por S. venezuelensis. O tratamento com DEX também reduziu niveis de
IgG, IgG1 e IgE na infeccdo experimental de camundongos C57BL/6 por Echinococcus
granulosus (ZHANG; YE; ZHENG, 2016). A producdo de anticorpos é facilmente inibida em
espécies sensiveis a GC. O mecanismo primario consiste na inibi¢ao ou lise dos linfocitos B,
mas também ocorre o aumento do catabolismo de imunoglobulinas € comprometimento parcial
de sua sintese (Mc EWEN et al., 1997).

A literatura descreve que o maior pico de eliminacdo de ovos em ratos
imunocompetentes ocorre no 8° d.p.i. (DE SOUSA et al., 2016; MARQUES et al., 2016). Nesse
estudo, o pico de eliminac¢do de ovos nos animais imunocompetentes (G II) foi registrado no 7°
d.p.i. O grupo tratado pela via de administra¢ao oral (G IV) apresentou maior nimero de ovos
eliminados em durante todos os dias de experimento, exceto pelo 5°d.p.i. Seu pico de

eliminacdo ocorreu no 13°d.p.i., o dltimo dia do primeiro refor¢co da imunossupressao oral. O
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grupo tratado pela via de administragdo subcutinea (G VI) ndo apresentou alteracdes
significativas na eliminacdo de ovos ao longo dos dias, exceto nos dias 26 e 30, em que a
quantidade de ovos foi maior do que a do controle positivo (G II). O pico de eliminagao de ovos
de G VI (sc +) ocorreu no 13° d.p.i. Chaves e colaboradores (2015), De Carvalho e
colaboradores (2015) e Gongalves e colaboradores (2016), utilizando o protocolo de
imunossupressao oral sem refor¢os em ratos infectados por S. venezuelensis, obtiveram picos
de eliminacdo de ovos no 8° d.p.i. Machado e colaboradores (2011), utilizando o protocolo de
imunossupressdo subcutanea em camundongos infectados com S. venezuelensis obtiveram o
pico de eliminacdo de ovos no 14° d.p.1.

DEX parece interferir tanto na eliminacdo de ovos quanto no ndmero de fémeas
parasitas de S. venezuelensis. Nesse estudo, o grupo tratado pela via de administracdo oral (G
IV) apresentou o maior nimero de OPG, principalmente nos dias 13 e 26, logo ap0ds o término
dos reforcos da imunossupressao oral. Além disso, o niimero de fémeas recuperadas do intestino
dos animais de G IV (+) foi o maior entre os grupos infectados. Machado e colaboradores
(2011), mostraram que o tratamento pela via de administragdo subcutdnea em camundongos
infectados por S. venezuelensis, leva ao aumento da carga parasitéria, tanto de OPG quanto de
fémeas parasitas. Mati, Raso e Melo (2014) obtiveram ndmeros de fémeas parasitas de S.
stercoralis significativamente maiores em primatas tratados com DEX pela via subcutanea (2,5
mg/kg, 5 dias consecutivos), do que em primatas imunocompetentes. Ainda, analises das fezes
desses primatas tratados com DEX ndo exibiram parasitolégico negativo durante o periodo
patente da infecc@o, e um maior nimero de larvas de S. stercoralis foi observado nas fezes
desses animais em relagdo a animais imunocompetentes.

Esse estudo corrobora com as evidéncias de que GC contribuem para ocorréncia de
cargas parasitarias altas em infeccdes por Strongyloides, ndo apenas devido a capacidade de

supressdo da resposta imune celular e humoral, mas também atuando diretamente sobre o



63
parasito (KEISER; NUTMAN, 2004). Genta (1992) hipotetizou que a interacdo de receptores
semelhantes a ecdisteroides, derivados do hospedeiro e expressos pelo parasita, com GC
poderiam acelerar o processo de transformacgao de larvas rabditoides em larvas filarioides de S.
stercoralis. Mansfield e colaboradores (1996) apresentaram evidéncias de que GC podem atuar
no rejuvenescimento de fémeas parasitas reprodutivamente latentes, que retornam a produzir
larvas vidveis. Nesse sentido, a ocorréncia de maior carga parasitdria no grupo tratado pela via
de administracdo oral (G IV) poderia também ser explicada pela interagao de DEX com o
parasito, pois sua absorcao ocorre na parede intestinal, local onde as fémeas parasitas residem.

O tratamento com DEX por ambas as vias de administracdo, tanto oral quanto
subcutanea, foi capaz de produzir efeitos supressores sobre a reposta imunoldgica dos ratos
infectados por S. venezuelensis, atuando sobre aspectos envolvidos com a resposta imune
celular e humoral, como leucdcitos, linfocitos, neutréfilos e imunoglobulinas. Entretanto, a
administracdo de DEX pela via oral foi capaz de produzir maior carga parasitaria de ovos e

fémeas parasitas.



64

6. CONCLUSOES

» A administracdo de DEX por ambas as vias gerou dificuldades no ganho de peso dos

animais, especialmente nos tratados pela via subcutanea.

» A administragdo de DEX por ambas as vias levou a alterag¢do do perfil leucocitério dos
animais tratados, com diminui¢do da contagem global de leucdcitos, diminui¢do do

namero de linfocitos e aumento do nimero de neutrofilos.

» A administracdo da DEX por ambas as vias levou ao comprometimento da resposta

imune humoral, provocando reducio dos niveis de IgG, IgG1 e IgG2a.

» A administragdo de DEX pela via oral levou ao aumento da carga parasitaria, com

elevado ndmero de ovos por grama de fezes e de fémeas parasitas.

» O protocolo de tratamento de R. norvegicus Wistar pela administracdo oral de DEX
provou ser ttil ao estabelecimento de um modelo experimental de imunossupressao na
estrongiloidiase murina. E uma via de administracdo segura e ndo invasiva, € pode

utilizada como uma ferramenta para o estudo de aspectos imunoldgicos e métodos

diagnésticos aplicados a pesquisa de parasitos do género Strongyloides.
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