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RESUMO

Um modelo de estudo utilizado para a estrongiloidiase humana é o nematoide
Strongyloides venezuelensis, que infecta roedores silvestres compartilha epitopos
antigénicos comuns com Strongyloides stercoralis. O objetivo deste estudo foi
comparar a administracdo oral e subcutdanea de prednisolona na inducdo de
imunossupressao em ratos (Rattus novergicus) infectados por S. venezuelensis. Os
ratos foram divididos em seis grupos (n = 36): G |: ndo tratado e n&o infectado; G II:
ndo tratado e infectado; G lll: tratado via oral e ndo infectado; G IV: tratado via oral e
infectado; G V: tratado via subcutanea e néo infectado; G VI: tratado via subcutanea
e infectado. Para o tratamento via oral, 5 mg / mL de prednisolona (formulagéo oral
disponivel: fosfato sodico de prednisolona) diluida em agua esterilizada foi
disponibilizada para os animais trés vezes por cinco dias consecutivos (-5a 0, 8 a 13
e 21 a 26). Para o tratamento via subcutanea, 10 mg/mL/kg de prednisolona
(formulacdo subcutdnea disponivel: acetato de metilprednisolona) foram
administrados diariamente por 30 dias. A infeccdo foi estabelecida pela injecéo
subcutédnea de 3.000 larvas filarioides por animal. Os grupos foram avaliados por
parametros fisicos, hematoldgicos, parasitolégicos e imunoldgicos. Os animais foram
pesados nos dias -5 (G I, G Il, G llle G IV), 0, 8, 13, 21 e 30 (todos os grupos). Uma
curva de sobrevivéncia dos animais foi feita ao longo do tratamento. Amostras de
sangue foram coletadas nos dias 0, 8, 13, 21 e 30 para realizar a contagem global e
diferencial de leucdcitos, e foram obtidas amostras de soro para a detecgao de
anticorpos 1gG, 1gG1 e 1gG2a anti-Strongyloides. Nos dias 5, 7, 8, 13, 21, 26 e 30
foram coletados ovos dos animais infectados para a quantificacdo parasitaria. No dia
30 foram recuperadas fémeas parasitas dos grupos de animais infectados. Os
resultados dos parametros fisicos mostraram que os animais tratados via subcutanea
nao mostraram ganho de peso, ao contrario dos tratados via oral. Do total de 6 animais
de cada grupo, sobreviveram somente cinco animais do grupo controle G | e oral G
[ll, trés do grupo subcutaneo G V e dois do G VI. A analise hematolégica mostrou
diminuicdo de leucdcitos e linfécitos, e aumento de neutrofilos nos animais tratados
via subcutanea. Animais tratados via oral mostraram nos dias 13, 21 e 30 diminui¢ao
na contagem de leucdcitos, mas linfocitos e neutrofilos permaneceram inalterados.
Nao houve alteracao de eosindfilos, mondcitos e basofilos nos grupos controles e nem
nos grupos tratados. Pela andlise parasitologica, observou-se que a maior eliminagao
de ovos ocorreu nos animais do grupo tratado via oral, tendo seus picos nos dias 7,
13, 26 e 30 em relagdo ao controle. Houve mais fémeas recuperadas dos animais do
grupo tratado via oral. A analise imunoldgica mostrou que nao houve producgéao de IgG,
IgG1 e IgG2a nos animais do grupo imunossuprimidos via subcutanea. Pode-se
concluir que o tratamento com prednisolona administrada via oral e via subcutanea foi
capaz de produzir efeitos supressores em animais infectados ou ndo com S.
venezuelensis. A imunossupressao pela via oral atua diretamente no parasito
provocando maior eliminagcdo de ovos e aumento no numero de fémeas parasitas. A
imunossupressdo pela via subcutdnea modula o sistema imune do hospedeiro,
podendo ser observada por meio da contagem global e diferencial de leucdcitos e pela
resposta humoral diminuida.

Palavras chaves: Imunossupressdo, prednisolona, via oral, via subcutanea,
Strongyloides venezuelensis, estrongiloidiase.



ABSTRACT
Comparison of oral and subcutaneous administration routes of prednisolone in
rats (Rattus novergicus Wistar lineage) infected by Strongyloides venezuelensis
for immunosuppression model in murine strongyloidiasis

A study model used for human strongyloidiasis is the Strongyloides venezuelensis
nematode, which infects wild rodents and shares common antigenic epitopes with
Strongyloides stercoralis. This study aimed to compare oral and subcutaneous
administration of prednisolone in the induction of immunosuppression in rats (Rattus
novergicus) infected with S. venezuelensis. The rats were divided into six groups
(n=36): G I: untreated and uninfected; G II: untreated and infected; G lll: oral treatment
and uninfected; G IV: oral treatment and infected; G V: subcutaneous treatment and
uninfected; G VI: subcutaneous treatment and infected. For oral treatments, 5 mg/mL
of sterilized water-diluted prednisolone (available oral formulation: prednisolone
sodium phosphate) was made available to the animals three times for five consecutive
days (-5 to 0, 8 to 13 and 21 to 26). For subcutaneous treatments, 10 mg/mL/kg of
prednisolone (available subcutaneous formulation: methylprednisolone acetate) were
given daily per 30 days. The infection was established by the subcutaneous injection
of 3.000 filarioid larvae per animal. The groups were evaluated by physical,
hematological, parasitological and immunological parameters The animals were
weighed ondays -5 (G I, G Il, Gllland G 1V), 0, 8, 13, 21 and 30 (all groups). A survival
curve of the animals was made throughout the treatment. Blood samples were
collected on days 0, 8, 13, 21 and 30 to perform global and differential leukocyte count
and serum samples were obtained for detection of anti-Strongyloides IgG, 1gG1 and
IgG2a antibodies. On days 5, 7, 8, 13, 21, 26 and 30 eggs were collected from infected
animals for parasite quantification. On day 30, parasitic females were recovered from
the groups of infected animals The results of the physical parameters showed that the
animals treatments via subcutaneous did not showed weight gain, unlike those treated
via oral. Out of the total of 6 animals from each group, only five animals from the control
group G | and oral G Il survived, three from the subcutaneous group G V and two from
the G VI group. Hematologic analysis showed decrease of leukocytes and
lymphocytes, and increase of neutrophils in animals treated via subcutaneous. Animals
treated orally showed on days 13, 21 and 30 decrease in leukocyte count, but
lymphocytes and neutrophils remained unchanged. There were no changes in
eosinophils, monocytes and basophils in the control groups or in the treated groups.
By the parasitological analysis, it was observed that the higher egg elimination was
observed in the animals of the group treated orally, having their peaks on days 7, 13,
26 and 30 in relation to the control. There were more females recovered from the
animals of the group treated orally. Immunological analysis showed that there was not
production of IgG, IgG1 and IgG2a in immunosuppressed animals by subcutaneous
route. It can be concluded that treatment with prednisolone administered by route oral
and subcutaneous was able to produce suppressive effects in animals infected or not
with S. venezuelensis. Immunosuppression by the oral route acts directly on the
parasite causing greater elimination of eggs and increase in the number of parasitic
females. Immunosuppression by the subcutaneous route modulates the immune
system of the host, and can be observed by global and differential leukocyte count and
decreased humoral response.

Keywords: Immunosuppression, prednisolone, oral route, subcutaneous route
Strongyloides venezuelensis, strongyloidiasis.
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1. INTRODUCAO

Ha uma luta constante entre os humanos e os parasitos nematoides. Sabe-se
que ha mais de 100 espécies de parasitos nematoides que podem infectar o ser
humano (MARTIN, 2018). Além disso, 1,5 bilhdo de pessoas s&o infectadas por
helmintos transmitidos pelo solo (HTS) em todo o mundo, causando um total anual de
5 milhdes de anos de vida ajustado por incapacidade (DALY) (PULLAN et al., 2014).

Strongyloides stercoralis € um nematoide intestinal que causa a estrongiloidiase
humana, principalmente em regides tropicais e subtropicais, com prevaléncia de
infecgao de 10-40% (CAMPO-POLANCO et al., 2018; GREENBERG; GREENBERG;
HELMSTETTER, 2018). A estrongiloidiase atinge 30-100 milhdes de pessoas em todo
o0 mundo, mas a prevaléncia parece ser subestimada devido a técnicas de diagndstico
de sensibilidade inadequada ou baixa (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015;
GORGANI-FIROUZJAEE et al., 2018).

Os nematddeos do género Strongyloides pertencem ao reino Animalia, sub-reino
Metazoa, Filo Nematoda, Classe Secernentea, ordem Rhabditida, familia
Strongyloididae (REY, 2001). O género apresenta 52 espécies mas atualmente
somente duas delas sao descritas como infectantes para o homem, S. stercoralis e
Strongyloides fuelleborni (COSTA-CRUZ, 2016), sendo que a ultima espécie tem sido
encontrada esporadicamente na Africa e Papua Nova Guiné (PUTHIYAKUNNON et
al., 2014).

As apresentagdes clinicas da estrongiloidiase variam devido a interagdes
complexas entre o hospedeiro e o parasito, o que, por sua vez, depende da natureza
imunolégica do hospedeiro (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015).
Caracteristicas unicas deste parasito sdo sua alta capacidade de persistir e replicar
dentro do hospedeiro por décadas produzindo sintomas minimos ou inexistentes
(HOPPENFELD et al., 2018). Além disso, esse parasito possui o potencial para causar
infecgdes fatais por hiperinfeccdo e disseminagdo em pacientes debilitados e
imunocomprometidos (KOSMADAKIS et al., 2010; MARCOS et al., 2011;
PUTHIYAKUNNON et al., 2014).

A infecgao por S. stercoralis normalmente é autolimitada e de baixa morbidade
em individuos imunocompetentes. No entanto ela se torna grave em individuos

imunossuprimidos ou imunocomprometidos, incluindo receptores de transplantes de
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orgaos, pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (GUILLAMET et al.,
2017), co-infectados com virus linfotrépico de células T tipo 1 (HTLV-1), neoplasias
hematoldgicas, doencga renal crénica (QU et al., 2016), alcoolistas cronicos (TEIXEIRA
et al.,, 2016; GONCALVES et al., 2018), individuos que receberam terapia com
corticosteroides (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015), entre outras
condi¢cdes (MARCOS et al., 2008; MOBLEY; DHALA; GHOBRIAL, 2017).

Strongyloides venezuelensis € um parasito de roedores que tem sido utilizado
como modelo animal para a investigacdo da estrongiloidiase humana (VINEY;
KIKUCHI, 2017). A manutencdo da infeccdo em laboratério € feita por injecao
subcuténea da larva filarioide infectante (L3) de S. venezuelensis em ratos Wistar que
se completa dentro de 10 a 20 minutos ( VINEY; KIKUCHI, 2017). Uma vez organismo,
a L3 migra por via pulmonar antes de penetrar na mucosa duodenal, semelhante ao
ciclo de S. stercoralis (CHAVES et al, 2015; BRELOER; ABRAHAM, 2016; VINEY;
KIKUCHI, 2017).

A prednisolona pertence a classe dos glicocorticoides de potentes farmacos anti-
inflamatorios amplamente utilizados no tratamento de varias doengas, como a artrite
reumatoide, asma e alguns linfomas (AYYAR et al., 2017). O uso de glicocorticoides
esta associado ao aumento do risco de hiperinfeccdo e disseminacido da
estrongiloidiase. Portanto, uma boa triagem e tratamento sdo necessarios, uma vez
que a taxa de mortalidade nesses pacientes pode atingir cerca de 87% (MARCOS et
al., 2008; MOBLEY; DHALA; GHOBRIAL, 2017).

1.1 Aspectos morfolégicos do género Strongyloides

O género Strongyloides possui um ciclo bastante complexo com aspectos
morfolégicos que variam de acordo com as diversas formas evolutivas existentes. As
fémeas partenogenéticas sao parasitas, medem aproximadamente 2 mm de
comprimento. Apresenta cuticula fina e transparente, aparelho digestivo simples,
esb6fago longo do tipo filariforme. O aparelho genital, com utero em disposi¢céao
anfidelfa, apresenta ovarios, ovidutos e a vulva. A fémea pode viver até cinco anos no
intestino, produzindo de 30 a 40 ovos por partenogénese. Também € ovovivipara pois

elimina ovo larvado na mucosa intestinal do qual eclode a larva rabditoide, que € a
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forma evolutiva encontrada nas fezes do hospedeiro (GROVE, 1996; VINEY; LOCK,
2015; COSTA-CRUZ, 2016).

As fémeas de vida livre medem aproximadamente 1 mm de comprimento,
possuem aspecto fusiforme, com cuticula fina e transparente. O aparelho digestivo é
simples, com eséfago rabditoide. O aparelho genital &€ constituido de utero anfidelfo,
contendo até 28 ovos, ovarios, ovidutos e a vulva que esta localizada na regiao
mediana do corpo. Os machos de vida livre possuem aproximadamente 0,7 mm de
comprimento, aspecto fusiforme, com extremidade anterior arredondada e posterior
recurvada ventralmente. O sistema reprodutor € composto pelos testiculos, vesicula
seminal, canal deferente e canal ejaculador que se abre na cloaca. Apresenta dois
espiraculos que auxiliam na copula, que se deslocam sustentados por uma estrutura
chamada gubernaculo (GROVE, 1996; VINEY; LOCK, 2015; COSTA-CRUZ, 2016).

Os ovos sédo elipticos, de parede fina e transparente. Os ovos originarios 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.
Raramente, os ovos sao vistos em fezes de individuos, com excecao nos casos de
diarreia grave ou apds utilizar laxantes (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015;
COSTA-CRUZ, 2016).

As larvas rabditoides (L1 e L2) sdo as formas do parasito encontradas nas fezes
ou em fluidos intestinais. Elas medem cerca de 0,3 mm de comprimento, apresenta
esbfago do tipo rabditoide e cuticula fina e hialina. Possui vestibulo bucal curto, o
intestino termina em anus, apresenta primérdio genital nitido e uma cauda pontiaguda.
As larvas filarioides (L3) sdo a forma infectante. Mede aproximadamente 0,5 mm de
comprimento, apresenta es6fago do tipo filarioide, cuticula fina e hialina. Possui
vestibulo bucal curto, intestino terminando em &anus e cauda entalhada (GROVE,
1996; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; COSTA-CRUZ, 2016).

1.2 Ciclo biolégico e modo de transmissao de S. stercoralis
O ciclo de vida de S. stercoralis ¢é complexo (Figura 1), possuindo uma

alternancia entre o ciclo direto partenogenético (ou assexuado) e o ciclo de vida livre
denominado indireto (ou sexuado), além do potencial para autoinfecgédo e



16

multiplicagdo dentro do hospedeiro por anos (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN,
2015; BUONFRATE et al., 2015; COSTA CRUZ, 2016).

Os ciclos direto e indireto se completam pela penetragao ativa das larvas L3 na
pele ou mucosa oral, esofagica ou gastrica do hospedeiro. (ERICSSON et al., 2001,
BEKNAZAROVA; WHILEY; ROSS, 2016; COSTA-CRUZ, 2016). Uma vez no
organismo humano, as larvas migram pelo sistema linfatico e vénulas, chegam no
coragdo, e na circulagdo pulmonar onde se transformam em L4. Em seguida,
atravessam a membrana alveolar e, por meio da migragao pela arvore bronquica,
chegam a faringe onde s&o deglutidas atingindo assim o intestino e se transformando
em fémeas partenogenéticas. Essas fémeas séo ovoviviparas pois liberam ovos que
sao depositados na mucosa intestinal e assim que adquirem a maturidade, as larvas
L1 eclodem do ovo e migram para o intestino grosso e transformando-se em L2. As
larvas L1 ou L2 sdo observadas nas fezes do hospedeiro, mas na forma disseminada
da infeccdo, também podem ser encontradas em outros fluidos bioldgicos
(BUONFRATE et al., 2015; COSTA-CRUZ, 2016; VINEY, 2017; HOPPENFELD et al.,
2018; JOURDAN et al., 2018; MARTIN, 2018).

Uma vez que as larvas se encontram no meio ambiente, elas podem seguir o
ciclo direto ou o indireto. No ciclo direto, apds 24 a 72 horas as larvas rabditoides que
estdo no solo se transformam em L3, enquanto que no ciclo indireto entre 18 a 24
horas as larvas rabditoides sofrem transformagdes e produzem fémeas e machos de
vida livre, que vao se acasalar produzindo ovos e as larvas rabditoides evoluem para
larvas filarioides infectantes. Ambos os ciclos se completam pela penetracéo ativa da
larva L3 no hospedeiro (COSTA-CRUZ, 2016).

O ciclo de autoinfeccao ocorre quando a larva rabditoide que esta na luz
intestinal se desenvolve em L3 ocorrendo a reinfecgdo do individuo, causando
infecgdes cronicas e duradouras. Essas larvas filarioides podem penetrar na mucosa
do cdlon ou do intestino delgado, causando a autoinfecgao interna ou penetrar na pele
perianal e causar a autoinfeccdo externa. Casos recorrentes de autoinfeccdo pode
levar o individuo a uma hiperinfeccdo que é o aumento do numero de parasitos no
intestino e pulmao, ou uma disseminagao de larvas para varios tecidos e 6rgaos do
hospedeiro, podendo ser fatal (PUTHIYAKUNNON et al., 2014; COSTA-CRUZ, 2016;
VINEY, 2017; HOPPENFELD et al., 2018, JOURDAN et al., 2018; MARTIN, 2018).
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Fezes
humanas

Figura 1: Ciclo biolégico de Strongyloides stercoralis (Adaptado de: BUONFRATE et al., 2015), onde
de 1 a 5 é o ciclo direto e de 6 a 8 ciclo indireto. (1) penetragéo da larva L3 na pele do hospedeiro;
(2) migracao das larvas pelo sistema linfatico e vénulas, chegando no coragao, circulagao pulmonar e
no intestino; (3) liberagao de ovos pelas fémeas partenogenéticas no intestino; (4) ciclo de autoinfecgao;
(5) larvas L1 ou L2 liberadas nas fezes; (6) macho e fémea de vida livre; (7) ecloséo de larvas dos ovos

no ambiente; (8) penetracéo da larva L3 na pele do hospedeiro.

1.3 Epidemiologia da estrongiloidiase

Infecgdes por HTS sdo mais comuns em pessoas que vivem ou s&o provenientes
de areas sem acesso a agua tratada, saneamento e condi¢cdes de higiene
inadequadas (WHO, 2015). Além da prevaléncia em paises de baixa e média renda,
ha presenca de HTS em populagdes mais vulneraveis em paises de alta renda
(JOURDAN et al., 2018).

Informacdo epidemiolégica sobre a prevaléncia da estrongiloidiase é
relativamente escassa e a doenca € subestimada devido a variabilidade na
distribuicao da doenca entre os paises, nhumero limitado de estudos, uso de técnicas
de diagndstico de baixa sensibilidade, além da intermitente e baixa eliminacao de
larvas nas fezes, fazendo com que em muitas regiées a prevaléncia da doenca
permaneca sem informacao (COSTA-CRUZ, 2016; GORGANI-FIROUZJAEE et al.,
2018; JOURDAN et al., 2018).

Strongyloides stercoralis infecta aproximadamente entre 30-100 milhdes
pessoas em todo o mundo (Figura 2) (JOURDAN et al., 2018; KHADKA et al., 2018;
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MARTIN, 2018). A prevaléncia da estrongiloidiase € dividida em trés categorias:
esporadica (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%) (PIRES; DREYER, 1993).
Em paises tropicais e subtropicais a prevaléncia é maior, chegando a taxas de 10-
40% da populacédo infectada. Essa taxa pode subir para 60% em paises com poucos
recursos, com cenarios ecologicos e socioecondmicos propicios a disseminagao de
S. stercoralis (SCHAR et al., 2013). O Brasil e a Tailandia tém os estudos mais
reformulados sobre a prevaléncia da estrongiloidiase, com prevaléncia de 13% e
23,7%, respectivamente (SCHAR et al., 2013). A doenca no Japdo tem prevaléncia
de 5,2% e na China com 11,7% (ARIFIN et al., 2018). Na Australia, a estrongiloidiase
tem uma prevaléncia variando de 35-60% porém uma reducgdo significativa na
soropositividade de 21 a 5% foi relatada recentemente em uma comunidade apés
tratamento em massa da populagdo com ivermectina (JOHNSTON et al., 2015;
KEARNS et al., 2017). Dados da América do Norte e Europa sdo baseados em
imigrantes, refugiados e viajantes (ARIFIN et al., 2018). No Canada, a taxa de
prevaléncia € de 9-77%, enquanto na Espanha a estrongiloidiase é detectada em
17,2% dos migrantes africanos (ARIFIN et al., 2018).

Fatores como solo umido, quente e enriquecido com nutrientes sdo condigdes
favoraveis para a sobrevivéncia de larvas de S. stercoralis com potencial para infectar
um hospedeiro humano. Os fatores que influenciam o desenvolvimento direto ou
indireto de larvas L3 sao pouco conhecidos, mas estudos indicam que as larvas nao
podem sobreviver a temperaturas abaixo de 8 °C ou acima de 40 °C (BEKNAZAROVA,;
WHILEY; ROSS, 2016).

O aumento recente na prevaléncia global de S. stercoralis é atribuida ao
saneamento inadequado, segurancga inadequada das fontes de agua em ambientes
endémicos, aumento de viagens internacionais e riscos de procedimentos de
transplantes em paises tropicais (PUTHIYAKUNNON et al., 2014; ARIFIN et al., 2018;
JOURDAN et al., 2018).

Os principais grupos de risco para a estrongiloidiase sdo imigrantes e viajantes,
ex-veteranos de guerra, refugiados, pessoas que trabalham com o solo, bem como
pessoas imunocomprometidas que fazem terapia com corticosteroide por muito
tempo, com linfoma, receptores de transplante de aloenxerto, infec¢ao pelo HTLV-1 e
alcodlatras (SCHAR et al., 2013; PUTHIYAKUNNON et al., 2014; BEKNAZAROVA,;
WHILEY; ROSS, 2016; JOURDAN et al., 2018).
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Figura 2: Prevaléncia global de Strongyloides stercoralis (JOURDAN et al., 2018).

1.4  Aspectos clinicos da estrongiloidiase humana

A infecgao por S. stercoralis € determinada pela interagcao entre o parasito e o
hospedeiro, uma vez que o tempo de sobrevida dele no hospedeiro € dependente dos
diversos mecanismos de evasdo do sistema imune (COSTA-CRUZ, 2016). Em
individuos imunocompetentes, a infecgdo € comumente assintomatica (JOURDAN et
al., 2018).

Durante a fase aguda da infecgado, os sintomas incluem vagas manifestagdes
cutdneas, pulmonares e gastrointestinais (HOPPENFELD et al., 2018). As
manifestagdes cutédneas geralmente sdo discretas e ocorre nos pontos de penetragao
das larvas infectantes, tanto na pele como nas mucosas. Em casos de reinfeccdo, ha
reacao de hipersensibilidade com formagdao de edema, prurido, eritema, papulas
hemorragicas e urticarias. Em razdo da disseminagao das larvas, observa-se a
migracao unica ou multipla das larvas filarioides no tecido subcutédneo, chamado de
larva currens (COSTA-CRUZ, 2016). A larva currens € comum na infecgao crbnica e
se apresenta como urticaria serpiginosa com prurido, geralmente no abdome, tronco,
nadegas, coxas e virilha. As lesdes persistem por alguns dias e pode voltar a ocorrer
semanas a meses mais tarde (COSTA-CRUZ, 2016; JOURDAN et al., 2018).
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A migracdo pulmonar das larvas é caracterizada por tosse com ou sem
expectoracgao, febre, dispneia, sibilancia e hemoptise. A travessia das larvas dos
capilares para os alvéolos provoca hemorragia, infiltrado inflamatério constituido de
linfécitos e eosindfilos e em casos mais graves pode provocar broncopneumonia,
sindrome de Loffler, edema pulmonar e insuficiéncia respiratoria (COSTA-CRUZ,
2016; JOURDAN et al., 2018).

As manifestagdes gastrointestinais da infeccdo sao diversas e podem incluir
sintomas inespecificos como nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal, perda de
peso, inchaco, flatuléncia e menos comumente duodenite, enterocolite, ma absorcao,
ulceracao e hemorragia (GREENBERG; GREENBERG; HELMSTETTER, 2018).

O desenvolvimento ou exacerbagao de sintomas gastrointestinais e pulmonares
e a deteccao de aumento do numero de larvas nas fezes e / ou expectoragao é a
marca de hiperinfecgdo. O diagndstico da hiperinfecgdo implica a presenca de sinais
e sintomas atribuiveis ao aumento da migragéo larval (KEISER; NUTMAN, 2004).
Varios fatores podem aumentar o risco de infec¢ao por S. stercoralis, causando uma
hiperinfecgdo. O risco de infeccdo em pacientes com HIV/Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi duas vezes maior que o risco para os individuos
sem HIV/AIDS (SCHAR et al., 2013). Individuos alcoolistas também apresentam risco,
pois a ingestao regular de etanol modula a resposta imune, tornando a sobrevivéncia
e a reproducao das larvas mais facil (SCHAR et al., 2013; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI;
ESTEBAN, 2015). Individuos imunossuprimidos como os transplantados por 6rgaos,
infectados por HTLV, pacientes com cancer, e aqueles que fazem uso de corticoides
também sao acometidos pela hiperinfecgdgo (MARCOS et al.,, 2008; ROXBY;
GOTTLIEB; LIMAVE, 2009; BON et al., 2010; FELICIANO et al., 2016).

Ocasionalmente a hiperinfecgdo pode levar a estrongiloidiase disseminada,
onde as larvas atingem locais distantes, como o sistema nervoso central, figado, rins,
vesicula biliar, coragao, pancreas dentre outros 6rgaos. Casos de disseminacao das
larvas s&o observados em pacientes imunocomprometidos cujo caso pode agravar e
resultar em septicemia, uma vez que as larvas transportam, em seu tegumento, as
bactérias para a circulagdo sanguinea. Os sintomas podem ser dor abdominal, vémito,
diarreia intensa, pneumonia hemorragica, insuficiéncia respiratéria culminando em
obito (COSTA-CRUZ, 2016; HOPPENFELD et al., 2018).



21

1.5  Aspectos imunoldgicos na estrongiloidiase humana

A resposta imune desempenha papel importante no curso da estrongiloidiase
humana, porém é limitada devido a dificuldade de realizar a investigagcdo com o
parasito, uma vez que apenas humanos, primatas e caes sao suscetiveis a infeccao
(TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015).

Em humanos, a imunidade ndo é protetora contra larvas autoinfectantes que
determinam o estabelecimento de um equilibrio entre o parasito e o sistema imune do
hospedeiro, porém esse equilibrio pode ser alterado determinando o curso da infecgéo
(BONNE-ANNEE et al., 2014). Ha trés resultados possiveis em individuos infectados,
dependendo da adequacgao da resposta imune do hospedeiro e da capacidade do
parasito de superar essa resposta: erradicacdo da infecgdo, infecgcdo cronica
decorrente da autoinfecgcdo e a possibilidade da hiperinfecgdo ou disseminacao
(GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2016).

O controle da intensidade da infecgcado pode ser responsavel pela defesa local
mediada por mastocitos, por duas formas: diretamente pela capacidade dessas
células de lesar o parasito e indiretamente, pela desgranulagdo de substancias que
atraem e ativam eosindfilos (COSTA-CRUZ, 2016).

Infecgdes com nematoides parasitas, incluindo Strongyloides, levam as
respostas imunes do tipo 2 marcadas pela diferenciacdo de células T CD4* naive em
células T helper tipo 2 (Th2). Estas sédo caracterizadas pela expressao do fator de
transcricdo GATA-3, resultando na competéncia para produzir as citocinas efetoras
interleucina (IL) - IL4, IL-5 e IL-13 que promovem o crescimento e diferenciacao de
células B e granulécitos (MAIZELS; HOLLAND, 1998; BOCK et al., 2017). X’

O controle e a erradicacdo da migracao da larva L3 de Strongyloides é realizada
pela imunidade inata e adaptativa. Na imunidade inata, neutrofilos e eosindfilos
liberam moléculas toxicas para eliminar o parasito em colaboragdo com o componente
de complemento C3b. Os neutrdfilos eliminam larvas de Strongyloides por meio de
um processo que depende da proteina mieloperoxidase granular especifica de
neutrofilos (MPO). A morte de larvas por eosindéfilos mostrou ser dependente da
proteina basica principal da proteina granular (MBP) e da proteina catidnica
eosinofilica (ECP). Os mastdcitos estdo envolvidos no desencadeamento de produgéo

de citocinas, dado o seu papel no recrutamento de eosindfilos por meio da produgao
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de IL-5. A IL-3 é importante no processo de diferenciacao de mastdécitos, uma vez que
se um animal for nocaute de IL-3, esses mostram expulsao tardia de S. venezuelensis
(MAIZELS; HOLLAND, 1998; BRELOER; ABRAHAM, 2016).

Os eosindfilos também tém a capacidade de atuar como uma célula
apresentadora de antigeno (APC) para iniciar a resposta imune adaptativa,
produzindo as citocinas de perfil Th2, IL-4 e IL-5. Na imunidade adaptativa, células B
produzem IgM, que colabora com macréfagos, e IgG, que colabora com os neutrdfilos,
para eliminagdo das larvas. IgA e IgE também sdo encontrados em pacientes com
estrongiloidiase (BOCK et al., 2017).

A IgG é a imunoglobulina do soro mais abundante produzido contra S.
stercoralis, sendo detectada em 95% dos pacientes com a doenga. A classe engloba
quatro subclasses: IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 (OCHS; WEDGWOOD, 1987; ARIFIN et
al., 2018). 1gG1 é supostamente regulada no inicio da infeccdo e observada mais
frequentemente em individuos mais jovens do que mais velhos. Niveis de IgG2 séo
mais elevados em individuos imunocompetentes do que em pacientes
imunossuprimidos. A deteccao de IgG3 é menos informativa devido a sua vida util
mais curta, com uma meia-vida apenas de sete a nove dias, portanto, € improvavel
que seja adequado para uso em aplicagdes clinicas. IgG4 é a menos abundante das
quatro subclasses de IgG em humanos saudaveis, representando de 3 - 6% do total
de IgG (ARIFIN et al., 2018).

A resposta imune humoral contra S. stercoralis engloba as subclasses IgG1 e
IgG4 (ATKINS et al., 1999; MACHADO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2007). A IgG4
em particular tem sido extensivamente pesquisada porque € altamente especifica para
a deteccao de infec¢des por helmintos, incluindo Strongyloides (ARIFIN et al., 2018).
Os titulos de 1gG, IgG1 e IgG4 sédo encontrados predominantemente duas semanas
apos a infecgao e podem persistir por mais tempo (RODRIGUES et al, 2007; TOLEDO;
MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN 2015). Além da resposta humoral, os macréfagos que
foram alternativamente ativados pela IL-4 também eliminam os parasitos como a ajuda
de neutrdfilos e do sistema complemento (BRELOER; ABRAHAM, 2016).
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1.6  Modelo experimental no estudo da estrongiloidiase

Um modelo animal de estudo muito utilizado para a estrongiloidiase humana, &
o nematddeo Strongyloides venezuelensis, que infecta roedores silvestres (CORRAL
et al.,, 2015; DE CARVALHO et al.,, 2015; BRELOER; ABRAHAM, 2016; VINEY;
KIKUCHI, 2017). Ele tem sido utilizado para padronizar novas técnicas imunolégicas
com o intuito de melhorar o diagnostico de estrongiloidiase humana, por produzir uma
grande quantidade de larvas infectantes, o que facilita a obtengdo e a producéo de
antigeno heterdlogos (DE CARVALHO et al., 2015).

Este parasito foi descrito pela primeira vez em ratos na Venezuela (BRUMPT,
1947) e depois foi reescrito nos EUA, desta vez incluindo uma descricao da geracao
de vida livre (LITTLE, 1996). E amplamente distribuido em regides quentes do mundo,
tendo sido relatado entre os paralelos 35 ° norte e sul, sugerindo que requer um clima
quente para o desenvolvimento no ambiente externo. Todos os relatos de S.
venezuelensis sao de ratos (Rattus norvegicus) (VINEY; KIKUCHI, 2017). Em ratos
imunocompetentes infectados por S. venezuelensis, a resposta imunoldgica vai
resultar na expulsdo da maioria dos parasitos em um periodo de 10 a 14 d.p.i. Os
ratos se tornam imunes a reinfecgdo, caracterizando uma infec¢gdo autolimitante
(VINEY; KIKUCHI, 2017).

Strongyloides venezuelensis possui rota de migracdo semelhante ao S.
stercoralis em humanos (CHAVES et al., 2015). O desenvolvimento de S. stercoralis
e S. venezuelensis ocorre no ambiente (ciclo de vida livre) e no hospedeiro (ciclo de
vida parasitaria). A fase parasitaria inicia-se com a penetragao das larvas L3 através
da mucosa e da pele, essas larvas migram para o pulmao, onde induzem grave
alteracdo inflamatéria (sindrome de Loffler), caracterizada por grave infiltragdo
eosinofilica e hiperplasia de células caliciformes. Dos pulmbes, elas migram para a
cavidade oral e descem ao intestino delgado, onde se tornam parasitos adultos e
induzem mastocitose intestinal severa. O parasito € eliminado nas fezes do
hospedeiro na forma de ovos (YASUDA; MATSUMOTO; NAKANISHI, 2014; DE
CARVALHO et al., 2015).

Antigenos de S. venezuelensis apresenta reagao cruzada com antigenos de S.
stercoralis, € de facil obtencdo e manutencao em laboratério, tem bom rendimento

larval em culturas de fezes utilizando carvao e nao apresenta risco de infecgao quando
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manipulado por humano. Essas caracteristicas permitem o seu estudo para o
diagnostico da estrongiloidiase humana e como comparagao da resposta imune a
infeccdo humana (MACHADO et al., 2003; CHAVES et al., 2015).

1.7  Imunossupressdo com prednisolona

Os corticosteroides sao analogos sintéticos dos horménios glicocorticoides
enddgenos, sendo uma classe de anti-inflamatorios potentes que sdo utilizados na
clinica médica (AYYAR et al., 2017). Prednisolona, metilprednisolona, dexametasona
e betametasona s&o os tipos de corticosteroides mais comumente administrados
(LARSEN et al., 2018; LEE; SHIN, 2018).

Sabe-se que os glicocorticoides atuam por duas vias diferentes: genémica e né&o
gendmica (DANZA et al., 2018). Pela via genbmica, sabe-se que tem a ligacéo da
molécula de glicocorticoide a um receptor citoplasmatico, e que esse complexo
receptor-ligante é translocado para o nucleo da célula onde se liga a sequéncias
especificas de DNA. Esse complexo faz com que haja inibicdo da expressao de genes
envolvidos na resposta inflamatéria, mas também estimula a expressdo de genes
relacionados aos efeitos adversos dos glicocorticoides. O receptor citoplasmatico é
expresso em todas as células do corpo, o que explica a variedade de efeitos adversos,
atingindo quase todos os tecidos e sistemas. O efeito dessa via requer pelo menos 30
minutos para comecgar e pelo menos 4 a 6 horas para atingir o efeito completo
(BUTTGEREIT et al., 2004; RHEN; CIDLOWSKI, 2005; DANZA et al., 2018).

A via nao genémica, recentemente caracterizada, atua modulando um receptor
de membrana e vias moleculares intracelulares que sao diferentes daquelas da via
genbmica. O inicio do efeito € mais rapido (segundos a minutos). Esta via é
especialmente sensivel a metilprednisolona e dexametasona, que tém um efeito anti-
inflamatdrio até cinco vezes mais poderoso do que a via genémica, para 0s mesmos
compostos (DANZA et al., 2018).

Drogas imunossupressoras inibem a atividade inflamatéria do sistema
imunoldgico do hospedeiro e promovem a produgédo de proteinas anti-inflamatérias
(MACHADO et al.,, 2011; LEE; SHIN, 2018; MIURA, 2018). Inibe a sintese de
anticorpos I1gG, IgM e IgA, fosfolipase A2, leucotrienos e prostaglandinas. Os

glicocorticéides também atuam diminuindo o numero de basodfilos, eosindfilos e
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mondcitos, e aumentando o numero de neutrofilos no sangue periférico (SAAVEDRA-
DELGADO et al., 1980). Também agem diminuindo a produgao de 6xido nitrico,
moléculas coestimulatérias e complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
(MACHADO et al., 2011). A diminuicado de eosindfilos é devido a inibigdo da citocina
IL-5 provocada por glicocorticoide, e essa citocina juntamente com a quimiocina CC
ativa de eosinodfilos, sdo responsaveis pela libertacdo de eosindfilos na corrente
sanguinea (CORRIGAN, 1999).

Prednisolona (C21H2s05) é um esteroide adrenal sintético com atividade
glicocorticoide potencializada (Figura 3) (LEE; SHIN, 2018; PUBCHEM, 2019). A
metilprednisolona (C22H300s5) (Figura 4) é convertido em prednisolona ativa no
organismo e agonista do receptor hormonal corticosteroide (PUBCHEM, 2019).
Ambos exercem potente acdo anti-inflamatéria e imunossupressora, sendo
amplamente utilizados na pratica de medicina humana (KUPERSMITH et al., 1996;
NAMISATO et al., 2004; KALITA; SANJEEV; MISRA, 2012; SARAEI et al., 2014;
GONZALEZ-GIRALDO et al., 2018; MYTINGER, 2018; SERFLING et al., 2019) e em
muitos estudos com modelos animais (GROVE; DAWKINS, 1981; TAKEDA et al.
2004). Em humanos, estudos em pacientes com doenga de Meéniére usaram
dexametasona e metilprednisolona, os resultados mostraram que a metilprednisolona
pode melhorar o nivel de audicdo comparado a dexametasona (MASOUMI et al.
2017). Estudos com ratos, analisando o efeito terapéutico da curcumina e da
metilprednisolona na lesao medular, mostraram que a metilprednisolona teve um bom
efeito terapéutico, nos primeiros 14 dias, quando comparada aos grupos tratados com
curcumina (LIU et al., 2018).

Figura 3: Férmula estrutural 2D de prednisolona (PUBCHEM, 2019).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Methylprednisolone%20Acetate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Methylprednisolone%20Acetate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C24H32O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/prednisolone
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Figura 4: Formula estrutural 2D de metilprednisolona (PUBCHEM, 2019).

Prednisolona e metilprednisolona sédo corticoides analogos com a mesma
duragéo de agao no organismo, sendo de 12 a 36 horas (duracéo intermediaria entre
os corticoides) e tendo a metilprednisolona maior eficacia anti-inflamatéria que a
prednisolona (LARSEN et al., 2018).

As rotas de administracdo de um medicamento sido classificadas em duas
categorias: rota sistémica e rota local. A rota sisttmica € aquela em que o
medicamento chega na circulagdo sanguinea e a rota local o medicamento € aplicado
na pele ou mucosa para agao local. A rota sistémica pode ser classificada em duas
classes: rota enteral (0 medicamento é colocado no trato gastrointestinal e em seguida
€ absorvida e chega na corrente sanguinea. Como exemplo temos a via oral) e rota
parenteral (0 medicamento ndo passa pelo trato gastrointestinal, atinge diretamente o
sangue. Como exemplo temos a via subcutanea) (VERMA et al., 2010).

A via oral € amplamente utilizada para tratar uma variedade de condi¢des
médicas (PALME; TOMASEVIC; POHL, 2000) e o medicamento €& colocado
diretamente na boca (VERMA et al., 2010). Alguns estudos citam quais séo as
vantagens e desvantagens de utilizar essa via (GUPTA; BHANDARI; SHARMA, 2009;
VERMA et al., 2010; PARK et al.,, 2015; EZRAHI; ASERIN; GARTI, 2018). Como
vantagem temos:

1. Simples, n&o invasiva, sem dor, segura e relativamente mais barata;

2. Evita riscos associados a linhas de infusdo intravenosa como infeccdes e

extravasamentos;

3. Proporciona maior adesdo por ser um método mais conveniente e facil de

administrar;

4. Reduz os custos de administragcdo, uma vez que nas injecbes ha o

envolvimento direto de um profissional.

As desvantagens da via oral sao:
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. Nao é util se um o individuo estiver com vomitos, e deve-se enfatizar que o

vomito pode ser induzido por irritagao gastrica devido ao consumo da droga;

. Alguns medicamentos tém sabor desagradavel,

. Incapaz de administrar em individuos inconscientes;

. O inicio do efeito € lento para casos de emergéncias;

. Muito pouco controle sobre a liberagcdo do medicamento;

. Baixos niveis de absor¢do de macromoléculas (como proteinas e peptideos),

além de enfrentar obstaculos como ter que se dissolver no trato
gastrointestinal, passarem através dos enterécitos para entdo alcangar a
circulagao sistémica.

Absorcao pode ser dificultada por alimentos no estémago.

As injecdes subcutédneas tém sido extensivamente utilizadas. Nesta via de

administracdo, a droga é aplicada na camada subcutdnea com o ajuda da injecao,

atravessara o espaco intersticial e alcangara a corrente sanguinea. Como vantagens
da via subcutanea temos (McLENNAN; PORTER; CHARMAN, 2005; VERMA et al.,
2010; SEQUEIRA et al., 2019):

1.
2.

Contorna a baixa biodisponibilidade da via oral;

Via de administracao alternativa quando a dosagem oral ndo é bem tolerada;

3. Modifica ou estende as caracteristicas de liberagdo nos esforgcos para

prolongar a exposigao sistémica,;

. Pode ser administrado em individuos inconscientes;

5. Agao rapida.

A WO DN -

As desvantagens da via subcuténea sao:

. Dor no local da injecéo;
. Maior risco de efeitos adversos e infecgdes secundarias;
. Alta concentracao atingida rapidamente.

. Alguns fatores podem prejudicar a absor¢ao e integridade estrutural do

medicamento como alteragbes na composicdo do tampado, do pH,
temperatura, pressdo, perda de excipientes e inicio da degradagdo da

formulagao antes da absorcéo.

Ha varios estudos que utilizam prednisolona aplicada por diversas vias e utilizada

para diversos fins em estudos utilizando modelo animal. No estudo de Liu e

colaboradores, (2018) utilizam a metilprednisolona via subcuténea para o tratamento
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da lesdo da medula espinal em ratos. Outro estudo nos mostra o efeito da
administracao de prednisolona via subcutanea na taxa de esvaziamento da vesicula
biliar e na composi¢cao da vesicula biliar em caes (NAGAHARA et al., 2018). Um
estudo recente com S. stercoralis em humanos mostrou que o uso de prednisolona
oral para tratamento de doenca pulmonar obstrutiva crénica levou um paciente a 6bito
devido a estrongiloidiase (KHADKA et al., 2018). Outros trabalham utilizam a
metilprednisolona via oral para o tratamento da miastenia gravis ocular (LEE; KIM,
2018) e prednisolona oral para espasmos infantis (BARAM et al., 1996).

Estudos comparando diferentes vias de administracdo de corticosteroides sao
escassos. Um estudo recente realizado com a administragdo de metilprednisolona por
cinco rotas (oral, intravenosa, intramuscular, submucosa e intra-mesentérica) tem
como objetivo escolher aquela que melhora os resultados pos-operatérios apos a
cirurgia do terceiro molar (NAGORI et al.,, 2018). Outro estudo, utiliza diferentes
dosagens de corticosteroides (dexametasona e metilprednisolona) e de rotas de
administragcado (submucosa, intravenosa e oral) para obter melhores resultados em
cirurgia de terceiro molar mandibular (LARSEN et al., 2018).

Ressalta-se a importancia de estabelecer e validar um modelo imunossupressor
de animais para o estudo da estrongiloidiase humana. Este estudo foi o primeiro a
avaliar a imunossupressao causada pela administragdo de prednisolona em modelo
animal infectado com S. venezuelensis utilizando duas vias de administracéo, a oral e
a subcutéanea. Para isso, foram analisados parametros fisicos (peso e sobrevivéncia),
hematoldgicos (contagem global e diferencial de leucdcitos), parasitologicos
(contagem de ovos por grama gramas de fezes (OPG), OPG acumulada e fémeas

parasitas) e imunoldgicos (niveis de deteccao de IgG, IgG1 e 1gG2).



29

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar qual via de administragdo de
prednisolona oral ou subcutanea, apresenta melhor desempenho imunossupressor

em ratos infectados por S. venezuelensis.

2.2 Objetivos especificos

> Avaliar o peso de todos os animais apdés a imunossupressao com

prednisolona pela via oral e subcutanea.

> Fazer a analise de sobrevivéncia desses animais apos a imunossupressao

por ambas as vias.

>  Avaliar a imunossupressao causada pela administracdo de prednisolona,

por ambas as vias, pela contagem global e diferencial de leucécitos.

>  Analisar a carga parasitaria por OPG e OPG acumulada e recuperagao de
fémeas partenogenéticas do intestino, apds a imunossupressao por via oral

e subcutanea.

>  Quantificar os niveis de anticorpos IgG, 1gG1 e 1gG2a por enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) em ratos imunossuprimidos com

prednisolona por ambas as vias.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O estudo foi realizado no Laboratério de Diagndstico de Parasitoses do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob orientagéo
da Prof? Dr? Julia Maria Costa Cruz. Todos os experimentos foram conduzidos de
acordo com as diretrizes de ética animal adotados pelo Comité de Etica na Utilizacao
de Animais (CEUA-UFU) e foram aprovados sob o parecer de numero 103/16.

A cepa de S. venezuelensis mantida em ratos Wistar e utilizada para a infec¢ao
experimental e producdo de extrato salino é foi mantida na Rede de Biotérios de
Roedores (REBIR-UFU) em conformidade com o projeto “Manutengdo da cepa de
Strongyloides venezuelensis em Rattus novergicus Wistar” aprovado pelo CEUA-UFU

sob o parecer de numero 075/08.

3.2 Animais

Ratos machos Wistar (Rattus novergicus), considerados Specific Pathogen Free
(SPF), com idades entre quatro e seis semanas, pesando entre 100-250 g,
provenientes e mantidos na REBIR-UFU, foram utilizados nesse experimento. Esses
animais foram acondicionados em mini-isoladores (Ventilife, Alesco, Monte Mor, Brasil)
com densidade maxima de 6 animais, mantidos em cama de maravalha autoclavada,
com acesso livre a agua esterilizada e ragao industrial. A temperatura da sala era
mantida a 22 + 2 °C, com ciclo claro-escuro 12:12h. Todos os procedimentos e
manuseio dos animais foram realizados em fluxo laminar (Biosafety cabinet Tecniplast,
Varese, Italia).

Foram utilizados 36 ratos machos que foram divididos em seis grupos (n = 6)
divididos por via de administracao e infeccao:

G | (-): animais ndo tratados e nao infectados,

G Il (+): animais n&o tratados e infectados,

G lll (o -): animais tratados via oral e n&o infectados,

G IV (o +): animais tratados via oral e infectados,

G V (sc -): animais tratados via subcutédnea e n&o infectados,
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G VI (sc +): animais tratados via subcutanea e infectados.

3.3 Delineamento experimental

A Figura 5 mostra o delineamento de todo o experimento de uma forma
resumida. A administracdo oral foi realizada com 5 mg / mL de prednisolona 5 dias
antes da infecgao, e apds, foi realizado um reforgo nos dias 8 e 21, com duragao de 5
dias cada. A administracdo subcutanea foi realizada com 10 mg / mL / kg de
prednisolona por 30 dias. A infecgdo por S. venezuelensis foi feita no dia 0. A pesagem
dos animais iniciou no dia -5 e depois nos dias 0, 8, 13, 21 e 30. A coleta de sangue foi
realizada nos dias 0, 8, 13, 22 e 30. A coleta de fezes foi realizada nos dias 5, 7, 8, 13,
21, 26 e 30. No dia 30 os animais foram eutanaziados e apds, o intestino delgado foi

removido.

v
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Figura 5: Representagdo esquematica do procedimento experimental, mostrando os dias de
imunossupresséo oral e subcutdnea de prednisolona nos animais, a infeccdo com Strongyloides
venezuelensis, os dias de pesagem, coleta de sangue, coleta de fezes, eutanasia e coleta de intestino.

3.4 Infecgao por Strongyloides venezuelensis

Larvas filarioides infecciosas de S. venezuelensis foram obtidas de culturas de
carvao animal de fezes de ratos infectados e mantidos na Rede de Biotérios de
Roedores - UFU. As culturas foram incubadas a 27 °C por 72 horas e as larvas foram
coletadas pelo método de Rugai (RUGAI; MATTOS; BRISOLA, 1954). Para infecgéo,
3.000 larvas L3 de S. venezuelensis foram inoculadas pela via subcutanea na regiao

abdominal.
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3.5 Imunossupressao com prednisolona

A administragdo oral nos grupos G lll e G IV foi realizada com 5 mg / mL de
prednisolona diluida em agua esterilizada na mamadeira (formulagéo oral disponivel:
fosfato sddico de prednisolona, 3 mg/mL) (Biosintética Farmacéutica, S&o Paulo, Brasil)
como descrito por Grove; Heenan e Northern (1983), com modificagdes. O protocolo
de tratamento foi iniciado 5 dias antes da infecgéo e apds, foi realizado um reforgo nos
dias 8 e 21, com duracdo de 5 dias cada, e quando necessario, essa solugao era
reposta.

Para administragao subcuténea, os animais dos grupos G V e G VI receberam
injecbes abdominais de 10 mg/mL/kg de prednisolona (formulagdo subcutanea
disponivel: acetato de metilprednisolona, 40 mg/mL) (Unido Quimica, Sdo Paulo,
Brasil), uma hora antes da infecgédo, e diariamente até 30 dias apds a infecgao,

conforme descrito por Taguchi et al. (2016), com modificagdes.

3.6 Avaliacéo de peso corporal e analise de sobrevivéncia.

Os ratos foram pesados em uma balanga comum nos dias -5 (Gl, Gll, Glll e
GlvV), 0, 8, 13, 21 e 30 (todos os grupos) para determinar se o tratamento com
prednisolona influencia no ganho de peso dos animais.

Os animais foram monitorados diariamente para registro de eventuais mortes
ocorridas no periodo de tratamento e entdo foi feita uma analise de curva de

sobrevivéncia.

3.7 Coleta de sangue e obtencao de soro

Antes da infecgdo (dia 0) e nos dias 8, 13, 21 dias apods a infecgéo (d.p.i.), as
amostras de sangue foram coletadas por puncéo caudal e armazenadas em tubos de
0,5 mL K2 EDTA (Zhejiang Gongdong Medical Technology, Provincia de Zhejiang,
China). No 30° d.p.i., os ratos foram eutanaziados por exsanguinagao por pungao
cardiaca e o sangue coletado foi armazenado em tubos de 4 mL K3 EDTA (Poly
Medicure, Delhi, india). Uma aliquota foi utilizada para a contagem global e diferencial

de leucdcitos. Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 60 mg / kg



33

(Sespo Industria e Comércio, S&o Paulo, Brasil) e xilazina 10 mg / kg (Sespo Industria
e Comércio, Sao Paulo, Brasil) administrado via intraperitoneal.

O sangue remanescente foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 min. O soro obtido
foi armazenado a -20 °C. Em seguida, um pool de soro de ratos foi obtido para analise

no teste ELISA para detecgéo de IgG e suas subclasses.

3.8 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 uL de solugdo de Turk (Renylab Quimica e
Farmacéutica, Minas Gerais, Brasil) (FACCIOLI et al.,1998). A leitura foi feita em
microscopio optico por quatro examinadores a cegas.

Para a contagem diferencial, os esfregacos de sangue foram confeccionados e
corados com o método pandtico rapido LB (Laborclin, Parana, Brasil) de acordo com
as instrugdes do fabricante. Em seguida, foram contadas em diferentes campos de
forma aleatéria 100 células, por quatro examinadores a cegas. As células foram
identificadas morfologicamente por linfocitos, neutrdfilos, mondcitos, eosinofilos e
basdfilos, por meio de microscopia de luz com aumento de 100 vezes (CARVALHO et
al., 2009)

3.9 Contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e OPG acumulada

Os ratos infectados experimentalmente por S. venezuelensis (G Il, G IV e G VI)
foram colocados em papel toalha limpo e umido para defecar nos dias 5, 7, 8, 13, 21,
26 e 30 d.p.i. As fezes foram recuperadas, umedecidas com agua destilada e
maceradas. O numero estimado de ovos por grama de fezes foi realizado pelo método
de Cornell-McMaster (GORDON; WHITLOCK, 1939).

OPG acumulada foi calculada pela soma de todas as OPG dos animais por

grupos, em todos os dias amostrados (NISBET et al., 2013; NISBET et al., 2016).
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3.10 Contagem de fémeas parasitas

A recuperacao das fémeas parasitas foi realizada no 30° d.p.i. Apds a eutanasia,
o intestino delgado foi removido e colocado em placas de Petri contendo solucgdo salina
tamponada com fosfato (PBS). Em seguida, o intestino delgado foi seccionado
longitudinalmente e incubado a 37 °C por 2 h. A solugao foi coletada, centrifugada a
1.200 rpm por 5 min, e o sedimento foi colocado em lamina para contagem de fémeas

parasitas em microscopio 6ptico (10x), de acordo com Sato e Toma (1990).

3.11 ELISA indireto para detecg¢do de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a no soro

O ELISA indireto (ensaio imunoenzimatico) foi realizado para determinar a
cinética de anticorpos IgG, 1gG1 e IgG2a. Para determinar anticorpos IgG anti-
Strongyloides especificos, o protocolo de Sousa et al. (2016) foi aplicado. Para 1gG1
e 1gG2a, experimentos preliminares foram conduzidos para determinar condi¢des
6timas para antigeno, soro e conjugado. O extrato salino de S. venezuelensis utilizado
nesse estudo foi descrito anteriormente por Gonzaga e colaboradores, (2011) com
modificagdes.

Microplacas de poliestireno com 96 pocgos de baixa afinidade (Greiner Bio-One,
Solingen, Alemanha) foram revestidas, para detecg¢ao de IgG, com 5 pg/ mL do extrato
salino de S. venezuelensis (50 uL / pogo) em solugcédo tampao carbonato-bicarbonato
e incubadas durante a noite a 4 °C. Para IgG1 e IgG2a, microplacas de alta afinidade
(Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) foram revestidas com 10 uyg / mL de extrato
salino de S. venezuelensis (50 uL / pogo). As placas foram lavadas 3 vezes por 5 min
cada com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). As microplacas preparadas para
os ensaios de IgG1 e IgG2a foram bloqueadas com PBS-T mais 1% de albumina de
soro bovino (PBS-T-BSA) (100 uL / pogo) a 37 °C por 1h e foram lavadas. O pool de
amostras de soro (1:10) (50 uL / pogo) foi diluido em PBS-T com leite em p6 desnatado
(Molico, Nestlé, Brasil) 1% (PBS-TM) para teste de IgG e em PBS-T-BSA para os
testes das subclasses. Apds a adicao de soro, as microplacas foram incubadas a
37 °C durante 45 min (IgG) ou 2 h (IgG1 e IgG2a). As placas foram lavadas com o
ciclo PBS-T, e adicionadas IgG anti-rato de cabra conjugado com peroxidase (Sigma-
Aldrich., St. Louis, EUA) diluidos 1: 1000 em PBS-TM (50 uL / pogo) ou IgG1 ou IgG2a

anti-rato de camundongo conjugado com biotina (BD Biosciences, CA, EUA) diluido
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1: 2000 em PBS-T-BSA (50 uL / pogo). Apos incubagao a 37 °C por 45 min (IgG) ou
1 h (IgG1 e IgG2a), as placas foram lavadas 3 vezes e, para IgG1 e IgG2a, as placas
foram incubadas com estreptavidina-peroxidase (BD Biosciences, CA, USA) diluida 1:
1.000 em PBS-T-BSA (50 uL / pogo) por 30 min em temperatura ambiente (TA). As
placas foram lavadas e a reacéo foi revelada pela adigdo de 50 uL / pogo de 5 mg de
o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich., St. Louis, EUA) e 5 uL de perdxido de
hidrogénio a 30% (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) em 12,5 mL de tampé&o fosfato citrato
(0,1 M, pH 5,5). Ap6s 15 min a TA e no escuro, a reagao foi interrompida pela adi¢ao
de 25 uL / pogo de solugdo 2N H2SO4 (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). As densidades
opticas (DO) foram determinadas a 492 nm em leitor de ELISA (Biotek, BioTek
Instruments, EUA). O cut-off para cada reagao foi determinado pela média de valores
da DO das amostras de soro coletadas antes da infecgao. Niveis de anticorpos foram
expressos pelo indice ELISA (IE), que foi calculado pelo valor da DO da amostra

dividido pelo cut off.

3.12 Analises estatisticas

As andlises de peso, contagem global e diferencial de leucécitos, OPG, OPG
acumulada e contagem de fémeas foram analisados pelos testes nao paramétricos de
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney para as comparag¢des multiplas 2 a 2 seguida da
correg¢ao de Bonferroni-Holm. Os dados sao apresentados em mediana, com intervalo
interquartil.

A andlise de sobrevivéncia foi realizada de acordo com o teste log-rank (teste de
Mantel-Cox) e as comparacdes multiplas 2 a 2 foram realizadas pelo teste de Gehan-
Breslow-Wilcoxon seguidas de corregao de Bonferroni-Holm.

Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os testes
estatisticos foram realizados usando o software GraphPad Prism versdo 6.0
(GraphPad Software, San Diego, EUA).
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3.13 Normas de biosseguranca

O procedimento de coleta e processamento das amostras de soro e reagentes,
bem como a utilizacdo dos equipamentos foi realizada de acordo com as normas de

biosseguranga descritas por Mineo (2009).
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4, RESULTADOS

4.1 Analise de parametros fisicos

4.1.1 O tratamento com prednisolona administrado via subcutanea (infectado ou

nao com S. venezuelensis) nao alterou o peso dos animais ao longo dos dias

Os resultados do peso corporal de todos os animais estdo demonstrados na
Figura 6. Os animais dos grupos controle (G | e G Il) e dos grupos tratados via oral
(G lll e G IV) foram inicialmente pesados no dia -5 (inicio da imunossupressao oral).
Os animais dos grupos tratados via subcutdnea (G V e G VI) foram pesados
inicialmente no dia 0 (inicio da imunossupressao subcuténea).

Os grupos G I, G Il e G IV mostraram diferencga significativa ao longo dos dias
(P < 0,05). Analisando os grupos controles, observa-se que houve aumento de pesos
desses animais ao longo dos dias. Do grupo G | houve aumento do dia -5 para os dias
8, 13, 21 e 30, dia 0 para os dias 13, 21 e 30, dia 8 para os dias 21 e 30 e do dia 13
para o dia 30. Do G Il foram entre os mesmos dias exceto o do dia 8 para o dia 21 que
nao apresentou diferenca de peso. Dos grupos tratados via oral, o G lll apresenta
tendéncia de ganho de peso ao longo dos dias mas nao apresentou diferenca
significativa e o G IV apresentou aumento de peso do dia -5 para os dias 13, 21 e 30,
do dia 0 para os dias 13, 21, e 30, e do dia 8 para o dia 30. Analisando os grupos
tratados via subcuténea, observa-se que ndo houve diferengca de peso significativa

entre os dias, ou seja, esses animais mantiveram o seu peso ao longo do experimento.
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Figura 6: Peso corporal de ratos Wistar machos nos dias -5, 0, 8, 13, 21 e 30 d.p.i. Valores expressos
em mediana e intervalo interquartil. Os animais dos grupos controles (G | e G Il) foram inicialmente
pesados no dia -5 juntamente com os animais dos grupos tratados via oral (G Ill e G IV) (inicio da
imunossupressao oral). Os animais dos grupos tratados via subcutanea (G V e G VI) foram inicialmente
pesados no dia 0 (inicio da imunossupressao subcutanea). A linha tracejada separa os dias antes e
depois da infecgdo por Strongyloides venezuelensis. Os grupos experimentais correspondem aos
escritos detalhadamente na segdo Material e métodos 3.2.

4.1.2 A taxa de sobrevivéncia foi menor nos animais dos grupos tratados via

subcutanea (infectado ou ndo com S. venezuelensis)

Durante os 30 dias de experimento, houve morte de animais de alguns grupos.
Do total de seis animais em cada grupo, somente cinco animais do grupo controle G |
e oral G lll sobreviveram e dos grupos tratados via subcuténea trés sobreviveram do
G V e dois do G VI. Nao houve morte nos grupos G Il e G IV (Figura 7).

As curvas, quando considerados o0s seis grupos, sao estatisticamente
significantes, de acordo com o teste log-rank (teste de Mantel-Cox, P = 0,0357), mas
as comparagdes multiplas 2 a 2 pelo teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon seguidas de
correcao de Bonferroni-Holm, n&o identificaram a fonte de diferencga.

Considerando a analise entre os grupos (nao infectados ou infectados)
observou-se que as curvas dos grupos nao infectados (G I, G lll e G V) nao
apresentaram diferenga significativa entre elas, enquanto os grupos de animais
infectados (G Il, G IV e G VI) possuem diferenga significativa (P = 0,0091). Os poés-

testes, seguidos de correcdo, nao mostrou diferenca entre os pares.
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Figura 7: Curva de sobrevivéncia dos animais controles, tratados via oral e via subcutédnea ao longo
do experimento. Os grupos G ll e G IV, G | e G lll se sobrepuseram no grafico. Os grupos experimentais
correspondem aos descritos detalhadamente na secdo Material e métodos 3.2. A curva foi desenhada
por GraphPad Prism.

4.2  Analise hematoldgica

A indugcdo da imunossupressao com prednisolona em ratos foi verificada pela
contagem global e diferencial de leucécitos. As contagens diferenciais de eosinofilos,
mondcitos e basdfilos estavam dentro da normalidade em todos os dias analisados (O,
8, 13, 21 e 30).

4.2.1 Diminuicdo na contagem global de leucdécitos nos grupos de animais

tratados via subcutanea (infectado ou ndo com S. venezuelensis)

A Figura 8 demonstra a contagem global de leucécitos no sangue de ratos
infectados e nao infectados com S. venezuelensis, bem como os animais que foram
tratados ou ndo com prednisolona. As analises intragrupo foi realizada por analises
estatisticas comparativas do mesmo grupo ao longo dos dias. As analises entre os
grupos foram realizadas comparando entre si os grupos de animais infectados
(Gllvs.GIV,Gllvs. GVle GIVvs. GVI) e os grupos de animais nao infectados
(Glvs.GIlIl,Glvs.GVeGlllvsGV).

As andlises estatisticas intragrupos (ndo exibidas no grafico) mostraram que os
grupos G I, G IV e G V apresentam diferengas estatisticas significativa ao longo dos

dias (P < 0,05). Os grupos G |, G lll e G VI nédo apresentaram diferenga significativa
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de leucdcitos entre os dias analisados. No grupo controle G IlI, houve aumento
significativo de leucdcitos do dia 0 para os dias 8, 13 e 21 e diminuigéo significativa
desses mesmos dias comparado ao dia 30. No grupo tratado via oral G IV, houve
aumento significativo do dia 0 para o dia 8 e diminui¢cdo dos dias 8,13 e 21 com o dia
30. No grupo tratado via subcutanea G V, apresentou diminuigdo significativa de
leucocitos do dia 0 para o dia 8.

Fazendo as analises estatisticas intergrupos, comparando os grupos tratados via
oral com o seu respectivo controle, observa-se que houve diminuigéo significativa de
leucécitos do G Il no dia 30 e do G IV nos dias 13 e 21. Entre os grupos tratados via
subcutanea e o seu respectivo controle, houve diminuigao significativa de leucdcitos
do GV e G VI nos dias 8 e 13. Comparando os grupos tratados com a prednisolona,
houve diminuigéo estatistica entre o grupo subcutaneo G V comparado ao oral G lll e

o subcutaneo G VI comparado ao oral G IV nos dias 8 e 13.
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Figura 8: Contagem global de leucdcitos por mm3 de sangue realizada em ratos Wistar machos nos
dias 0, 8, 13, 21 e 30 d.p.i. Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. Os grupos
experimentais correspondem aos descritos detalhadamente na se¢cdo Material e métodos 3.2.
Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Comparacdes
intergrupos estdo indicadas por simbolos quando apresenta diferenga estatistica: * G | vs. G lll,
*Glvs.GV,#GIllvs.GIV,# Gllvs. GV, &G lllvs. GV e & G IV vs. G VI.

4.2.2 Diminuigao na contagem de linfocitos nos grupos de animais tratados via

subcutanea (infectado ou ndo com S. venezuelensis)

A contagem diferencial de linfécitos estéd demonstrada na Figura 9. As analises

estatisticas intragrupos (nao exibidas no grafico) mostraram que os grupos controles
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G |l e G Il e os grupos tratados via oral G Ill e G IV ndo apresentaram diferenca
significativa na contagem de linfocitos entre os dias. Somente os grupos tratados via
subcutédnea G V e G VI mostraram diferenca significativa ao longo dos dias (P < 0,05).
O G V apresentou diminui¢do significativa de linfécitos do diaO paraodia8e 13e G
VI apresentou diminui¢do significativa do dia 0 para o dia 8.

As analises intergrupos mostraram que, comparando 0s grupos orais com o seu
respectivo controle, ndo houve diferenca estatistica significativa de linfécitos em
nenhum dia. Houve diferenga estatistica entre os grupos subcuténeo e o controle e
entre os grupos tratados com prednisolona (P < 0,05). Entre os grupos tratados via
subcutanea e o controle, houve diminui¢ao significativa nos dias 8 e 13 tanto do G V
quanto do G VI. Comparando os grupos tratados com a prednisolona, houve
diminuicdo estatistica entre o grupo subcutaneo G V comparado com o oral G lll e

entre o subcutaneo G VI comparado com G IV nos dias 8 e13.
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Figura 9: Porcentagem de linfocitos por mm?3 de sangue realizada em ratos Wistar machos nos dias 0,
8, 13, 21 e 30 d.p.i. Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. Os grupos experimentais
correspondem aos descritos detalhadamente na segdo Material e métodos 3.2. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Comparagdes intergrupos estao indicadas
por simbolos quando apresenta diferencga estatistica: * G lvs. Glll, *™* Glvs. GV, # G ll vs. G IV,
#GIllvs. GV, &G lllvs.GVe && G IVvs. GVI
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4.2.3 Aumento na contagem de neutrofilos nos grupos de animais tratados via

subcuténea (infectado ou ndo com S. venezuelensis)

A Figura 10 demonstra a contagem diferencial de neutrofilos. As analises
estatisticas intragrupos (nao exibidas no grafico) mostraram que os grupos G 1, GV e
G VI apresentam diferenca significativa ao longo dos dias (P <0,05). O G Il e os grupos
tratados via oral G lll e G IV ndo apresentaram diferenca significativa de neutrofilos
entre os dias analisados. G | apresentou aumento significativo do dia O para o dia 8.
Na analise dos grupos tratados via subcutadnea G V apresentou aumento significativo
de neutrdfilos do dia 0 para o dia 8 e 13 e G VI apresentou aumento significativo do
dia 0 para o dia 8.

As analises intergrupos mostraram diferenga estatistica entre eles (P < 0,05),
somente G IV ndo houve diferenga em nenhum dos dias analisados. Comparando os
grupos tratados via oral com o seu respectivo controle, observa-se que houve
diminuicao estatistica somente do G Il no dia 8. Entre os grupos subcutaneo e o
controle, houve aumento estatistico do G V e G VI nos dias 8 e 13. O mesmo foi
observado nos grupos tratados com a prednisolona, nos dias 8 e 13 houve um
aumento estatistico entre o grupo subcutaneo G V comparado com o oral G lll e o

subcutaneo G VI comparado com o oral GIV.
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Figura 10: Porcentagem de neutréfilos por mm? de sangue realizada em ratos Wistar machos nos dias
0, 8, 13, 21 e 30 d.p.i. Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. Os grupos experimentais
correspondem aos descritos detalhadamente na secdo Material e métodos 3.2. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Comparagdes intergrupos estao indicadas
por simbolos quando apresenta diferenga estatistica: * G lvs. Glll, ** G lvs. GV, # G Il vs. G IV,
#Gllvs.GVI,&Glllvs.GVe&& G IV vs. GVI.

4.3  Analise parasitolégica

As contagens de ovos por grama de fezes e de fémeas parasitas foram

realizadas nos grupos infectados com S. venezuelensis G Il, G IV e G VI.

4.3.1 O tratamento com prednisolona administrado via oral no grupo de animais

infectados com S. venezuelensis provocou uma maior eliminagao de ovos

A Figura 11 nos mostra os picos de liberacao de ovos de S. venezuelensis. O nos
dias 7, 13, 26 e 30 d.p.i., € 0 grupo via subcuténea nos dias 7 e 30 d.p.i. Nos dias 7,13
e 26 d.p.i. o grupo oral G IV apresentou uma contagem maior de ovos do que o grupo
via subcutanea G VI. No ultimo dia de experimentagao, observa-se que ainda havia
liberagcado de ovos nos animais imunocompetentes e imunossuprimidos (mediana: G |l:
100 ovos, G IV: 2.625 ovos e G VI: 2.100 ovos). As analises estatisticas entre 0 mesmo

grupo ao longo dos dias foram representadas pelos simbolos no grafico.



44

#
50 T
#
35 - P ﬁ -8 Gl (+)
20 —\— o G|V(O+)
20 T —&— GV (sc+)
15 A

10 ——
10 T

OPG (x10%)

7 8 13 21 26 30

Dias po6s infecgcéao

Figura 11: Contagem de ovos por grama de fezes de ratos infectados experimentalmente com S.
venezuelensis. Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. Os grupos experimentais
correspondem aos descritos detalhadamente na segao Material e métodos 3.2. Diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05. Comparagdes intergrupos estao
indicadas por simbolos quando apresenta diferenga estatistica: *G Il vs. G IV, # G Il vs. G VI, e
8 G IV vs. G VI

A analise de OPG acumulada (Figura 12) demonstra que os animais do grupo
tratado via oral G IV apresentaram maior liberacdo de ovos (mediana: 89.125). Os
animais do grupo tratado via subcutanea apresentaram OPG acumulada menor
(mediana: 20.825) que o controle (mediana: 28.175). As analises estatisticas entre o

mesmo grupo ao longo dos dias foram representada pelos simbolos no grafico.
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Figura 12: Analise de OPG acumulada de ratos infectados experimentalmente com S. venezuelensis.
Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. Os grupos experimentais correspondem aos
descritos detalhadamente na secdo Material e métodos 3.2. Diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando P < 0,05. Comparacdes intergrupos estao indicadas por simbolos

quando apresenta diferencga estatistica: *G ll vs. G IV, #* G llvs. G VI, e & G IV vs. G VI.
4.3.2 O tratamento com prednisolona administrado via oral no grupo de animais
infectados com S. venezuelensis provocou um aumento no numero de

fémeas parasitas no intestino

A contagem de fémeas parasitas (Figura 13) mostrou diferencga significativa entre
o grupo controle G Il (mediana: 51) e oral G IV (mediana:192.5), ou seja, a mediana
de fémeas recuperadas nos animais tratados via oral foi maior do que a mediana do
grupo controle (P = 0.0152). O G VI apresentou 0 menor numero de fémeas

recuperadas (mediana: 16).
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Figura 13: Carga de fémeas parasitas recuperadas dos intestinos de ratos infectados
experimentalmente com S. venezuelensis. Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. Os
grupos experimentais correspondem aos descritos detalhadamente na segdo Material e métodos 3.2.
Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05. Comparacdes

intergrupos estdo indicadas por simbolos quando apresenta diferenca estatistica: *G Il vs. G IV.

4.4 Analise imunoldégica

4.4.1 Houve producgao de IgG, IgG1 e IgG2a somente no grupo controle

positivo G Il e oral positivo G IV

O teste ELISA (Figura 14) foi utilizado para avaliar a producéo de anticorpos IgG,
IgG1 e IgG2a anti- S. venezuelensis em soros de animais controles e tratados com
prednisolona. A detecc¢ao de anticorpos IgG (Figura 14a) iniciou no dia 13, aumentou
até o dia 21 e diminuiu até o dia 30 no grupo controle Gll e oral G IV. A IgG1 (Figura
14b) comecou a ser detectada a partir do dia 13 nos grupos G Il e G IV e aumentou
até o dia 30. A IgG2a (Figura 14c) comecgou a ser detectada no dia 13 no grupo G IV
e no dia 21 no grupo G Il, depois aumentou a produgao até o dia 30. Nao foram

detectados anticorpos 1gG, IgG1 e IgG2a nos grupos G I, G lll, GV e G VI.
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Figura 14: Cinética de ELISA de deteccdo de anticorpos IgG (a), IgG1 (b) e 1gG2a (c) em pool de
amostras de soro de ratos Wistar. Um pool (por dia) de soro de cada grupo foi realizada. Dados
expressos em Indice ELISA (IE), onde o limiar de deteccao (cut-off) é 1,2. Os grupos experimentais

correspondem aos descritos detalhadamente na se¢cao Material e métodos 3.2.
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5. DISCUSSAO

A estrongiloidiase € um importante problema de saude publica que apresenta
grau variavel de gravidade e apresentagao clinica. As formas mais graves da doenga
sao hiperinfecgao e disseminagao que podem ocorrer como resultado de um estado
imunossuprimido. A sindrome de hiperinfeccao é estimada ocorrer em 1,5 a 2,5% dos
pacientes com estrongiloidiase, podendo chegar a uma taxa de mortalidade de até
90% (VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 2006, KHADKA et al., 2018; MINAMIDE;
FUKUSHIMA; INOKUMA, 2018). Buonfrate e colaboradores (2013) apresentaram
uma revisdo de casos de hiperinfecgdo e disseminagdo, sendo o uso de
corticosteroides associado em 67% nos casos de disseminagdo. Pacientes com
doencga renal crénica que utilizam prednisolona oral foram diagnosticados com
sindrome de hiperinfecgao por S. stercoralis (QU et al., 2016). Logo é importante o
estudo da estrongiloidiase em casos onde se utilizam corticosteroides para melhor
avaliar a imunossupressao causada por esses medicamentos.

Observou-se que os animais dos grupos controles (G | e G Il) e tratados via oral
(G lll e G IV) apresentaram ganho de peso ao longo dos dias e o animais dos grupos
tratados via subcutanea mantiveram seus pesos. Estudos recentes mostram uma
reducdo media de peso em animais tratados com metilprednisolona intramuscular
(GRESSLER et al.,, 2018) e prednisolona intraperitoneal (BIRICIK et al., 2018).
Animais tratados com dexametasona via subcutdnea mostraram perda de peso
corporal grave, e com uma importante reducéo da gordura subcutanea (TEFE-SILVA
et al., 2008). Semelhante ao observado em nossos resultados, Machado e
coloboradores (2006) avaliaram gerbis infectados com nematdédeos de ovinos usando
metilprednisolona intramuscular e concluiram que o ganho de peso desses animais
tratados foi menor que o nao tratado, e que o farmaco é capaz de exercer efeito
significativo sobre a eficiéncia bionutricional desses animais.

Houve mortalidade de animais ao longo dos experimentos. Um animal do G | e
do GlIl morreram, 3 animais do G V e 4 animais do G VI. Nao foi observado morte nos
grupos G Il e G IV. Uma alta porcentagem de mortalidade em animais tratados com
metilprednisolona (intraperitoneal) também foi observada em camundongos
infectados com S. stercoralis. A mortalidade foi observada a partir do dia 19 nos
animais tratados, com uma mortalidade final de 54%, em comparacdo com 11% nos
controles (PATTON et al. 2018).
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Os efeitos adversos dos glicocorticoides sdo muito bem conhecidos. O seu uso
aumenta a suscetibilidade as infec¢des por bactérias, virus, fungos e parasitos, sendo
as infecgdes bacterianas as mais comuns. O efeito dos glicocorticoides no risco de
infeccbes graves € mais relevante do que o efeito de outros agentes
imunossupressores comumente utilizados. As infecgdes merecem mencao especial
devido a importante morbidade e mortalidade que provocam (CERVERA et al., 2003;
DANZA; RUIZ-IRASTORZA, 2013; DANZA et al., 2018; LEE; SHIN, 2018).

Os corticosteroides inibem a producao de fatores celulares inflamatérios, como
mondcitos e linfécitos e diminuem o extravasamento de leucdcitos
(THIMMASETTAIAH; CHANDRAPPA, 2012; PARK et al., 2015). Nos linfécitos, os
glicocorticoides exercem um efeito maior sobre as células T do que nas células B,
causando relativo enriquecimento das células B. Entre as células T, os glicocorticoides
causam queda preferencial nos numeros de CD4, mas nao nas células T CD8
(CORRIGAN, 1999). Observando a contagem global de leucécitos e diferencial de
linfocitos, observou-se que ao comparar os grupos tratados com os seus respetivos
controles, a diminuicdo de leucécitos nos grupos orais ocorreu nos dias finais da
imunossupressao (G lll dia 30 e G IV dias 13 e 21) e que ndo houve diferenga na
contagem de linfocitos. Nos grupos subcutédneos houve diminui¢ao tanto na contagem
global de leucdcitos quanto de linfécitos no inicio do experimento (GV e G VI dias 8 e
13). Comparando os grupos tratados, observou-se que houve diminuicdo de
leucdcitos e linfocitos dos grupos subcutaneos (G V e G VI) em relagdo aos grupos
orais (G Ill e GIV) também no inicio dos experimentos (dias 8 e 13). Observou-se que
a imunossupressao alterou o perfil imune. Essa linfocitopenia apés o uso de
glicocorticoide pode ser devido ao aumento do sequestro celular nos tecidos
periféricos ou a reducado do numero total de linfocitos nos tecidos linfaticos periféricos
ou em ambos (YAO et al., 2008; PUBCHEM, 2019). A via oral teve um efeito mais
tardio possivelmente pela demora da agao da droga (GUPTA; BHANDARI; SHARMA,
2009), tendo um efeito acumulativo até o final do experimento. Pela via subcutanea, o
efeito da droga € mais rapido, pois atinge mais rapidamente a corrente sanguinea
(SEQUEIRA et al., 2019).

Os neutrdfilos sao células imunitarias rapidamente recrutadas para locais
inflamatorios para realizar fagocitose e destruicao de organismos invasores (FOX et

al., 2010). Apds sua agéao fagocitaria, eles sofrem apoptose e sdo subsequentemente
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removidos do tecido inflado para retornar a homeostase normal (HALLETT et al.,
2008). Outros estudos mostraram que os glicocorticoides aumentam o acumulo de
neutréfilos comparando com controles nao tratados (COX, 1995; AOKI et al., 2002).
O mesmo foi observado no presente estudo, quando observou-se a contagem de
neutrofilos dos grupos tratados via subcuténea. Contudo, o mesmo n&o foi observado
no tratamento por via oral.

Estudos relatam que o maior pico de eliminagcdo de ovos de S. venezuelensis
ocorre no 8° dia apds a infeccdo (MARQUES et al., 2015; SOUSA et al., 2016). Neste
presente estudo, o primeiro pico de eliminacdo de ovos ocorreu no dia 7 d.p.i. tanto
no grupo controle quanto nos grupos tratados via oral e subcutaneo. Houve ainda
picos de eliminacdo de ovos no grupo tratado via oral nos dias 13, 26 e 30 d.p.i.
comparando com o controle e nos dias 7, 13 e 26 d.p.i. comparado com o subcutaneo.
Isso pode ser explicado pelo reforgo dado por cinco dias consecutivos da droga,
iniciando nos dias 8 e 21. No dia 30 d.p.i. também houve pico de eliminagéo no grupo
tratado via subcutadnea. Na analise de OPG acumulada a maior liberacdo de ovos
aconteceu no grupo tratado via oral. O que corrobora com a quantidade de fémeas
recuperadas nesse grupo e ao fato de que animais tratados com glicocorticoides
observa-se um aumento na fecundidade das fémeas, tendo como resultado um
aumento na producao de ovos (MACHADO et al., 2011).

No dia 30 ainda observou-se liberagao de ovos em animais imunocompetentes
e imunossuprimidos. A deteccdo de ovos em fezes de ratos imunocompetentes
infectados com S. venezuelensis é observada até 45 dias apos a infecgao (MARQUES
et al.,, 2015). Mais pesquisas sao necessarias para verificar até quando havera
liberagdo de ovos nas fezes de animais infectados com S. venezuelensis.

Estudos mostraram que fémeas podem ser encontradas em intestino de animais
imunocompetentes e infectados com S. venezuelensis até dia 35 d.p.i. (MARQUES et
al., 2015). No presente estudo, observa-se no dia 30 mediana de 51 fémeas no grupo
controle. Em animais imunossuprimidos com metilprednisolona (intramuscular)
(GRESSLER et al., 2018) ou dexametasona (subcutanea) (MACHADO et al., 2011),
mostraram que ha aumento no numero de fémeas recuperados em relacdo ao
controle. A contagem de fémeas parasitas mostrou um aumento significativo somente
entre o grupo oral G IV comparado com o controle G Il no dia 30 d.p.i. Esse aumento

pode ser devido ao efeito direto dos glicocorticoides sobre os proprios parasitos,
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(GENTA,1992), sabendo que o tratamento oral passa diretamente pelo trato digestivo,
ou seja pelo intestino, o que pode explicar o aumento na contagem de fémea. O motivo
do baixo numero de fémeas recuperadas no grupo tratado via subcutanea foi devido
a quantidade de animais que estavam vivos no final do experimento (2 animais
somente) enquanto do grupo oral ndo teve nenhuma morte.

A detecgédo de subclasses de IgG anti- S. stercoralis por ELISA em humanos tem
se mostrado altamente especifica (LINDO et al.,, 1994). Estudos mostram que
pacientes  imunocompetentes com  estrongiloidiase  apresentam  niveis
significativamente mais altos e taxas de positividade de IgG e IgG4 especificas para
Strongyloides, em comparagdo com pacientes com outros parasitos e individuos
saudaveis (RODRIGUES et al., 2007). Animais infectados com Strongyloides mostrou
presenca de IgG (MARQUES et al., 2015) e de IgG1 e IgG2a em comparagdo com
nao infectados (WILKES et al., 2007; MACHADO et al., 2011). Além disso, métodos
sorologicos permaneceram positivos mesmo apds a completa eliminagao do parasito
(GONZAGA et al., 2011).

Em pacientes imunocomprometidos, observa-se diminuicdo na produgao de
anticorpos (GORGANI-FIROUZJAEE et al.,, 2018). Animais tratados com
glicocorticoides (dexametasona) reduziram significativamente a sintese de IgG1 e
IgG2a em todos os dias analisados em comparagdo com animais controles e
infectados (MACHADO et al., 2011). Esses resultados corroboram com esse estudo.
Houve producéo de IgG, IgG1 e IgG2a nos animais controle infectados (G 1) e nos
animais do grupo oral infectado (G 1V). A IgG comecgou a positivar a partir do dia 8 e
aumentou até o dia 21, e depois teve queda até o dia 30. A IgG1 e IgG2a comegou a
positivar dia 13 e aumentou até o dia 30. Nos grupos controle negativo (G |), oral
negativo (G Ill) e os grupos subcutaneos (G V e G VI) ndo houve produgéo de IgG,
IgG1 e IlgG2a. Esse resultado nos mostra que a imunossupressao oral ndo atuou na
resposta humoral desses animais, que apenas a via subcutanea foi capaz de reduzir
a producao desses anticorpos.

O tratamento com prednisolona administrado via oral e via subcutanea foi capaz
de produzir efeitos supressores em animais infectados ou ndo com S. venezuelensis.
A imunossupressao pela via oral modula diretamente o parasito provocando um
aumento no numero de fémeas parasitas e uma maior eliminacdo de ovos, além de

ser mais seguro devido a maior sobrevida desses animais. A imunossupressao pela
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via subcutanea modula o sistema imune do hospedeiro, podendo ser observada por
meio da contagem global e diferencial de leucdcitos e pela ndo detecgao da IgG e

suas fracbes nesses animais.
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6. CONCLUSOES

» O tratamento com prednisolona administrado via oral e via subcutanea
subcutanea foi capaz de produzir efeitos supressores em animais infectados
ou nao com S. venezuelensis.

» Os animais tratados via subcutdanea ndo mostraram ganho de peso, ao
contrario dos tratados via oral.

» A taxa de sobrevivéncia foi menor nos animais dos grupos tratados via
subcutanea.

» A analise hematoldgica mostrou diminui¢ao total de leucdcitos e linfécitos, e um
aumento de neutrdéfilos nos animais tratados via subcutanea. Animais tratados
via oral mostraram nos ultimos dias diminui¢do na contagem de leucocitos mas
linfécitos e neutrofilos permaneceram inalterados. Nao houve alteracdo de
eosindfilos, mondcitos e basofilos nos grupos controles e nem nos grupos
tratados.

» A analise parasitologica mostrou aumento da carga parasitaria, com uma maior
eliminacéo de ovos e de fémeas parasitas nos animais do grupo tratado via
oral.

» A analise imunolégica mostrou um comprometimento da resposta imune
humoral nos animais dos grupos tratados via subcuténea, provocando uma
reducao nos niveis de IgG, IgG1 e IgG2a

» Ambas as vias causam imunossupressao nos animais, sendo a via oral mais
facil e segura e a subcutanea apesar de ser mais invasiva, a resposta € mais
rapida.
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