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Grandes realizacoes nao sao feitas por impulso, mas por uma soma
de pequenas realizacoes."
Vincent Van Gogh

“Quanto maior sao as dificuldades a vencer, maior sera a
satisfacao.”
Cicero

"Jamais se desespere em meio as sombrias aflicoes de sua vida,
pois das nuvens mais negras cai agua limpida e fecunda."


http://www.reflita.brs.com.br/biofamosas25.html#vgogh
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RESUMO

A Lagochilascariase € uma infeccao causada por parasitos do
género Lagochilascaris, cuja espécie € conhecida por Lagochilascaris
minor Leiper, 1909. Campos et al. (1992) descreveram o ciclo evolutivo
experimental de L. minor utilizando o modelo constituido por
camundongo, como hospedeiro intermediario, e gato doméstico, como
hospedeiro definitivo. A disponibilidade de linhagens murinas com
diferentes caracteristicas genéticas tem favorecido o estudo das relacoes
parasito-hospedeiro, cruciais no estabelecimento da resisténcia ou
susceptibilidade as infeccoes. O objetivo deste trabalho foi avaliar
parametros parasitologicos, histopatologicos, sorologicos e de sobrevida
na infeccao experimental por L. minor em camundongos isogénicos
B10.A e A/J, a fim de se verificar as diferencas das respostas que
poderiam refletir os quadros de resisténcia e susceptibilidade.
Camundongos isogénicos B10.A e A/J foram inoculados por sonda
esofagiana com 2000 ovos infectantes de L. minor por animal. Trés
camundongos infectados, e 1 nao infectado foram sacrificados dos 15
aos 180 dias pos-infeccao (DAI) para analise. Grupos de 22
camundongos machos da linhagem B10.A e 19 camundongos da
linhagem A/J foram inoculados, e a porcentagem de sobrevida foi
avaliada durante um ano. Apo6s o sacrificio e rebatimento da pele dos
animais foi determinada a quantidade de noédulos subcutaneos e
musculares. Larvas retiradas dos nédulos foram mensuradas quanto ao
comprimento e largura. A obtencdo de antigenos dos produtos
secretados e excretados e dos extratos brutos de larvas de L.minor e a
deteccao de anticorpos IgM, IgG, IgA e IgE séricos foi realizada segundo
Freitas (2003). Fragmentos de pulmoes, figado, linfonodos e baco foram
fixados e processados pelo método de inclusdo em parafina e corado
pela hematoxilina — eosina, coloracdo de Luna e coloracao por Tricromio
de Masson. Fez-se analise semi-quantitativa da intensidade do processo
inflamatorio e caracterizacdo dos tipos celulares. A porcentagem de
sobrevida dos camundongos B10.A e A/J foram 33,3% e 90%
respectivamente. Camundongos A/J apresentaram numero maior de
larvas encistadas no tecido subcutaneo superficial até os 150 DAI.
Somente aos 45 e 60 DAI larvas retiradas de camundongos A/J foram
significativamente maiores que larvas retiradas de camundongos B10.A.
O padrao das lesdoes pulmonares, nas diferentes linhagens de
camundongos foi caracterizado por infiltrado inflamatério focal
formando granulomas, predominante de ceélulas mononucleares. Os
animais A/J apresentaram menor intensidade de inflamacao. O figado,
baco e linfonodos apresentaram-se com aspecto reacional a infeccao,
em ambas linhagens. Os niveis de IgG sérico dos animais A/J e B10.A
foram crescentes durante o curso da infeccao, sem diferenca entre as
duas linhagens. Aos 45 DAI, camundongos B10.A apresentaram um
alto nivel de IgM e IgA sérico contra os antigenos dos produtos



secretados e excretados (SE) de larvas. Ja camundongos A/J
apresentaram uma alta producao de IgA sérico contra os antigenos do
extrato bruto, entre os 90 e 180 DAI. Nao foram detectados niveis
consideraveis de IgE sérico nos animais infectados. Com base nesses
resultados podemos concluir que as lesoes pulmonares e a porcentagem
de sobrevida demonstram claramente a diferenca de evolucdao da
infeccao experimental em camundongos resistentes e susceptiveis. Em
relacado ao numero de noédulos subcutaneos, tamanho das larvas
encistadas, sorologia e lesdes anatomopatologicas de figado, baco e
linfonodos, as diferencas entre as linhagens de camundongos
resistentes e susceptiveis a Lagochilascariase sao discretas.

ABSTRACT

Lagochilascariasis is an infection caused by a parasite from the
genus Lagochilascaris and the species is Lagochilascaris minor Leiper,
1909. Campos et al. (1992) described its experimental evolutive cycle
using a model constituted by mice as intermediate hosts and by
domestic cats as definitive hosts. The availability of murine strains with
different genetic characteristics has favored the study of host-parasite
relationships, which are crucial to the establishment of susceptibility or
resistance to infection. The aim of this work was to evaluate
parasitological, histological, serological and survival parameters in
experimental infection with L. minor in isogenic B10.A and A/J mice to
compare the different responses and determine susceptibility or
resistance to infection. Isogenic B10.A and A/J mice were each
inoculated with 2000 infecting L. minor eggs using esophagian sonde.
Three infected mice and one non-infected mouse were sacrificed from 15
to 180 days after infection (DAI) aiming analysis. Groups with 22 male
B10.A mice and 19 A/J mice were inoculated and the percentage of
survival was analyzed during one-year period. After mice sacrifice and
skin removal the quantity of subcutaneous and muscular nodules was
determined. Larvae removed from nodules were measured in length and
width (Paco e Campos, 1998). The obtention of antigen from crude
secreted and excreted products from L. minor larvae and the detection of
IgM, IgG, IgA and IgE antibodies were performed according to Freitas
(2003). Fragments from lungs, liver, lymph nodes and spleen were fixed
and processed by method of inclusion in paraffin and stained by
hematoxiline-eosin, Luna stain and Masson Tricrome stain. The semi-
quantitative analysis of intensity of the inflammatory process and
characterization of cell types were performed. The percentage of B10.A
and A/J mice survival were 33,3% and 90% respectively. A/J mice
presented higher number of encysted larvae in the superficial
subcutaneous tissue until 150 DAI. Only at 45 and 60 DAI larvae
removed from A/J mice were significantly bigger than larvae removed
from B10.A mice. The pattern of pulmonary lesions in both mice strains



was characterized by focal inflammatory infiltrated forming granulomas
with mononuclear cell predominance. The A/J mice presented lower
inflammatory intensity. The liver, spleen and lymph nodes presented
inflammatory reactional aspect in both strains. The seric levels of IgG
from A/J and B10.A mice increased during infection with no difference
between strains. At 45 DAI B10.A mice presented high level of seric IgM
and IgA against the antigens from secreted and excreted products (SE)
from larvae. While A/J mice presented high production of seric IgA
against antigens from crude extract between 90 and 180 DAI. There
were not detected considerable levels of seric IgE in infected animals.
Analyzing these results we conclude that the pulmonary lesions and the
survival percentage clearly demonstrated the different evolution of
susceptible and resistant experimental infection in mice. Relating the
number of subcutaneous nodules, size of encysted larvae, serology and
anatomopathological lesions of liver, spleen and lymph nodes, the
differences found between Lagochilascariasis resistant and susceptible
strains are discrete.
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INTRODUCAO

1.1 - Lagochilascariase

Conceitua-se lagochilascariase ou Lagochilascariose como
infeccao causada por nematodeos do género Lagochilascaris.

Este parasito foi classificado inicialmente como Ascaris
lumbricoides imaturos. Todavia, com o exame minucioso ao microscopio
verificou-se tratar de wuma nova espécie, nomeada entdo, de
Lagochilascaris minor.

Conforme Yamaguti (1961) a classificacao sistematica deste
nematodeo esta organizada em espécie: Lagochilascaris minor
pertencente ao género Lagochilascaris, da subfamilia Ascaridinae,
familia Ascarididae, da ordem Ascaridea e classe Nematoda.

Outras espécies deste género foram descritas por varios autores.
Lagochilascaris major encontrado por Leiper (1910), em ledes africanos;
Lagochilascaris turgida por Travassos (1924); Lagochilascaris buckleyi
retirada de Felis concolor infectada, descrito por Sprent (1971) e
Lagochilascris sprenti Bowman et al. (1983), parasito retirado de

marsupiais.

1.2 - Morfologia

O helmintologista da Escola de Medicina de Londres, Robert T.
Leiper, em 1909, foi quem descreveu o nematodeo pequeno, branco,
apresentando trés labios bem desenvolvidos na extremidade anterior
que surgia de abscessos cervicais de nativos de Trinidad.

Estes nematodeos apresentam um labio subdorsal e dois labios
subventrais separados do resto do corpo por um sulco, o qual sugeriu o
nome Lagochilascaris minor. Estes labios sao delimitados inferiormente
por um espessamento cuticular dando origem aos interlabios que
apresentam uma forma de cone ou triangular, o revestimento cuticular
é estriado transversalmente. Esses nematodeos possuem duas asas

pouco desenvolvidas que percorrem lateralmente o corpo e praticamente



desaparecem no terco final. O tubo digestério esta representado por
esofago, intestino, reto e anus (fémea) ou cloaca (macho). Os parasitos
machos medem de 6 a 14 milimetros (mm), apresentam cinco pares de
papilas pos-cloacais e 25 papilas pré-cloacais, apresentam também dois
espiculos de forma e tamanhos iguais, desprovidos de asas caudais. A
extremidade distal € ligeiramente recurvada e curta. O ducto ejaculador
€ bem desenvolvido, atingindo cerca de duas a trés vezes o tamanho do
espiculo. As fémeas medem de 5 a 13 mm e apresentam a vulva na
parte mediana do parasito, a vagina estende-se a regidao posterior do
corpo se divide em dois ramos, cujas porcoes terminais se comunicam
com o utero e ovarios. Possuem uma cauda curta geralmente
desprovida de protuberancia terminal. Os ovos sao semelhantes aos de
Ascaris lumbricoides, arredondados ou ovalados, de casca espessa e
irregular, apresentando de 15 a 26 escavacoes em torno da linha
equatorial. Suas dimensobes sdo variaveis apresentando 40 a 83 x 58 a
98 micrometros (um) (Sprent 1971a; Campos et al. 1992).

No interior dos ovos encontram-se larvas destes helmintos em
varios estagios de desenvolvimento. As larvas de 1° estagio medem
aproximadamente 300 um de comprimento e possuem uma uUnica
cuticula. O tubo digestorio € constituido pelo esofago, seguindo o
intestino, reto e anus. As larvas de 2° estagio sdo observadas apos 10 a
15 dias e medem cerca de 400 um de comprimento. A cuticula tnica se
apresenta descolada nas extremidades anterior e posterior do corpo.
Apos 15 a 21 dias sao encontradas larvas de 3° estagio medindo em
torno de 600 um de comprimento. Estas larvas apresentam duas
cuticulas descoladas nas extremidades. No apice da extremidade
posterior ha uma protuberancia terminal em forma de “botdo”, oriunda
de um estrangulamento na cuticula da larva. Quanto ao sistema
digestorio a diferenca & apresentada pela largura do esdfago, sendo
mais largos na porcao anterior. As larvas de 4° estagio medem de 8400

a 13800 pym (8,4 a 13,8 mm) de comprimento, apresentam os dois



labios subventrais e o labio subdorsal bem desenvolvidos, além de um
discreto sulco pods-labial. O tubo digestério continua semelhante, mas
neste estagio as larvas ja possuem primordios genitais. As fémeas
apresentam a vulva comunicando-se com a vagina que se diferencia nas
primeiras ramificacoes uterinas. Os machos apresentam um primoérdio
dos espiculos claramente visivel na regiao da extremidade posterior. A
formacao das primeiras alcas testiculares tem inicio na regiao que
corresponde a cerca de um terco do comprimento do corpo (Campos et

al. 1992; Lanfredi et al. 1998).

1.3 - Ciclo evolutivo natural de L. minor

Animais silvestres como canideos, felideos e roedores sao
considerados os provaveis reservatorios naturais de Lagochilascaris
minor. Leiper (1909) afirmou que animais carnivoros seriam os
hospedeiros naturais do parasito, e seu habitat o canal alimentar
(intestino delgado).

Pawan (1927), Winckel and Treuniet (1956) e Draper (1963)
consideraram os felideos silvestres da Ameérica do Sul disseminadores
do parasito. Fraiha et al (1989) sugeriram a jaguatirica e a onca-
pintada como alguns destes disseminadores.

Dezenas de parasitos e ovos foram encontrados no interior de
lesoes nodulares esofagianas e mediastinicas de caes, Canis familiares
(Vidotto et al. 1982; Sturion et al. 1982). Volcan (1990) também relatou
a infeccao natural por L. minor em um cachorro do mato Speothos
venaticus.

Fraiha et al. (1984; 1989) relataram um caso de infec¢ao natural
do gato domeéstico, com envolvimento da massa muscular cérvico-
ventral direita e fistulas no pescoco.

Atualmente pesquisadores da Argentina e Uruguai tém relatado a
lagochilascariase natural em gatos sem associacdo aparente com a

doenca humana (Sakamoto & Cabrera, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Sakamoto+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Cabrera+PA%22%5BAuthor%5D

1.4 - Ciclo evolutivo experimental

Utilizando o modelo experimental constituido por camundongo e
gato domeéstico Felis catus domesticus, foi descrito o ciclo evolutivo
experimental de L. minor. Por meio desse modelo, o isolado do parasito
tem sido mantido em laboratorio. Camundongos comportam-se como
hospedeiros intermediarios e gatos, hospedeiros definitivos do
helminto (Campos et al. 1992; Volcan 1992).

Ovos obtidos de fémeas adultas de L. minor pela dissecacado do
utero mantido por 30 dias em temperatura ambiente em solucao de
formalina a 1% desenvolvem larvas de 3° estagio. Em camundongos
C57BL/6, sao inoculados 1000 destes ovos infectantes, por via oral. As
larvas eclodem dos ovos nas porgoes terminais do intestino delgado e
ceco entre 4 a 6 horas apods a inoculacdo. Logo em seguida, estas
larvas sdao encontradas no interior dos vasos linfaticos e veia porta,
alcancando o parénquima hepatico e pulmodes entre 24 a 48 h,
encistando-se posteriormente na musculatura esquelética e tecido
subcutaneo (Farah 1999). As larvas de 3° estagio, recuperadas de
figado e pulmodes de camundongos, examinados entre 24 a 48 h pos-
inoculacao, sao morfologicamente semelhantes aquelas obtidas de
ovos infectantes por compressao exercida entre lamina e laminula.
Além da musculatura esquelética e tecido subcutaneo, larvas
encistadas podem ser encontradas no coracao, bexiga, pulmao e figado
de camundongos infectados (Volcan et al. 1982; Campos et al. 1992).

Em gatos, hospedeiros definitivos experimentais, inoculados com
ovos infectantes por via oral, o parasito parece ndo alcancar a
maturidade sexual; porém, em gatos alimentados com carcacas de
camundongos infectados, as larvas de 3° estagio eclodem dos cistos no
estbmago e migram para as porcoes superiores do trato digestorio,
alcancando a fase adulta em tecidos de rino e orofaringe (tonsila,
palato mole com lesbées uni ou bilaterais), seios nasais, ouvido,
mastoéide, linfonodos cervicais, pulmodes e cérebro. Por volta de 3 horas

apos a inoculacao, as larvas de 3° estagio sao encontradas quase que



exclusivamente no estomago, algumas no esoéfago, rino e orofaringe.
Apods 6h, ha predominancia deste estagio larval em tecidos de rino e
orofaringe e um pequeno numero no estomago. Larvas de 4° estagio
sao observadas entre 2 a 8 dias, e parasitos adultos por volta de 9 a 20
dias apo6s a inoculacao. Tanto a 3% como a 4 muda podem ocorrer em
qualquer uma das localizagoes acima mencionadas (Paco 1994).

A infeccao experimental em gatos resulta na formacao de lesoes
decorrentes da migracao de L. minor através de tecidos do hospedeiro.
Ovos podem ser encontrados no local das lesdes ou em fezes, quando
abscessos de rino e orofaringe originam pertuitos para a luz do tubo
digestorio (Campos 1995).

Ao infectar os roedores silvestres, Dayprocta agouti (cutia),
Calomys callosus e Cavia porcellus (cobaio ou prea) com ovos
infectantes de L. minor, Pacod et al. (1994; 1999) observaram a
formacao de nodulos contendo larvas de 3° estagio na musculatura
esquelética, nos tecidos subcutaneos, adiposo e visceras. Helmintos
adultos localizados em abscessos da regiao cervical, rino e orofaringe
foram recuperados de gatos alimentados com carcacas dos roedores
infectados.

Freitas (2003) demonstrou que camundongos também podem se
comportar como hospedeiros definitivos de L. minor, pois quando
infectados por ovos contendo larvas infectantes, desenvolvem abscessos

purulentos maiores com a presenca de parasitos adultos.

1.5 - Lagochilascariase humana

Entre as espécies conhecidas, apenas L. minor tem sido descrita
como agente etiologico desta enfermidade.

A distribuicdo geografica da doenca humana esta registrada
restritamente a regido neotropical. Varios casos foram relatados na
Colombia, Venezuela Trinidad, Tobago, Suriname, Costa Rica e
México. O Brasil lidera a casuistica de lagochilascariase humana

mundial (Bento et al. 1993; Campos et al. 1995).



A maioria dos casos brasileiros ocorre no estado do Para,
seguidos de Tocantins, Rondoénia, Acre, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Goias, Sao Paulo e Parana (Fraiha et al. 1989).

O primeiro caso humano brasileiro foi registrado por Artigas
(1968). A partir desta época, varios casos de abscessos purulentos na
regiao do pescoco (Campos et al. 1987; 1995; Costa et al. 1986; Fraiha
et al. 1989; Obeid et al. 1985), ouvido (Obeid et al. 1985; Rocha et
al.1984), seios nasais (Draper 1963; Volcan et al. 1982), osso mastoéide
(Brujining 1957; Brense-Madrigal 1961; Corréa et al. 1978; Moraes et
al. 1983; Campos et al. 1987), rinofaringe (Ledo et al. 1978) abscesso
dentario (Volcan et al. 1982), pulmao (Moraes et al. 1985; Rosemberg
et al. 1986), sistema nervoso central (Obeid et al. 1985; Rosemberg et
al. 1986) e osso sacro (Monteiro et al. 1988) tém sido descritos.

Os trabalhos de Campos et al. (1992) e Paco et al. (1994; 1999)
confirmaram a hipétese formulada por Smith et al. (1983) de que a
infeccao humana por L. minor, na primo-infeccao seja decorrente da
ingestao de carne crua ou mal cozida de animais silvestres, contendo
larvas encistadas do parasito. Os pacientes acometidos por esta
doenca sao pessoas procedentes da zona rural, tendo em comum o
habito alimentar de ingerir carne crua de animais silvestres (Veloso et
al. 1992).

Na lagochilascariase humana ha o desenvolvimento de nodulos
subcutaneos e abscessos, que podem eliminar uma secrecao purulenta
contendo parasitos em todos os estadios evolutivos no interior das
lesdes (Moraes 1983; Campos et al. 1995; Farah 1999).

Os sintomas e a gravidade da doenca dependem da localizacao
do parasito, carga parasitaria e certamente, da resposta imune do
hospedeiro, que pode permitir, minimizar ou bloquear os processos
patogénicos, bem como o surgimento de novas lesoes. Sobre a resposta
imune, ha um registro de deficiéncia tanto da resposta celular como
humoral em paciente resistente a terapéutica. Alguns pacientes

apresentam um bom estado geral; entretanto, nao sao raros os casos



de edemas de membros inferiores, palidez, baixo peso e quadros de

desnutricao (Bottero & Little 1984).

1.6 - Patogenia

Ha aspectos totalmente desconhecidos no que diz respeito a
interacao entre o hospedeiro humano e L. minor, especialmente na fase
inicial da doenca. Em uma fase mais avancada da infeccao, surgem no
homem noédulos abertos ou fechados, nas regides: cervical, retro-
auricular, mastéide, conduto auditivo, seios para-nasais, rinofaringe,
sistema nervoso central e pulmodes. Esta se apresenta sob forma de
pseudocisto, nodulo ou abscesso; e, quando fistulada, drena material
sero-purulento, fétido, contendo ovos, larvas e parasitos adultos
(Chieffi et al. 1981).

A multiplicacdo do parasito nos tecidos do hospedeiro
caracteriza o fenomeno da autoinfeccdo. Nestas circunstancias, sao
detectadas no local da lesdo todas as fases do ciclo evolutivo do
helminto, tais como ovos e larvas em varias etapas de
desenvolvimento, e parasitos adultos (Moraes et al. 1985; Campos
1987). Fica evidente que o fendmeno da autoinfeccao caracteriza o gato
e o homem como hospedeiros definitivos deste helminto, embora
autores como Leiper (1909), Artigas et al. (1968), Oostburg (1968)
afirmarem que o homem seria um hospedeiro acidental de L. minor.

Segundo os autores citados, larvas contidas nos tecidos de
roedores, uma vez eclodidas dos nédulos no estomago do homem,
migrariam para as porcoes superiores do sistema digestorio e tecidos
vizinhos a faringe tais como: tonsila, ouvido médio, seios nasais,
mastoide e demais localizacoes onde estes helmintos tém sido
encontrados. Supode-se que as larvas eclodidas dos nédulos alcancem
as porcoes superiores do trato digestorio e posteriormente tecidos que
se comunicam com a faringe sem a obrigatoriedade do ciclo
cardiopulmonar. Campos et al. (1992) sugeriram que componentes do

trato digestorio de carnivoros inviabilizem as larvas de 3° estagio do



interior de ovos de L. minor; e ainda, que a passagem do parasito pelo
organismo do hospedeiro intermediario seja essencial no sentido de
conferir as larvas maior resisténcia, facilitando, por conseguinte seu
desenvolvimento posterior.

Moraes et al. (1985) observaram ovos em grande quantidade,
muitos ja embrionados, no interior de microabscessos e granulomas,
em pulmao de paciente que foi a 6bito por lagochilascariase. Além de
ovos, foram vistos helmintos no centro de granulomas ou de areas de
necrose, e restos larvarios circundados por fibrose; no restante do
parénquima pulmonar, os alvéolos mostravam-se em grande parte
repletos de macrofagos vacuolizados, neutroéfilos e fibrina; ao redor dos
bronquios, que apresentavam lesdo intensa com presenca de exsudato
contendo linfocitos e plasmoécitos, na luz. Os autores observaram a
ocorréncia do ciclo autoinfectante com a auséncia de eosinoéfilos nos
tecidos e sangue periférico.

A migracdo do parasito, através dos tecidos, origina lesoes
secundarias proximas ou bem distantes do abscesso inicial. Ha relatos
do encontro de apenas um noédulo fistulado no pescoco a época do
diagnostico e meses mais tarde parasitos sao expulsos através da
cavidade oral e conduto auditivo, apesar do uso de anti-helminticos,
tais como thiabendazol (Oostburg 1971; Volcan et al 1982),
dietilcarbamazina (Leao 1977), levamisol (Corréa et al. 1978; Chieffi et
al. 1981), albendazol (Oostburg 1992), metronidazol (Monteiro et al.
1998) e cambendazol (Faria et al. 2001).

1.7 - Diagnéstico
1.7.1 - Diagnéstico Clinico diferencial
O diagnéstico da lagochilascariase raramente € realizado no
inicio da doenca, sendo os fatores socio-econdémicos os principais
responsaveis pela demora dos pacientes em procurarem assisténcia

meédica especializada.



O fato do parasito ja ter sido localizado em varios orgaos e
regioes diferentes do organismo humano dificulta ao médico
estabelecer um quadro clinico caracteristico.

Os sinais mais comuns sao: comprometimento da regido cervical
com o surgimento de noéodulo inicial, pequeno, nao doloroso e nao
fistulizado evoluindo para um nodulo doloroso, fistulizado, eliminando
material purulento com a presenca de parasitos (Chieffi et al. 1981;
Obeid et al. 1985; Oostburg et al. 1971). Este quadro nao é sugestivo
apenas de lagochilascariase. E importante notar que muitos casos
desta doenca foram relatados com sintomas e sinais muito diferentes
(Rocha et al. 1984; Moraes et al. 1985; Veloso et al. 1992; Zacariotti et
al. 1998), variando de acordo com a localizacao do parasito. Assim,
existe a exigéncia do diagnostico diferencial com outras enfermidades,
para melhor escolha da terapéutica.

1.7.2 - Diagnéstico Parasitolégico

O exame parasitologico baseia-se na identificacao de parasitos
adultos, ovos e larvas comumente encontrados no local das lesoes;
uma vez colhidos dos abscessos, tanto as larvas como os parasitos
adultos devem ser fixados em solucao de formalina a 10% a quente ou
solucao de Railliet & Henry. Apos a fixacao, devem ser clarificados em
acido acético e creosoto de Faia ou lactofenol de Aman.

A instalacdo do parasito nos tecidos da regidao cervical, retro-
auricular e mastoide facilita o diagnostico uma vez que no local da
lesao sao encontradas todas as fases do ciclo evolutivo do helminto.
Entretanto, ndo € raro o parasito se instalar em tecidos de rino e
orofaringe, oportunidade em que ovos podem ser expulsos através das
fezes, quando as lesdes se fistulizam para a luz do tubo digestorio
(Chieffi et al. 1981).

No laboratoério clinico, ao se empregar o método de sedimentacao
espontanea em amostras fecais, € fundamental que se estabeleca o
diagnostico diferencial entre ovos de L. minor com ovos de Ascaris

lumbricoides. Ovos podem ser encontrados em material de secrecao



pulmonar, seios nasais e exsudato de conduto auditivo na
dependéncia da localizacao do abscesso (Orihuela et al. 1987).

Ainda nao existem métodos sorologicos disponiveis para o
diagnoéstico da lagochilascariase. Esta € uma urgéncia que se impoe,
dadas as limitacoes existentes no diagnostico parasitologico,
especialmente quando o helminto se instala em localizacdes em que
nao ha eliminacao de ovos, larvas e parasitos adultos através de
secrecoes.

Empregando antigeno protéico de larvas de 3° estagio no método
ELISA, Freire-Filha (1997) observou aumento de anticorpos IgM em
camundongos infectados experimentalmente. Anticorpos IgG nao
foram detectados até o 60° dia da infeccéo.

1.7.3 - Diagnéstico histopatoldgico e alteracgées cito-hematolégicas

Em cortes histologicos das lesdes podem ser visualizados larvas
e ovos do parasito envoltos por uma reacao inflamatoria. As larvas sao
normalmente encontrada no interior de granulomas primarios,
secudarios ou terciarios (Moraes et al. 1983; Veloso et al. 1992; Farah
1999).

O parasito € identificado pelas estruturas da cuticula,
subcuticula ou hipoderme, sistema muscular, asas laterais, tubo
digestorio e estruturas do sistema reprodutor feminino e masculino
(Bowman et al. 1987; Cimerman 1999).

Quanto a resposta hematologica, varios autores relataram casos
de pacientes com hemograma demonstrando eosinofilia (Winchel &
Treurniet 1956; Botero & Little 1984, Rosemberg et al. 1986, Orihuela
et al. 1987), ou eosinopenia sanguinea e tecidual (Moraes et al. 1985)
ou mesmo casos em que o hemograma nao apresentava alteracoes
(Oostburg & Varma 1968; Eulalio et al. 1995).

1.7.4 — Diagnéstico por imagem

O diagnéstico por imagem nao é conclusivo e nem diferencial,

mas € de grande auxilio para o clinico localizar a lesao e encaminhar o

paciente = para um  tratamento adequado. A  Tomografia



computadorizada (Zaccariotti et al. 1996) é util para demonstrar
hemorragias e lesdes provocada pelo helminto. Radiografia em casos
de lagochilascariase pulmonar demonstra areas de diminuicao da
transparéncia e lesdes exsudativas (Corréa et al 1978). Exames
radiologicos também se mostram importantes (Rocha et al. 1984,

Zaccariotti et al. 1996).

1.8 - Imunologia

O organismo, frente a um agente agressor, tem a capacidade de
induzir uma reacao inflamatoéria aguda e/ou cronica e montar uma
resposta imune com o objetivo de destruir, diluir ou bloquear o agente
na tentativa de inibir qualquer desequilibrio que resulte em perda
(Calich 2001).

A imunidade natural relacionada a helmintos ainda esta por ser
totalmente elucidada. Os diferentes helmintos ativam diferentes
padroes de resposta imune, dificultando o entendimento e até mesmo
a intervencao na infeccdo, no intuito de melhorar a resposta contra
estes patogenos.

A resposta imune inata frente a uma infeccao helmintica
geralmente envolve uma reacao inflamatéria intensa. Os fagocitos e
outras células secretam substancias microbicidas na tentativa de
eliminar o parasito, pois sao muito grandes para serem fagocitados.
Estas substancias microbicidas sao proteinas catidnicas, ezimas
proteoliticas, reativos intermediarios de oxigénio e de nitrogénio e
neurotoxina que sao toxicos para os helmintos. Além desses efeitos,
ocorre também a ativacdo de fosfolipases, que atuam sobre
fosfolipideos de membrana, gerando acido aracdonico. Este por sua
vez, sofre a acao da lipoxigenase, produzindo leucotrienos, e da
cicloxigenase, gerando prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano

(Oliveira et al. 1997).



A infeccao por helmintos normalmente caracteriza-se por
aumento no numero de neutrofilos, mastocitos e principalmente
eosinofilos (Dent 2002).

Os neutrofilos sao as primeiras células que chegam no sitio de
infeccao devido a sua alta concentracao células no sangue e a cinética
de expressao de moléculas de adesao (Stadnyk et al. 2000; Brattig et
al. 2001). Estas células atuam na defesa do organismo através da
sintese e liberacao de metabdlitos de oxigénio e enzimas contidas em
seus granulos (Rivero-Nava et al. 2001). Juntamente com estas
substancias sao liberadas citocinas como, por exemplo, o fator de
necrose tumoral - alfa (TNF-a), mediadores inflamatéorios e
quimiocinas. Luster (1998) relata que quimiocinas sao secretadas no
sitio da infeccao por células teciduais, leucocitos e células endoteliais
ativadas, sendo retidas na matriz e na superficie do endotélio,
formando um gradiente de concentracdo para sinalizar e recrutar
outras células inflamatorias.

Em seguida os macrofagos fagocitam os neutrofilos pela ligacao
com o receptor CD44, induzindo a producao de MCP-1 e o acumulo de
macrofagos no sitio inflamatorio (Kaplanski et al. 2003).

Mastocitos e basofilos sdo originados da mesma célula
hematopoiética precursora, e seus desenvolvimentos sao controlados
por citocinas distintas. Ambas as células possuem receptores de alta
afinidade para a porcao Fc de IgE. Mastocitos se localizam
preferencialmente na pele, superficies mucosas e ao redor de vasos
sanguineos. Os basofilos sao encontrados no sistema circulatoério
(Abraham and Arock 1998).

Estas células sao ativadas liberando seus granulos através da
ligacdo cruzada de receptores FceRI. Apdés a desgranulacao,
quimiocinas (RANTES, MCP-1, MIP-1a), citocinas (Interleucina-1, 3, 4,
5, 6, 8 10, 12, 13, TNFa, GM-CSF) e substancias pro-inflamatoérias



(histamina, heparina, proteoglicanos) sao liberadas (Wedemeyer et al.
2000; Abraham and Malaviya 1998).

Os eosinodfilos sdao encontrados principalmente nos tecidos da
superficie do corpo que interage com o meio externo. Durante uma
infeccao helmintica ocorre um aumento do estimulo para producao e
liberacao destas células na medula 6ssea (Falcone et al. 2001).

O nematodeo Nippostrongylus brasiliensis induz uma forte
resposta tipo Th2, assim como eosinofilia dependente de IL-5,
hiperplasia de mastoécitos e resposta policlonal de IgE dependente de
IL-4 (Holland et al. 2000).

A IL-5 é produzida por células T ativadas e mastocitos. A IL-5 é
importante nos estagios tardios de diferenciacdo e maturacao de
eosinofilos. Esta citocina aumenta a secrecdo de IgA por células B,
agindo sozinha ou sinergicamente com TGF-f e IL-4, e pode também
aumentar a secrecao de Imunoglobulina de outras classes (Matthaei et
al. 1997; Yasue et al. 1999). A IL-5 modula a inflamacao eosinofilica,
por inibir a sintese e secrecao de IL-8 a qual inibe a producao de IgE
(Faccioli et al. 1997), contribuindo para a producao de altos niveis de
IgE durante a infeccao.

A ativacdo dos eosinofilos se da através da ligacdo de receptores
para IgA e IgE, e receptores para componentes do complemento,
provocando a sua desgranulacdo. Os granulos contém produtos
altamente toxicos (peroxidase, proteina basica principal, anion
superoxido, proteinas cationicas e neurotoxina), mediadores
inflamatoérios e citocinas (IL-3, IL-5, GM-CSF) (Oliveira et al. 1997;
Behm & Ovington 2002).

Os componentes anti-helminticos dos eosinofilos sao mais
efetivos na fase larval. Para a destruicao de parasitos adultos outros
mecanismos imunologicos estao envolvidos, como citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC) (Dent 2002).

A inflamacao causada pelo parasito na infeccao desencadeia uma

cascata de reacoes. O sistema complemento € importante na imunidade



inata do organismo principalmente em infeccoes por helmintos, os
quais provocam uma resposta predominantemente humoral. As
proteinas do sistema complemento sdo componentes do sistema imune
que estao envolvidas na resposta imune do hospedeiro na tentativa de
eliminar o patogeno (Aguiar 2001).

A acao de defesa do complemento € mediada por varias vias da
resposta inflamatoéria, opsonizando moléculas e levando a lesdao da
membrana de alvos estranhos (Jokiranta et al 1995). Durante a
cascata de ativacao destas proteinas varias moléculas pro-inflamatorias
sdo geradas (C3a, C4a, C5a) (Ferreira et al. 2000). A anafilatoxina C5a
provoca multiplos efeitos nas células alvos: € quimioatraente de
neutrofilos, eosinodfilos e monécitos; provoca a desgranulacdo, explosao
respiratoria; muda a adesividade de células, assim como
vasoconstriccdo; aumenta a permeabilidade vascular e estimula
contracao de musculos. Esta proteina ativada pode também interagir
com reguladores ou receptores da IL-12 e inibir sua producao,
impedindo a diferenciacdo das células Thl levando a uma polarizacdo
da resposta imunologica para Th2 (Binder et al. 1999; Wittman et al.
1999).

O componente C5 do complemento se mostra importante em
varias infeccoes. Gervais et al. 1984 relataram a susceptibilidade do
camundongo A/J, deficiente de C5, a infeccdo por Listeria
monocytogenes, sugerindo que esta deficiéncia prejudicaria o influxo de
polimorfonucleares e macrofagos no sitio de infeccao e a resposta
inflamatoria fagocitaria do animal.

O estimulo cronico da infeccao pelos helmintos leva a formacao de
granulomas. Fibroblastos, fibras de colagenos, vasos neoformados e
principalmente macrofagos (células epitelidides) sao os constituintes de
um granuloma. Neutrofilos, eosinofilos, linfocitos T e B e plasmocitos
podem eventualmente fazer parte destas estruturas (Shang et al. 2002).

Os macrofagos ativados intensificam sua funcao e secretam varias

citocinas como TNF-a, IL-1, IL-12, entre outras. As citocinas secretadas



por todas estas células apresentam um papel fundamental na regulacao
e no direcionamento do tipo da resposta imune adquirida que se segue,
podendo influenciar na resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro
aquele parasito. Brunet et al. (1998) afirmaram que dependendo das
citocinas presentes no microambiente e dos sinais recebidos das células
apresentadoras de antigenos, os Linfécitos T CD4* virgens podem se
diferenciar e secretar um painel definido de citocinas, caracterizando-os
como células Th1 ou células Th2.

O complexo de histocompatibilidade principal (CHP ou MHC) é
um conjunto génico que codifica diversas proteinas, inclusive as
glicoproteinas ligadoras de peptideos chamadas moléculas de MHC, que
sdo expostas na superficie de células apresentadoras de antigenos
juntamente com o peptideo para ligacdo e reconhecimento pelo receptor
de células T. Estas moléculas sao responsaveis pela ativacdo dos
linfocitos T e assim possuem influéncia na polarizacao e direcionamento
da resposta imune adquirida (Calich 2001).

A regidao génica H-2, responsavel pela producao das proteinas do
Complexo de Histocompatibilidade Principal (CHP ou em inglés MHC),
parece nao ser determinante na susceptibilidade/resisténcia a infeccao
por Paracoccidioidis brasiliensis (Calich et al. 1985; Singer-Vermes et al.
1993) e por Mycobacterium lepraemurium (Adu et al. 1983), uma vez que
camundongos que apresentam o mesmo haplotipo, comportam-se de
maneira diferente frente a infeccao. De fato, a resposta anti - Trichinella
spiralis e a expulsdao do parasito de camundongos B10.BR, B10.Q e
B10.M infectados parecem ser independentes do controle genético e
influenciados pela interacao dos produtos dos genes H-2 e nao-H-2
(Wassom et al. 1983).

Infeccoes por helmintos normalmente induzem resposta imune do
tipo Th2, que pode estar associada com inducao de anergia nao-
especifica ou antigeno-especifica (Meeusen 1999; Toledo et al. 2001;
Rodriguez-Sosa et al. 2002). Macrofagos alveolares de ratos produzem

oxido nitrico e prostaglandina E2 sob estimulos dos antigenos de



Toxocara canis inibindo a resposta imune tipo Thl e estimulando
resposta tipo Th2 (Espinoza et al. 2002).

Em alguns casos a resposta do tipo Thl parece ser mais efetiva
contra o helminto que a resposta Th2 convencional (Else & Grencis
1991; Pritchard 1995; Terrazas et al. 1998; Toledo et al. 2001). Na
verdade a resposta tipo Th2 nao ocorreria naturalmente, mas por um
desvio na imunidade provocado pelo helminto, para obter uma postura
mais permissiva do hospedeiro (Spellberg and Edwards 2001).

Embora nao se tenha muitos trabalhos indexados sobre células
NK em infeccoes por helmintos, esta célula com certeza tem alguma
participacao, pois a ativacdo dos macrofagos se da principalmente pela
acao do IFN-y que é secretado pelas células NK e linfocitos. Alguns
trabalhos demonstram uma forte evidencia de atuacao das células NK
na defesa contra infeccoes helminticas (Korten et al. 2002).

Na infeccao murina utilizando linhagens sensiveis e resistentes,
pode ser demonstrada uma polarizacao da resposta imune, frente a
diferentes  patégenos. Os animais resistentes as doencas
granulomatosas, em geral apresentam uma resposta imune envolvendo
a ativacao de células efetoras Thl. A ativacao destas células se traduz
pela alta producao de INF-y, altos niveis de anticorpos IgG2a, maior
ativacao macrofagica e resposta imune precoce. Os animais sensiveis as
doencas granulomatosas apresentam, via de regra, respostas imunes do
tipo Th2, com baixos niveis de anticorpos especificos e alta producao de
IgG1 e IgG2b, e macrofagos pouco ativados (Singer - Vermes et al. 1993;
Calich et al. 1994).

A infeccao de camundongos com L. minor tem sido um
instrumento para o conhecimento e entendimento da fisiopatologia do
helminto. As caracteristicas da resposta imune do hospedeiro frente a
infeccao e os mecanismos de evasdao do organismo utilizados pelo
parasito com o objetivo de completar seu ciclo biolégico sdo parametros

de extrema importancia para o esclarecimento desta doenca.
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JUSTIFICATIVA

Apesar de a Lagochilascariase humana ser semelhante a infeccao
desenvolvida em gatos, com formacao de noédulos cervicais que se
fistulizam, drenam material purulento e eliminam parasitos, o estudo
da infeccao experimental por L. minor em camundongos € de extrema
importancia, ja que constitui um campo pouco explorado e conhecido
em relacao aos mecanismos de infeccdo deste nematodeo.

O camundongo € a espécie mais utilizada para o estudo de
infeccoes experimentais devido a facilidade de manuseio, praticidade de
criacao, e quantidade de estudos prévios que se tem sobre infeccoes em
camundongos. A disponibilidade de linhagens isogénicas com diferentes
caracteristicas genéticas tem favorecido o estudo das relacdes parasito-
hospedeiro, facilitando o estabelecimento da resisténcia e/ou
susceptibilidade a infeccao e a tentativa de reproduzir o ciclo evolutivo
natural e experimental de diferentes patogenos (Kipnis 1999).

Na  Paracoccidioidomicose, Tuberculose, Leishmaniose e
Salmonelose a classificacao de linhagens isogénicas de camundongos
em sensiveis, intermediarias e resistentes, permitiu o estudo dos
mecanismos imunolégicos envolvidos no controle destas infeccoes.
(Calich et al. 1987)

A infeccao experimental por L. minor em camundongos nos
oferece a oportunidade de estudar seu mecanismo de infeccao e
compara-lo a outros helmintos e parasitos.

Com o intuito de excluir a influéncia das moléculas do MHC
(CHP) no desenvolvimento da susceptibilidade ou resisténcia a infeccao,
consideramos importante avaliar a lagochilascariase experimental em
camundongos A/J e B10.A, os quais possuem o mesmo apléotipo de
MHC (H-22), mas com “background” genético diferente (Kaminsky et al.
1985; Quian et al. 2005).

O presente estudo pode demonstrar a influéncia do sistema

complemento na resisténcia ou susceptibilidade a lagochilascariase
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experimental, pois o camundongo A/J € CS deficiente (Mullick et al.
2004), ou seja, nao produz o componente C5 do sistema complemento,
e o camundongo B10.A € C5 suficiente.

Neste trabalho esperamos compreender como organismos
susceptiveis e resistentes respondem a infeccdo e elucidar alguns

mecanismos de evasao utilizados pelo helminto.
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OBJETIVOS GERAIS

Com o objetivo de elucidar a relacdao entre parasito e hospedeiro,
utilizou-se o modelo experimental de camundongos isogénicos A/J e
B10.A para avaliar a infeccao sob parametros de sobrevida,

parasitologicos, histopatolégicos e sorologicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a porcentagem de sobrevida de animais A/J e B10.A
infectados por L. minor,

Comparar a quantidade de noédulos no tecido subcutaneo e
muscular superficial em camundongos A/J e B10.A infectados;
Mensurar o comprimento e largura das larvas de L. minor retiradas
de camundongos infectados;

Comparar os niveis dos anticorpos das classes IgG, IgM, IgA e IgE,
especificos para antigenos de L. minor nos soros de camundongos
A/J e B10.A infectados e controles;

Comparar os niveis das subclasses de anticorpos IgG fracionadas em
colunas de proteina-A Sepharose obtidas de soros de camundongos
A/J e B10.A infectados e nao infectados;

Analisar e comparar os processos patologicos presentes nos tecidos
de pulmao, figado, baco, linfonodo e nédulos de camundongos A/J e

B10.A infectados, por meio da histopatologia;
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MATERIAIS E METODOS

2.1 - Obtencao dos parasitos

Isolado de Lagochilascaris minor obtido de lesoes foi empregado
para manutencao do ciclo experimental do parasito (Campos et al.
1992). Gatos domésticos (Felis catus domesticus), com sorologia
negativa para toxoplasmose e livres de parasitos intestinais, foram
infectados por via oral com 100 nédulos contendo larvas de 3° estagio
(L3) de L. minor retirados anteriormente do tecido subcutaneo de
camundongos infectados (90 dias apés infeccdo). Apos 30 dias de
infeccao, as fezes dos gatos foram coletadas e mantidas em tubos de
prolipropileno (Falcon) contendo solucao de formalina a 1%, por 40 dias
a temperatura de 25°C. Apoés este periodo, as fezes foram submetidas
aos métodos de Hoffman e Faust para a obtencao dos ovos de L. minor.
Estes foram centrifugados em solucao fisiologica (trés vezes) e desta
suspensao, retirou-se trés aliquotas de 1 ul, as quais foram examinadas
entre lamina e laminula, com o auxilio de microscopio de luz (10X). A
concentracdo de ovos por mililitro foi calculada por meio do emprego de
regra de trés simples sobre o resultado da média aritmética das

contagens (Oliveira et al. 2002).

2.2 - Animais e via de inoculacao

Foram utilizados camundongos das linhagens A/J e B10.A, todos
procedentes do biotério central do Instituto Butantan. CinqUenta
animais A/J machos e 51 animais B10.A machos (com trés meses de
idade e pesando 20 * 2g) foram inoculados com 0,2 mL de solucao
contendo 2 x 10® ovos infectantes de L. minor, utilizando uma sonda
esofagiana. Dezoito animais A/J e 15 animais B10.A de mesma idade e
peso, foram inoculados pelo mesmo procedimento com solucao salina,
para delineamento do grupo controle. Trés animais infectados e um
animal controle, de cada linhagem, foram sacrificados em Camara de

COz aos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 dias apoés a infeccao
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(DAI) para: coleta de sangue para obtencao do soro, contagem do
numero de nodulos subcutaneos e musculares superficiais, coleta de
larvas para mensuracdao e retirada de orgaos para analise
histopatologica. Os animais restantes foram utilizados para analise de
sobrevida. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

Humana e Animal do Hospital das Clinicas da UFG.

2.3 - Sobrevida
Vinte e quatro Camundongos B10.A machos infectados e 19 nao
infectados e 23 animais A/J machos infectados e 12 nao infectados
foram utilizados para avaliacdo da sobrevida durante a progressao da
infeccao. O numero de mortes foi registrado diariamente em todos os
grupos, e a sobrevida foi calculada pela porcentagem de animais vivos
de cada grupo ao final de um ano de experimento. Apos este periodo, os

animais que resistiram a infeccao foram sacrificados.

2.4 - Quantificacao dos noédulos e mensuracao das larvas de
camundongos
A quantidade de nédulos subcutaneos e musculares superficiais
foi determinada pela contagem dos nodulos com o auxilio de lupa apos
o sacrificio e rebatimento da pele dos animais. Em seguida efetuou-se a
meédia aritmética do numero de nodulos encontrados em trés
camundongos infectados de cada linhagem em cada ponto (DAI). No
minimo cinco larvas foram retiradas dos nodulos de cada camundongo
e apos clarificacao com lactofenol, utilizou-se ocular micrométrica (40X)
para mensuracao do comprimento e largura das larvas (Paco e Campos
1998). Amostras colhidas em diferentes dias de infeccao foram incluidas
em parafina e coradas pela hematoxilina & eosina para evidenciar as

estruturas caracteristicas.

2.5 - Histopatologia
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Amostras de pulmoes, figado, timo, linfonodos, baco, foram
coletadas durante a necropsia dos camundongos infectados e nao
infectados e fixadas em formalina 10% tamponada com fosfatos. O
material foi processado pelo método de inclusdao em parafina. As
laminas foram coradas pela hematoxilina-eosina, coloracao de Luna e
coloracao de Tricromio de Masson e analisadas no microscopio de luz
(Axiostar plus, Zeiss).

As lesoes histopatologicas foram analisadas quanto a presenca ou
auséncia de processos patologicos das células, do intersticio, da
circulacao, do crescimento celular e inflamacao. A inflamacao foi
também analisada quanto a intensidade, considerando-se inflamacéao
ausente, discreta (1-25%), moderada (26-50%) e acentuada (acima de
51%) de acordo com o comprometimento do corte analisado. Para
analise semiquantitativa deste processo nos 6rgao afetados de ambas as
linhagens, atribuiu-se valores para auséncia de inflamacdo = O,
inflamacao discreta = 1, moderada = 2 e acentuada = 3 em todos os dias
apos infeccao (DAI) ja mencionados. Avaliou-se a significancia das

diferencas entre as linhagens A/J e B10.A.

2.6 - Obtencao dos extratos brutos e produtos excretados e
secretados de larvas de camundongos
Larvas colhidas de camundongos infectados com 2 x 10°® ovos de
L. minor aos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 180 e 210 DAI, e
exaustivamente lavadas em PBS (pH 7,2), foram mantidas no mesmo
tampao (100 Larvas/ml) em tubos de prolipropileno (eppendorff)
durante 24h a temperatura de 37°C. Apos este periodo, retirou-se o
sobrenadante que corresponde aos produtos secretados e excretados,
estocando-os a —20°C em presenca de inibidores de proteases (EDTA-
Pharmacia 1mM, Leupeptina-Sigma 1uM, PMSF-Sigma 4mM). As larvas
suspensas em PBS pH 7,2 contendo inibidores de proteases foram
rompidas em homogenizador de tecido T8-10 IKA, utilizando-se 5

pulsos de 6000 rpm, por 30 segundos. A suspensao foi centrifugada a
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10.000g por 15 minutos, a 4°C. Posteriormente o sobrenadante
(correspondendo ao extrato bruto das larvas) foi retirado e estocado a —
20° C. As concentracoes de proteinas das amostras foram determinadas

pelo método do acido bicinconimico (BCA), PIERCE (Smith et al. 1985).

2.7 - Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O nivel de anticorpos séricos IgG, IgM, IgA e IgE foi determinado
pelo do ensaio imunoenzimatico (ELISA). A concentracao de antigenos
(extrato bruto de larvas de camundongos e produtos secretados e
excretados) e a diluicao dos soros dos camundongos e dos conjugados
de anticorpos foram padronizados por Freitas (2003) com a nossa
colaboracao, para obtencao de melhor sensibilidade do método.

Os 96 pocos das placas de poliestireno (Costar) foram
sensibilizados com 50 pL de uma solucédo de antigeno contendo100 pg
de proteina por mililitro de tampao carbonato. A sensibilizacao foi feita
por um periodo de 18horas a 4°C, em camara umida. Apos
sensibilizacao as placas foram bloqueadas com tampao carbonato e leite
em po desnatado a 2% por 90min a temperatura ambiente (TA), em
camara umida. As placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween 20
0,5%. Os soros de camundongos infectados e nao infectados foram
diluidos 1/100 (e 1/50 para deteccao de IgE) em PBS-leite em po
desnatado-soro de cabra 2%. Cem microlitros (100 pL) de soros diluidos
foram aplicados nos pocos e incubados por 90min, TA, em camara
umida. Em seguida as placas foram lavadas com PBS-tween. Adicionou-
se 100 pL de conjugado em cada poco, e incubou-se durante 90 min,
TA, em camara umida. Os conjugados utilizados foram: IgG de coelho
anti-IgM de camundongo marcado com peroxidase (Sigma) diluido
1/4000, IgG de coelho anti-IgG de camundongo marcado com
peroxidase (Sigma) diluido 1/4000, IgG de coelho anti-IgA de
camundongo marcado com peroxidase (Sigma) diluido 1/1000,

anticorpo monoclonal de rato anti-IgE de camundongo diluido 1/500
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(Sigma) e anticorpo monoclonal de camundongo anti-cadeia leve de
imunoglobulina de rato marcado com peroxidase diluido 1/2000
(Sigma). As placas foram novamente lavadas com PBS-tween e por fim
50 pL de solucao reveladora (2mg de ortofenilenodiamina, Sigma — 2 pL
de peroxido de hidrogénio 10 volumes, Merck — 5 mL de tampao citrato
pH 5,0) foram adicionadas a cada poco. A reacao foi bloqueada apods
15min com S0 pL de solucao de acido sulftirico a 1N (Freitas 2003).

As leituras foram efetuadas no leitor de microplacas, Behring EL
3115, a 492nm. O limiar de reatividade ou “cut off” foi determinado pela
média aritmética das densidades opticas (DO) dos soros padroes
negativos obtidos de camundongos inoculados apenas com salina,

acrescida de 2 desvios padroes (Larralde et al 1986: Bassi et al 1991).

2.8 - Fracionamento das subclasses de IgG

Proteina A-Sepharose (Pharmacia Biotech) foi ressuspensa em
8mL de tampao PBS pH 7,0 e empacotada em coluna de vidro a 4°C. A
coluna foi lavada trés vezes com PBS e em seguida adicionou-se 300 puL
do “pool” de soros de camundongos infectados (90, 120 e 150 DAI) das
linhagens A/J ou B10.A, ou camundongos nao infectados A/J, B10.A,
diluido %2 em PBS. Adicionou-se a coluna 10mL de tampao fosfato 0,1M
pH 7,0 e desprezou-se o eluato. Lavou-se a coluna com 10ml de tampao
fosfato pH 7,0 e adicionou-se 10ml de tampao fosfato pH 6,0, colhendo-
se o material eluido (2ml/tubo). Lavou-se a coluna com tampao fosfato
pH 6,0 e acrescentou-se 10ml de tampao fosfato pH 5,0, para coleta do
material eluido (2ml/tubo). Novamente adicionou-se 10ml de tampao
fosfato pH 5,0 para lavar a coluna e acrescentou-se 10ml de tampao
citrato pH 3,5 colhendo-se o material eluido (2ml/tubo) em tubos
contendo 20 pL de tampao TRIS pH 9,0 para neutralizar o pH acido. As
amostras coletadas foram analisadas a 280nm em espectrofotometro

(Pharmacia Biotec-Ultraespec 2000). No material eluido em tampao de
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pH 6,0 encontramos IgG1l, em pH 5,0 encontramos IgG2a e IgG2b em
pH 3,5 (Ey et al. 1978).

2.9 - Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi inicialmente elaborado um banco de
dados eletronico. Em seguida, as variaveis foram submetidas ao teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar se teria distribuicdo normal e a
variancia das amostras, nos casos de distribuicao normal utilizou-se
testes paramétricos, na comparacao entre 2 grupos, teste ¢t Student e na
comparacao entre 3 ou mais grupos, utilizou-se a analise de variancia
para multiplos grupos. Nos casos de distribuicao nao normal utilizou-se
testes nao paramétrico, na comparacao entre 3 grupos ou mais
utilizamos o teste de Kruskal — Wallis.

As proporcoes foram comparadas pelo teste do 2 ou teste de
Fisher. Na correlacdo entre as variaveis com distribuicdo normal foi
utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson, caso contrario, foi
aplicado o coeficiente de Spearman.

As diferencas estatisticas foram consideradas significantes
quando a probabilidade de erro alfa foi menor que 5% (p<0.05).

Para analise da porcentagem de sobrevida dos animais A/J e
B10.A experimentalmente infectados por L. minor utilizou-se teste de

Pissi e teste de Kaplan Meyer.
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RESULTADOS

3.1 - Sobrevida de animais A/J e Bl0.A infectados

experimentalmente por Lagochilascaris minor

Camundongos da linhagem A/J infectados com 2 x 103 ovos
viaveis de L.minor apresentaram uma porcentagem de sobrevida apods
um ano de infeccao de 90%, enquanto o grupo controle dessa linhagem
apresentou 95% de sobrevida. Ja os animais da linhagem B10.A
infectados apresentaram somente 33,3% de sobrevida, enquanto que
92,3% dos animais B10.A nao infectados apresentavam-se vivos ao final
do experimento (Figura 1). Camundongos A/J infectados apresentaram
porcentagem de sobrevida significativamente maior que camundongos
B10.A infectados por L. minor (p<0,05). Esta diferenca estatistica pode

ser observada desde o 50° dia de infeccao.
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Figura 1 - Porcentagem de sobrevida de camundongos A/J e B10.A
infectados por Lagochilascaris minor. Camundongos das linhagens
A/J (@) e B10.A (M) foram inoculados com 2 x 103 ovos infectantes de L.
minor e camundongos controles A/J (O) e B10.A ( ) foram inoculados
com salina. Os camundongos foram assistidos durante a progressao da
doenca e o numero de mortes registrado diariamente. A sobrevida foi

calculada pela porcentagem de animais vivos ao final do experimento
(*p < 0,05, Kaplan Meyer).
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3.2 - Numero de ndodulos em camundongos A/J e B10.A durante a

evolucao da infeccao experimental murina

O numero de nodulos subcutaneos e musculares superficiais foi
determinado nos animais infectados nos dias de infeccao determinados.

Em cada nodulo foi encontrada a presenca de uma unica larva
encistada. Observou-se que o numero de noédulos ou de larvas
encistadas foi significantemente maior em camundongos A/J aos 45
(119 £ 5), 60 (234 + 34) e 120 DAI (197 £ 5) quando comparados com
camundongos B10.A aos 45 (27 £ 12), 60 (125 = 3) e 120 DAI (142 £ 22)
decrescendo gradativamente (p<0,05). Em animais da linhagem B10.A,
o maior numero de nodulos foi observado mais tardiamente, aos 180
DAI (231 £ 9). Apos este periodo demonstrou-se a diminuicao de

nodulos mais acentuada em camundongos da linhagem A/J(Figura 2).
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Figura 2 - Quantificacido do numero de noddulos subcutaneos e
musculares superficiais em camundongos A/J e B10.A infectados
por Lagochilascaris minor. Camundongos das linhagens A/J (M) e
B10.A (U) foram inoculados com 2 x 103 ovos infectantes de L.minor por
sonda esofagiana. A contagem dos nodulos foi feita em diferentes dias
apos infeccdo. Os resultados sdo representados pela média aritmética
do numero de nédulos encontrados em trés camundongos infectados de
ambas linhagens em cada ponto. *Diferenca estatisticamente
significante do numero de nodulos entre as linhagens (p< 0,05, Teste t
Student).
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3.3 - Comprimento e largura de larvas de Lagochilascaris minor
retiradas de camundongos A/J e B10.A durante a infeccao
experimental

O comprimento e a largura de cinco larvas retiradas dos nodulos
subcutaneos e musculares superficiais de animais infectados da mesma
linhagem e mesmo tempo de infeccao (DAI) foram mensurados e
comparados entre as linhagens e dentro de cada linhagem.

Analisando estes dois parametros observou-se que o comprimento
e a largura das larvas aumentavam significativamente de tamanho com
o decorrer da infeccdo. Diferencas dentro de cada linhagem foram
significativas somente quando se considerou larvas colhidas aos 45 DAI
e apos 180 DAI.

Analisando o comprimento das larvas retiradas dos camundongos
infectados, observamos que aos 45 DAI camundongos A/J (10,25 = 0,5
mm) apresentavam larvas significativamente maiores que camundongos
B10.A (8,5 £ 1,2 mm) (p<0,05). O mesmo se observou aos 60 DAI,
comparando as larvas encistadas em camundongos A/J (12 + 0,8) e
B10.A (8,7 = 0,7) (p<0,05) (Figura 3). Nao se observou diferenca
significativa na largura das larvas retiradas dos nodulos dentro das
linhagens e nem entre as linhagens durante o curso da infeccéao
experimental (Figura 4).

Larvas colhidas apos 60-90 dias de infeccao apresentaram
comprimento (Figura 3) e morfologia caracteristicos de larvas L4, e
mesmo de vermes adultos (Figura 35).

E importante apontar que apés um ano de infeccdo (365 DAI)
foram encontrados nédulos purulentos com de parasito adulto em 10 %

de camundongos A/J e 60 % de camundongos B10.A.
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Figura 3 - Mensuracao do comprimento de larvas de
Lagochilascaris minor retiradas dos nédulos de camundongos A/J
e B10.A infectados. Apos sacrificio de camundongos das linhagens A/J
(W) e B10.A () (inoculados com 2 x 103 ovos infectantes de L.minor por
sonda esofagiana) aos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 dias apos
infeccao, larvas foram retiradas dos nodulos de cada animal,
clarificadas com lactofenol e com a utilizacdao da ocular micrométrica
(40X) mensurou-se o comprimento das mesmas. Os resultados
representam a média aritmética das medidas do comprimento de 5
larvas retiradas de camundongos A/J e B10.A. *Indica diferenca
estatisticamente significante do comprimento das larvas entre as
linhagens (p < 0,05, Teste t Student).
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Figura 4 - Mensuracao da largura de larvas de Lagochilascaris
minor retiradas dos noédulos de camundongos A/J e B1l0.A
infectados. Apos sacrificio de camundongos das linhagens A/J (M) e
B10.A () (inoculados com 2 x 103 ovos infectantes de L.minor por
sonda esofagiana) aos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 dias apos
infeccao, larvas foram retiradas dos nodulos de cada animal,
clarificadas com lactofenol e com a utilizacdo da ocular micrométrica
(40X) mensurou-se a largura das mesmas. Os resultados representam a
meédia aritmética das medidas da largura de S larvas retiradas de
camundongos A/J e B10.A (p>0,05, Teste t Student).
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Tabela 1. Comprimento em milimetros (mm) de larvas de
Lagochilascaris minor e parasitos adultos retirados de
camundongos das linhagens A/J e B10.A ao longo da infeccao
experimental

Dias Apos
Infeccao 45 DAI 210 DAI 365 DAI
(ocorréncia) (ocorréncia) (ocorréncia)
Linhagem
A/Jd 10, 25 £ 0,5 mm 13, 5£0,4 mm 20 £ 5 mm
(100%) (100%) (10%)
B10.A 8,5+ 1,25 mm 13,23 £ 0,8 mm 20 + 4 mm
(100%) (100%) (60%)
Legenda: DAI - dias apos infeccao, Ocorréncia — porcentagem de

animais que apresentavam larvas e parasitos adultos.

Figura 5 - Corte transversal de Lagochilascaris minor colhido de
tecido muscular superficial de camundongos e corado pela HE. (A)
Larvas colhidas aos 120 dias de infeccdo, apresentando membrana
trilaminar (1, 2, 3 camadas) e tubo digestorio (seta); (B) Parasitos
adultos colhidos um ano apoés infeccao, apresentando trés membranas
mais espessas (1, 2, 3 camadas), tubo digestorio (seta) e glandulas
(ponta da seta). Notar que apesar da diferenca na largura, a membrana
de ambas € trilaminar.
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3.4 - Analise histopatologica das lesoes em animais A/J e B10.A
durante a infeccao experimental por Lagochilascaris minor

Nos cortes histologicos foram observados o6rgaos como pulmao,
linfonodos, baco e figado dos camundongos infectados de ambas
linhagens e de camundongos controle, sacrificados aos 15, 30, 45, 60,
90, 120 dias apos o procedimento de infeccao.

3.4.1- Andlise histopatolégica das lesées dos pulmées de
camundongos A/J e B10.A infectados

Os pulmoées dos camundongos infectados B10.A e A/Jd
apresentavam os seguintes processos patologicos: 1) Processos
inflamatoérios: a) inflamacao cronica, foi identificada com intensidade
variando de discreta a acentuada durante o curso da infeccao, a
intensidade da inflamacdo nos camundongos B10.A  foi
significativamente maior que nos camundongos A/J (p = 0,030) (Figura
6 A e B e Figura & A e B); b) inflamacao granulomatosa, foi identificada
a presenca de granulomas no pulmao: camundongos A/J apresentaram
a formacao de granulomas a partir dos 30 DAI, e camundongos B10.A
apresentaram formacao de granuloma apenas aos 90 DAI (Figura 6 C e
D). 2) Patologia da célula: a) Morte celular, identificada no camundongo
B10.A aos 90 DAI, demostrando necrose do tipo caseosa. 3) Patologia do
intersticio: a) Deposito de colageno, observado ao redor de granulomas
em camundongos A/J (Figura 7 C) e B10.A (Figura 7 D).

O infiltrado inflamatério pulmonar em ambas as linhagens foi
composto predominantemente de células mononucleares (MN) (Figura 7
A e B), tais como linfocitos, monocitos e plasmocitos (Figura 8 A).
Observou-se também a presenca discreta de polimorfonucleares

neutrofilos e eosinofilos (Figura 8 B).

3.4.2- Histopatologia de linfonodos, baco e figado em camundongos
A/J e B10.A infectados
Camundongos A/J e B10.A apresentaram linfonodos (Figura 9 A)

e baco (Figura 9 B) de aspecto reacional com aumento da celularidade e
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perda da estrutura normal dos foliculos durante todo o curso de
infeccao.

No figado dos camundongos infectados encontramos os seguintes
processos patologicos: 1) processo inflamatorio: a) inflamacado cronica
nao granulomatosa discreta principalmente a partir dos 90 DAI em
ambas linhagens, nao foi observada a formacao de granulomas ao redor
de larva de L.minor no figado dos camundongos infectados. 2) Alteracoes
locais da circulacao: a) hiperemia discreta, presente durante todo o
curso da infeccado em camundongos B10.A, enquanto que em
camundongo A/J foi detectada apos os 90 DAI, sendo que a partir deste
periodo o oOrgdo apresentou um aspecto reacional com hepatocitos
maiores apresentando nucleo com cromatina condensada, em ambas

linhagens de camundongos (Figuras 9 C e D).
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Figura 6 - Cortes histologicos de pulmao de camundongos
infectados com 2 x 102 ovos de Lagochilascaris minor.
Fotomicrografias (A) Camundongo A/J sacrificado aos 90 DAI,
evidenciando infiltrado inflamatério difuso discreto, coloracdao HE,
escala 200um; (B) Camundongo B10.A aos 90 DAI, evidenciando a
presenca de infiltrado inflamatério difuso acentuado (seta), coloracao
HE, escala 200 um; (C) Granuloma (seta) envolvendo larva de L. minor
(ponta da seta) no pulmao de camundongo A/J aos 90 DAI, coloracao
HE, escala 200 um; (D) Granuloma (seta) envolvendo larva de L. minor
(ponta da seta) no pulmao de camundongo B10.A aos 90 DAI, coloracao
HE, escala 200um.
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Figura 7. Cortes histologicos de pulmao de camundongos
infectados. Fotomicrografias de camundongos A/J e B10.A infectados
com 2 x 103 ovos de L. minor, sacrificados aos 45 dias apos infeccao. (A)
Camundongo A/J, coloracao pelo método de Luna, evidenciando a
auséncia de eosinofilos, escala SOum; (B) Camundongo B10.A, coloracao
pelo método de Luna, evidenciando a auséncia de eosinoéfilos, escala
SO0um; (€C) Camundongo A/J, coloracao por Tricromio de Masson,
evidenciando escassa fibrose, escala 50um; (D) Camundongo B10.A,
coloracao por Tricromio de Masson, evidenciando fibrose moderada
(seta), escala SOum.
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Figura 8. Corte histologico de pulmao de camundongo B1O.A.
Fotomicrografia de pulmao de camundongos B10.A infectados com 2 x
108 ovos de L. minor sacrificados aos 45 DAI. (A) Coloracao HE
destacando infiltrado inflamatorio com plasmoécitos (seta), escala 10um;
(B) Coloracao pelo método de LUNA, destacando eosinofilos (seta),
escala 20um.
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Figura 9. Fotomicrografia de cortes histologicos de orgaos de
camundongos infectados com 2 x 103 ovos de Lagochilascaris
minor. As laminas foram coradas pela hematoxilina-eosina (HE). (A)
Linfonodo de A/J aos 60 DAI, evidenciando o aspecto reacional a
infeccao e a perda da estrutura folicular, escala 200 um; (B) Baco de
A/J aos 120 DAI, evidenciando o aspecto reacional a infeccédo e a perda
da estrutura folicular, escala 200 um; (C) Figado de B10.A aos 90 DAI,
evidenciando hiperemia e infiltrado inflamatoério perivascular, escala
100 um; (D) Figado de B10.A aos 90 DAI, evidenciando o aspecto
reacional dos hepatécitos, escala 10 um.
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3.5 - Determinacao dos niveis séricos de anticorpos contra os
antigenos do extrato bruto e produtos secretados e excretados das
larvas de Lagochilascaris minor em camundongos infectados.

3.5.1- Determinacdo dos niveis séricos de anticorpos IgM
especificos contra os antigenos do extrato bruto e contra os produtos
secretados e excretados das larvas de L. minor em camundongos
infectados.

Na deteccao de anticorpos da classe IgM contra o extrato bruto de
larvas de L. minor, as densidades opticas (DO) dos soros de
camundongos B10.A infectados foram superiores as DO dos soros de
camundongos A/J infectados até os 45 dias apods infeccao (p<0,05). O
mesmo foi observado na deteccao de IgM sérico anti SE, porém com
maior intensidade. Apos este periodo nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as densidades opticas dos soros dos

animais A/J e B10.A (Figuras 10 e 11).
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Figura 10- Dosagem de anticorpos séricos IgM especificos contra
extrato bruto da larva de Lagochilascaris minor. Soros de
camundongos A/J (O) e B10.A (IJ) inoculados com 2 x 103 ovos de L.
minor por sonda esofagiana e animais controles (A) (cujas médias das
densidades opticas foram utilizadas para calcular o “cut off” = Média + 2
desvio padrao), foram coletados em diferentes dias apos infeccao. Os
niveis de anticorpos foram determinados pelo método de ELISA, com o
conjugado anti-IgM de camundongo marcado com peroxidase. *Indica
diferenca estatisticamente significante das densidades opticas entre as
linhagens de camundongos (p<0,05 Teste t Student).
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Figura 11- Dosagem de anticorpos séricos IgM especificos contra
produtos secretados e excretados da larva de Lagochilascaris
minor. Soros de camundongos A/J (®) e B10.A (LJ) inoculados com 2 x
103 ovos de L. minor, por sonda esofagiana e animais controles (A)
(cujas médias das densidades opticas foram utilizadas para calcular o
“cut off” = Média + 2 desvio padrao), foram coletados em diferentes dias
apos infeccao. Os niveis de anticorpos foram determinados pelo método
de ELISA, com o conjugado anti-IgM de camundongo marcado com
peroxidase. *Indica diferenca estatisticamente significante das
densidades oOpticas entre as linhagens de camundongos (p<0,05 Teste t
Student).
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3.5.2- Determinacdo dos niveis séricos de anticorpos IgG
especificos contra os antigenos do extrato bruto e contra os produtos
secretados e excretados das larvas de L. minor em camundongos
infectados.

As DO dos soros de camundongos A/J e B10.A, utilizando-se
conjugados anti-IgG, especificos para o antigeno SE e extrato bruto do
parasito, foram crescentes durante todo o periodo avaliado (Figura 12 e
13). As DO de soros de camundongos A/J contra o extrato bruto de
larva L3 foram maiores apos 60 dias apos infeccao (p<0,05) (Figura 12).
Quando utilizou-se como antigeno os produtos secretados e excretados
de larvas de L.minor, observou-se que as DO dos soros de ambas
linhagens foram superiores as detectadas contra o extrato bruto do
parasito. Embora os soros de animais A/J tenham apresentado DO
superiores as observadas em animais B10.A esta diferenca nao foi

estatisticamente significante (Figura 13).
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Figura 12 - Dosagem de anticorpos séricos IgG especificos contra
extrato bruto da larva de Lagochilascaris minor. Soros de
camundongos A/J (O) e B10.A () inoculados com 2 x 103 ovos de L.
minor, por sonda esofagiana e animais controles (A)(cujas médias das
densidades opticas foram utilizadas para calcular o “cut off” = Média * 2
desvio padrao), foram coletados em diferentes dias apods infeccdo. Os
niveis de anticorpos foram determinados pelo método de ELISA, com o
conjugado anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase. *Indica
diferenca estatisticamente significante das densidades opticas entre as
linhagens de camundongos (p<0,05 Teste t Student).
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Figura 13- Dosagem de anticorpos séricos IgG anti produtos
secretados e excretados de larvas de Lagochilascaris minor. Soros
de camundongos A/J (@) e B10.A (M) inoculados com 2 x 103 ovos de L.
minor, por sonda esofagiana e animais controles (A) (cujas médias das
densidades 6pticas foram utilizadas para calcular o “cut off” = Média * 2
desvio padrao), foram coletados em diferentes dias apos infeccdo. Os
niveis de anticorpos foram determinados pelo método de ELISA, com o
conjugado anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase. (p>0,05
Teste t Student).
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3.5.3- Determinagdo dos niveis séricos de anticorpos IgA
especificos contra os antigenos do extrato bruto e contra os produtos
secretados e excretados das larvas de L. minor em camundongos
infectados

Durante a infeccao experimental por L. minor, soros de
camundongos A/J apresentaram as leituras das densidades opticas
superiores as de B10.A, aos 60, 90 e principalmente 180 DAI,
correspondendo a uma maior producao de IgA sérico anti-EB (Figura
14). Animais B10.A apresentaram uma tendéncia de maior producao de
anticorpos IgA anti-SE no inicio da infeccao, enquanto que animais A/J
apresentaram uma maior producao deste anticorpo na fase mais tardia
da infeccao, demonstrado pelas DO superiores dos soros destes
camundongos aos 90, 150 e 180 dias apods infeccao (p<0,05) (Figura
15).
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Figura 14 - Dosagem de anticorpos séricos IgA especificos contra
extrato bruto da larva de Lagochilascaris minor. Soros de
camundongos A/J (O) e B10.A () inoculados com 2 x 103 ovos de L.
minor, por sonda esofagiana e animais controles (A) (cujas médias das
densidades opticas foram utilizadas para calcular o “cut off” = Média + 2
desvio padrao), foram coletados em diferentes dias apos infeccdo. Os
niveis de anticorpos foram determinados pelo método de ELISA, com o
conjugado anti-IgA de camundongo marcado com peroxidase. *Indica
diferenca estatisticamente significante das DO entre as linhagens de
camundongos (p<0,05 Teste t Student).
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Figura 15 - Dosagem de anticorpos séricos IgA especificos contra
produtos secretados e excretados da larva de Lagochilascaris
minor. Soros de camundongos A/J (®) e B10.A (M) inoculados com 2 x
1038 ovos de L. minor, por sonda esofagiana e animais controles (A)
(cujas médias das densidades opticas foram utilizadas para calcular o
“cut off” = Média * 2 desvio padrao), foram coletados em diferentes dias
apos infeccao. Os niveis de anticorpos foram determinados pelo método
de ELISA, com o conjugado anti-IgA de camundongo marcado com
peroxidase. *Indica diferenca estatisticamente significante das DO entre
as linhagens de camundongos (p<0,05 Teste t Student).
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3.5.4- Determinacdo dos niveis séricos de anticorpos IgE especificos
contra os antigenos do extrato bruto e contra os produtos secretados e

excretados das larvas de L. minor em camundongos infectados

As DO dos soros dos camundongos infectados com 2 x 103
ovos de L. minor de ambas linhagens nao foram significativamente
diferentes das DO dos soros de camundongos controles, demonstrando
a baixa producdao de anticorpos IgE anti- EB e anti- SE em

camundongos A/J e B10.A infectados (Figuras 16 e 17).
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Figura 16 - Dosagem de anticorpos séricos IgE especificos contra
extrato bruto (EB) da larva de Lagochilascaris minor. Soros de
camundongos A/J (O) e B10.A (IJ) inoculados com 2 x 103 ovos de L.
minor, por sonda esofagiana e animais controles (A) (cujas médias das
DO foram utilizadas para calcular o “cut off” = Média * 2 desvio padrao),
foram coletados em diferentes dias apos infeccdo. Os niveis de
anticorpos foram determinados pelo método de ELISA, com o primeiro
anticorpo Ig de rato anti-IgE de camundongo e conjugado anti-cadeia
leve Kappa de Ig de rato marcado com peroxidase (p>0,05 Teste t
Student).
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Figura 17 - Dosagem de anticorpos séricos IgE especificos contra
produtos secretados e excretados (SE) da larva de Lagochilascaris
minor. Soros de camundongos A/J (®) e B10.A (M) inoculados com 2 x
108 ovos de L. minor, por sonda esofagiana e animais controles (A)(cujas
meédias das DO foram utilizadas para calcular o “cut off” = Média + 2
desvio padrao), foram coletados em diferentes dias apoés infeccdo. Os
niveis de anticorpos foram determinados pelo método de ELISA, com o
primeiro anticorpo Ig de rato e conjugado anti-cadeia leve Kappa de Ig
de rato marcado com peroxidase (p>0,05 Teste t Student).
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3.6 - Caracterizacao das subclasses de IgG em camundongos

infectados por Lagochilascaris minor.

Apos fracionamento das subclasses de IgG dos soros de
camundongos infectados em coluna de Proteina A-Sepharose, observou-
se que animais A/J e B1l0.A apresentaram densidades oOpticas
semelhantes, no primeiro pico, indicando producao similar de IgG1. No
entanto, as densidades opticas das fracoes de IgG2a e IgG2b foram
respectivamente 2 e 1,5 vezes maiores em camundongos B10.A, quando
comparadas as DO das mesmas fracoes avaliadas no soro de animais
A/J (Figura 18). Os anticorpos predominantes em ambas linhagens

foram IgG2b.
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Figura 18 - Cromatografia das subclasses de anticorpos IgG séricos
de camundongos A/J e B10.A infectados por Lagochilascaris
minor. “Pool” de soros de camundongos infectados com 2 x 103 ovos de
L. minor das linhagens A/J (®) e B10.A (M) e camundongos controles
A/J (O) e B10.A (LJ) foram utilizados para fracionamento em coluna de
proteina A-Sepharose. As subclasses de IgG foram eluidas de acordo
com o pH do tampao utilizado: tubos de ensaio enumerados de 1 a 5
correspondem ao material eluido do tampao de pH 6,0 contendo IgG1,
tubos enumerados de 6 a 10 correspondem ao material eluido de do
tampao de pH 5,0 contendo IgG2a e os tubos de 11 a 15 correspondem
ao material eluido em pH 3,5 contendo IgG2b.
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DISCUSSAO

A lagochilascariase é uma infeccao ainda pouco compreendida. Os
mecanismos de defesa ativados nos hospedeiros, e de evasao do sistema
imune utilizados por esse helminto sdo ainda obscuros. Com o objetivo
de elucidar a relacdo entre o parasito e o hospedeiro, utilizamos o
modelo experimental de camundongos isogénicos com mesmo haplotipo
H-2, porém com “background” diferente. Avaliamos a infeccdo sob os
parametros: sobrevida, parasitologicos, histopatologicos e sorologicos.

A porcentagem de sobrevida de animais infectados comparados
aos animais nao infectados representa um importante parametro para
avaliar a susceptibilidade e resisténcia a diferentes infeccoes (Singer-
Vermes et al. 1995).

Em nossos experimentos, camundongos machos das linhagens
A/J e B10.A, infectados por via oral com 2000 ovos do parasito,
apresentaram sobrevida de 90% e 33,3%, respectivamente. Quando
analisamos comparativamente estes dados, podemos classificar os
animais experimentalmente infectados por L. minor da linhagens A/J
como resistente e B10.A, susceptivel. Com base nestes resultados
podemos sugerir que os genes do MHC, mais especificamente os genes
que codificam as molaculas do MHC de classe I e II, nao apresentariam
grande interferéncia na susceptilibilidade e resisténcia a infeccéao
experimental, ja que ambas linhagens apresentam o hapléotipo H-22.
Como a linhagem A/J é deficiente do componente C5 do complemento,
pode haver a participacdo deste fator na susceptibilidade a infeccéao
experimental, com facilitacdo da formacao de fragmentos com atividade
inflamatéria, aumento da reacado inflamatoéria e migracao de células
como neutrofilos para o sitio de inflamacao.

Para confirmar a ligacao entre deficiéncia de CS5 e resisténcia a
infeccao experimental, avaliaremos futuramente a infeccao em
camundongos B10.D2n e B10.D2o, por serem estes geneticamente

iguais, mas um C5 deficiente (B10.D20).
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Nao encontramos na literatura indexada trabalhos que utilizaram
animais A/J e B10.A infectados por L. minor, entretanto Freitas (2003)
constatou, que camundongos Balb.xid, considerados resistentes,
infectados por via oral com 2000 ovos do parasito apresentaram apos
um ano de acompanhamento sobrevida de 83,4%. Ja em camundongos
da linhagem Balb/c, considerados susceptiveis ou intermediarios,
submetidos as mesmas condi¢coes de experimentacao, denotou-se
sobrevida de 52,78 %. Nao se observou nestas linhagens diferencas na
taxa de sobrevida de camundongos machos e fémeas.

Padua et al (2005) demonstraram que camundongos C57Bl/6
machos e fémeas infectados sob as mesmas condicoes dos trabalhos
acima citados, apresentaram 30% e 50% de sobrevida, respectivamente.
Estes dados apontam para maior susceptibilidade de camundongos
machos, possivelmente pela influéncia de hormonios (testosterona,
progesterona e estradiol) sobre a resposta imune (Singer-Vermes et al.
1995; Mock & Nacy 1998; Vargas-Villavicencio et al. 2005).

Quanto aos aspectos parasitologicos, em nossos experimentos,
camundongos machos das linhagens A/J e B10.A, submetidos as
condicoes experimentais citadas e sacrificados aos 180 dias de infeccao
apresentaram respectivamente 123 e 147 nodulos encistados na
musculatura e tecido subcutaneo superficiais. Ao analisarmos estes
dados, verificamos uma propensao a presenca de menor numero de
nodulos na linhagem A/J, que pela mortalidade pode ser classificada
como resistente a infeccao experimental por L. minor.

Trabalhos utilizando camundongos A/J e B10.A infectados
experimentalmente por L.minor, nao foram encontrados na literatura
indexada, porém Freitas et al (2003) demonstraram que camundongos
Balb.xid infectados pelo parasito e sacrificados aos 180 dias de infeccao
apresentaram aproximadamente 170 noédulos encistados na
musculatura e tecido subcutaneo superficial, enquanto em
camundongos da linhagem Balb/c encontrou-se aproximadamente 200

nodulos com larvas encistadas. Nao se observou nestas linhagens
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diferencas no numero de noédulos apresentados por camundongos
machos e fémeas.

Padua (2005) demonstrou que camundongos C57Bl/6 infectados
com o parasito e sacrificados aos 180 dias apresentaram 153 e 166,6
nodulos contendo larvas L3, em camundongos machos e fémeas,
respectivamente.

Camundongos Balb.xid sao resistentes a infeccdo experimental
pelo parasito, quando considera-se mortalidade como parametro. Estes
animais apresentaram, entretanto, numero nodulos similar ao descrito
em camundongos CS57Bl/6, que sao considerados intermediarios a
infeccao (utilizando o parametro mortalidade).

Assim, considerando os nossos resultados e da literatura geral
nao podemos inferir que exista maior numero de nodulos em animais
susceptiveis a infeccao experimental por L. minor quando se utiliza a
mortalidade como parametro de susceptibilidade e resisténcia.

Nossos experimentos demonstram que existe um aumento no
comprimento das larvas colhidas em linhagens de camundongos A/J
que é dependente do tempo de infeccao. Larvas colhidas aos 45 dias de
infeccao de camundongos B10.A e A/J apresentaram comprimento de
8,5 mm e 10,2 mm, respectivamente. Estes resultados estao de acordo
com os dados da literatura, que descrevem larvas L3 com comprimento
de aproximadamente 8,9 mm retiradas de ndédulos de camundongos
C57BL/6 infectados (Campos et al. 1992). Baseando-nos nestes dados,
podemos considerar que as larvas colhidas no presente trabalho aos 45
dias apods infeccao correspondem a larvas de terceiro estagio. No
entanto, larvas colhidas de nodulos em camundongos B10.A e A/J, dos
60 aos 120 dias de infeccao apresentaram comprimento de 10mm e de
12 mm, respectivamente. Estas larvas apresentaram comprimento
maior que o relatado na literatura, e membrana trilaminar.

As diferencas dos nossos resultados relativos a L3, os de Freitas
(2003) e Padua (2005), quando comparados aos de Campos et al. (1992)

podem ser devida a época de coleta de material, pois as mensuracoes
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das larvas e sua analise morfologica foram feitas somente aos 45-60
dias apos infeccao nos trabalhos iniciais.

Larvas colhidas aos 210 dias de infeccao de camundongos B10.A
e A/J apresentaram comprimento de 13,2 mm e 13,4 mm,
respectivamente. Estes resultados condizem com a literatura que
descreve L4 apresentando de 8,4 a 13,8 mm, e o parasito adulto
retirado de gatos infectados com 9 a 14 mm, ambos com membrana
trilaminar (Campos et al. 1992).

De fato, Freitas (2003) e Freitas et al (2003) ja haviam
demonstrado fenomeno semelhante, com larvas colhidas do tecido
subcutaneo e muscular superficial medindo aos 180 dias de infeccao,
de 12 a 13mm. Estes trabalhos nao avaliaram a morfologia do material
colhido.

Podemos dizer que os parasitos colhidos até 60-90 dias apods
infeccao por L. minor, embora apresentem comprimento relativamente
maior do que o descrito na literatura correspondem a larvas L3. Ja os
parasitos colhidos apds este periodo, apresentam comprimento e
morfologia de larvas L4.

Nossos resultados demonstram a presenca de nodulos maiores e
purulentos em 10% de camundongos A/J e 60% de camundongos
B10.A infectados e sacrificados apés um ano. Estes nodulos
apresentavam parasitos com comprimento e aspecto tipico de parasitos
adultos.

Alguns autores como Pacd et al. (1994), Freitas (2003) haviam
admitido a possibilidade do aparecimento eventual de parasitos adultos
em camundongos infectados, considerando somente a morfologia e
morfometria para classificacdo. Este fenémeno € verificado também no
ciclo experimental de Lagochilascaris major (Craig et al. 1980).

Padua (2005) demonstrou parasitos com comprimento entre 12-
13 mm, obtidos de nédulos de camundongos C57Bl/6 aos 150-180 dias
de infeccdo. Apods coloracdo com Carmim, verificou-se que estes

apresentavam morfologia de parasitos adultos.
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De fato, a descricao de ciclo auto-infectante de L. minor em
pacientes e gatos infectados, fala: em favor da possibilidade deste ciclo
efetuar-se em um unico hospedeiro, sem necessidade de roedores como
intermediarios; em favor da possibilidade de roedores se comportarem
como hospedeiros definitivos do parasito (Paco et al. 1994; Freitas 2003;
Padua 2005).

Acreditamos que o numero de parasitos adultos detectados em
nosso trabalho € maior devido a: maior tempo de acompanhamento da
infeccao experimental e principalmente a melhor adequacado da
linhagem isogénica B10.A a infeccao.

Ao dosarmos os niveis séricos de IgM dirigida contra o extrato
bruto do parasito, ndo detectamos diferencas significativas entre as
linhagens. O mesmo nao ocorreu com os produtos secretados e
excretados do helminto, pois para este antigeno os camundongos da
linhagem B10.A apresentaram taxas superiores de anticorpos até o 45°
dia de infeccao.

Nao encontramos trabalhos, na literatura indexada, utilizando
estas mesmas linhagens de camundongos na infeccao experimental por
L. minor, porém existem trabalhos utilizando outras linhagens com o
objetivo de estudo do perfil de anticorpos especificos contra os
antigenos deste nematodeo.

Freire-Filha (1997) demonstra que durante a infeccao
experimental com 1000 ovos do parasito, camundongos CS57BL/6
apresentavam altos niveis de IgM no soro contra o EB do parasito
durante todo o periodo avaliado (60 dias de infeccao).

Caldeiras et al. (2005) mostra titulos positivos de IgM para o
antigeno secretado e excretado de L. minor, principalmente aos 15-20
dias apods infeccao e 90 dias apos infeccao, em camundongos C57BL/6
acompanhados por um ano.

Padua et al. (2003) também observaram producao de IgM em
camundongos da linhagem citada acima, infectados com 2000 ovos de

L. minor.
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Freitas (2003) e Freitas et al. (2003), avaliando a infeccao
experimental em camundongos, observaram a auséncia de anticorpos
IgM contra ambos antigenos, até os 210 Dias apoés infeccao, na
linhagem Balb.xid, que € deficiente de Linfocitos B1l. Na linhagem
Balb/c observaram a presenca de anticorpos IgM contra EB a partir do
45° dia, e em maior grau contra o antigeno secretado e excretado.

Em nosso trabalho camundongos A/J produziram niveis mais
altos de anticorpos IgG contra o extrato bruto do parasito, a partir do
60° dia de infeccao, ao serem comparados com camundongos B10.A.
Porém, nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas
na producdao de IgG contra o antigeno de produtos secretados e
excretados do parasito, observando uma producao crescente de acordo
com a progressao da infeccao em ambas linhagens.

Freire-Filha (1997) nao detectou niveis significativos de IgG contra
o extrato bruto em camundongos C57BL/6 durante os 60 dias de
infeccao avaliados e sugere que a reacao granulomatosa retém as larvas
impedindo estas de eliminarem seus produtos metabodlicos e assim de
estimularem a producao de anticorpos, apud Matsumara et al. (1982).
Senna Junior (2002) porém, demonstra a presenca de proteinas nos
extrato bruto do parasito que sao reconhecidas por anticorpos IgG na
reacao de “Immunoblot”.

Caldeiras et al. (2005) detectaram dois picos de producao de IgG
dirigidos aos antigenos secretados e excretados no soro de
camundongos C57BL/6, o primeiro pico aos 90-120 dias de infeccao e o
segundo em torno de 250 dia de infeccao, mas apesar de utilizarem 5
animais por ponto avaliado, a analise estatistica nao € mostrada
(Caldeira 2005). Padua et al. (2003) também detectaram niveis positivos
de IgG em camundongos da mesma linhagem infectados com 2000 ovos
de L. minor.

Freitas (2003) detectou titulos mais altos de IgG especificos

contra EB e produtos SE do parasito nos soros de camundongos Balb/c
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a partir dos 90 dias de infeccao com L. minor, quando comparados aos
titulos encontrados em camundongos Balb.xid.

A discrepancia destes resultados pode ser devida a: numero de
ovos utilizados para infeccao; preparacao do material inoculado; tempo
de acompanhamento de infeccao experimental; preparo e concentracao
do antigeno utilizado; tempo para coleta dos parasitos de camundongos;
utilizacao de antigenos sonicados ou nao; e coleta do antigeno na
presenca ou auséncia de inibidores de proteases. E importante
considerar aqui, que os resultados de Freitas (2003), Freitas et al.
(2003) e Padua et al (2003) sdao comparaveis porque os experimentos
foram feitos de maneira pareada, obedeceram a mesma padronizacao
(in6culo, tempo de infeccao e coleta do material) e as reacoes de ELISA
foram efetuadas ao mesmo tempo, em uma Unica placa, considerando-
se a dosagem de cada classe de anticorpo.

Nao podemos atribuir a producao de anticorpos um perfil
correspondente a resisténcia e/ou susceptibilidade dos camundongos
em relacao a infeccao por L. minor.

Observamos que camundongos A/J, que apresentaram maior
taxa de sobrevivéncia e maior resisténcia, ndo apresentaram um perfil
sorologico de IgM tao diferente de camundongos B10.A e C57BL/6
quanto o esperado. O perfil sorolégico de A/J também néao € similar ao
perfil sorolégico de animais Balb.xid, considerados resistentes. E
importante considerar que camundongos Balb.xid apresentam uma
imunodeficiéncia ligada ao cromossomo X, que leva a baixa presenca de
linfécitos B1 (produtores de IL-10) e a uma hiper-producao de IFN-y
neste modelo, direcionando a resposta em qualquer infeccdo para T
auxiliar do tipo 1 (Minoprio et al. 1993). Ressaltamos que o padrao de
resposta imune humoral é influenciado pelo tipo de resposta imune
celular (Th1, Th2 e etc).

Ja, em camundongos A/J temos um perfil sorolégico de IgG
diferente de camundongos B10.A e C57BL/6, quando se utiliza extrato

bruto de larvas como antigeno. Uma apreciacao mais detalhada da
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sorologia com anticorpos IgG deve ser considerada futuramente,
variando-se fracoes purificadas de antigenos e soros de animais com
diferentes inoculos de infeccao.

A avaliacado da producao de anticorpos IgA contra o extrato bruto
demonstrou que camundongos A/J apresentaram niveis maiores dos 90
aos 120 dias apos infeccao, e ao avaliarmos os niveis de anticorpos IgA
contra produtos secretados e excretados observamos que camundongos
B10.A apresentam uma propensao a produzir estes anticorpos no inicio
da infeccdo, enquanto que animais A/J os produzem mais tardiamente
(120 dias apo6s infeccao).

Caldeiras et al (2005) detectaram IgA contra produtos secretados
e excretados principalmente aos 45 dias em camundongos CS57BL/6
infectados experimentalmente por L. minor. O mesmo foi observado por
Padua et al. (2003), que demonstrou que estes animais apresentavam a
producao de IgA contra o extrato bruto em niveis decrescentes de
acordo com o decorrer da infeccao.

Camundongos Balb.xid e Balb/c também apresentam producao
de IgA, ressaltando que, camundongos Balb/c produzem altos titulos de
IgA sérico contra produtos secretados e excretados aos 180 e 210 dias
apos infeccao. (Freitas 2003).

A IgA é mais abundante nas mucosas interagindo e neutralizando
toxinas e outros produtos secretados por patogenos e também se
ligando diretamente a ele impedindo sua adesado no tecido. Por evitar
uma reacao inflamatoria este anticorpo € considerado nao-inflamatorio.
Todavia, ao ligar ao antigeno ainda no soro a IgA pode induzir a
resposta inflamatéria quando o complexo € fagocitado por células
CD89* (Egmond et al. 2001).

Ao determinarmos os niveis de anticorpos IgE nos soros de
camundongos A/J e B10.A observamos que as densidades opticas dos
soros de camundongos infectados e controles foram similares para
ambos antigenos, demonstrando a baixa producao destes anticorpos na

infeccao por L. minor.
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Confirmando nossos resultados, Padua et al (2003) encontram
baixos niveis de IgE contra extrato bruto em camundongos da linhagem
C57BL/6.

Freitas et al (2003) também demonstram niveis inferiores de IgE
contra os antigenos do extrato bruto e produtos do secretado e
excretado do parasito no soro de camundongos Balb.xid e Balb/c, em
relacao a producao de anticorpos de outras classes.

Estes dados nao condizem com os de varios autores, os quais,
relatam que na maioria das helmintiases as respostas imunes sao
mediadas por Linfocitos Th2, juntamente com a producao de IgE e
ativacao de eosinofilos, resultando na destruicdo do helminto e
consequientemente tornando o hospedeiro resistente a infeccao (Behm &
Ovington 2000; Allen & Maizels 1997; Brunet et al. 1998).

De fato, a padronizacao da dosagem de anticorpos IgE é bastante
dificil, tanto em humanos como em modelos experimentais. Como os
anticorpos IgE estdo presentes em baixissimos niveis no soro, mesmo
apos infeccao, os anticorpos IgM, IgG e mesmo IgA que aparecem em
maior abundancia podem reagir preferencialmente com o antigeno,
impedindo a reagcao com os anticorpos IgE, por competicao.

As subclasses de anticorpos IgG estao intimamente relacionadas
a polarizacao da resposta imune. Em camundongos, a producao de
IgG1, IgG2b esta relacionada a resposta tipo Th2, enquanto que 1gG2a
esta associada a resposta imune do tipo Thl (Hochreiter et al. 2003;
Rodriguez-Sosa et al. 2002).

Em nosso trabalho observamos que os niveis de IgG1 (policlonal)
foram semelhantes nas duas linhagens avaliadas. Porém os niveis de
IgG2a e IgG2b foram 2 e 1,5 vezes maiores em camundongos B10.A em
relacao aos camundongos A/J, predominando IgG2b em ambas
linhagens.

Freitas (2003) demonstrou que na infeccao experimental por L.
minor, animais Balb/c apresentavam a predominancia de IgG1 e niveis

decrescentes de IgG2a e IgG2b, enquanto que em animais Balb.xid
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IgG2a foi predominante, com menor quantidade de IgG1 e auséncia de
IgG2b.

As subclasses e isotipos das imunoglobulinas sdao produzidas de
acordo com o tipo de resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro.
Respostas Thl promovem respostas imunes mediadas por células
fagociticas produzindo citocinas T1 (IFN-y, IL-2), levando a producao de
IgG (IgG2a/IgG2b) que aumentam a opsonizacdo. Respostas Th2
promovem respostas inflamatorias mediadas por eosinodfilo e regulam
respostas Thl pela producao de citocinas T2 (IL-4, IL-5, IL-13, etc) e a
producao de anticorpos IgG1l/IgE (Jyonouchi et al. 2000). Células T3
produtaras preferenciais de TGF-beta, regulam negativamente as
respostas inflamatorias, Tal e Ta2, e positivamente a producao de IgA
(Jyonouchi et al. 2000).

Zakroff et al. (1989) determinaram que em camundongos
infectados por Nippostrongylus brasiliensis, Mesocestoides corti, Taenia
crassiceps e Trichinella spiralis havia um aumento dos niveis de IgE,
IgG1 e IgM e uma reducao dos niveis de 1gG2a, enquanto que os niveis
de IgA, IgG2b e IgG3 nao sofriam alteracao. No entanto, a infeccédo
subcutanea por T. crassiceps induziu niveis de IgG2a mais altos que
IgG1.

Camundongos Balb/c STAT6 “knokouts” fazem preferencialmente
resposta do tipo Thl, pela deficiéncia de STAT6 e consequente
deficiéncia de sinalizacdao de IL-4 e IL-13 para diferenciacdo de Th2,
desenvolvendo uma resposta imune protetora do tipo Thl com
producao de altos niveis de IgG2a e baixos niveis de IgGl e IgE na
infeccao por Nippostrongylus brasiliensis (Liwski & Lee 1999) e por
Taenia crassiceps (Rodriguez-Sosa et al. 2002).

Em camundongos, reacoes anafilaticas podem ser induzidas nao
s6 por IgE, mas também imunocomplexos formados por IgGl e os
linfocitos B produtores destes anticorpos sao estimulados por IL-4.
IgG2a, associado a resposta Thl pode inibir diretamente a

desgranulacao de mastocitos e basofilos (Hochreiter et al. 2003).
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Na histopatologia de pulmodes de camundongos infectados
observamos inflamacao cronica granulomatosa que acentuava com o
decorrer da infeccao em ambas linhagens, muito embora, camundongos
B10.A tenham apresentado uma inflamacao mais intensa que animais
A/J. Necrose do tipo caseosa foi detectada apenas em camundongos
B10.A aos 90 dias apos infeccao. Deposicao de colageno também foi
demonstrado nas duas linhagens. As células inflamatorias presentes no
pulmado sao predominantemente mononucleares com = raros
polimorfonucleares.

De fato, a IgA produzida pelos animais infectados da linhagem
A/J, aponta para a possivel producao de TGF-beta, com tendéncia a
modulacao da reacao inflamatoria.

O baco e os linfonodos dos camundongos infectados de ambas
linhagens apresentaram-se reacionais a infeccao. O figado apresenta
inflamacao cronica nao granulomatosa discreta com hiperemia e
hepatocitos reacionais em camundongos A/J e B10.A.

Nao foram encontrados na literatura indexada trabalhos
abordando os aspectos anatomopatologicos dos tecidos de
camundongos A/J e B10.A infectados por L. minor. No entanto,
Seremene et al. 2004 observaram as alteracoes macroscopicas e
microscopicas dos tecidos de camundongos C57BL/6, infectados com
103 a 3 x 103 ovos infectantes de L. minor, durante 120 dias de infeccao.
Larvas L3 foram encontradas nos pulmoes apos 24 horas de inoculacao
com o0s seguintes processos patologicos: inflamacao cronica
granulomatosa a partir do 13° DAI, morte celular por necrose aos 61
DAI, fibrose ao redor do granuloma, perivasculite e vasculite que
intensificavam com o decorrer da infeccao. O infiltrado inflamatério do
tecido apresentava leucocitos polimorfonucleares com a presenca de
eosinofilos, mais tardiamente o infiltrado inflamatério foi classificado de
misto por apresentar mononucleares e polimorfonucleares. No figado
destes animais foram visualizados os processos patologicos de

inflamacao aguda, inflamacao cronica granulomatosa, fendémenos
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degenerativos como alteracao hidropico-vacuolar, alteracao gordurosa
microgoticular e morte células como necrose de hepatocitos entre 6 e 24
horas apds a inoculacdo, o infiltrado inflamatério apresentou as
mesmas caracteristicas. O baco dos camundongos infectados
apresentou hiperplasia linféide, demonstrando o centro germinativo
amplificado. Outros tecidos como rins, pancreas, musculo esquelético,
coracao e tecido adiposo foram analisados e demonstraram os mesmos
processos patologicos citados. Segundo estes autores, a resposta
inflamatéria cronica nao elimina o parasito, pois a larva persiste e
cresce dentro dos granulomas. Eles também sugerem que a migracao
deste parasito € feita pelo sistema porta e grande circulacao devido a
presenca da larva L3 na veia porta, pancreas, rins, tecido subcutaneo e
musculatura esquelética.

Freitas (2003) observou a presenca de granulomas formados por
células epitelidides, linfocitos, poucos neutrofilos e poucos plasmocitos,
envolvendo larvas de L. minor em camundongos Balb.xid e Balb/c.
Segundo este autor camundongos mais resistentes a infeccao
apresentaram menor intensidade do infiltrado inflamatério nos
pulmoes, contendo menor numero de linfocitos e plasmocitos quando
comparado com Balb/c.

De acordo com nossos resultados, os padroes mais adequados
para avaliar susceptibilidade e resisténcia a infeccao por L. minor sao as
lesdes pulmonares e principalmente a porcentagem de sobrevida. Pois
em relacdo ao numero de nodulos subcutaneos e musculares
superficiais, tamanho das larvas encistadas, sorologia e lesoes
anatomopatologicas de figado, baco e linfonodos nao ha diferencas
significativas entre as linhagens de camundongos resistentes e

susceptiveis a lagochilascariase.
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CONCLUSOES

1. Animais A/J apresentaram maior sobrevida que animais B10.A
na lagochilascariase experimental murina.

2. Camundongos A/J apresentaram maior numero de nodulos que
camundongos B10.A no inicio da infeccao por L. minor e menor
numero de nédulos na fase final de infeccao.

3. Larvas de L.minor retiradas de camundongos A/J aos 60 DAI e
aos 90 DAI foram maiores que as larvas retiradas de
camundongos B10.A.

4. Larvas de L.minor retiradas de camundongos A/J e B10.A apos
60 DAI podem ser classificadas como L4.

5. Camundongos B10.A apresentaram maior numero de parasitos
adultos que camundongos A/J, comportando-se como hospedeiro
definitivo experimental mais adequado.

6. Os niveis de IgM séricos especificos contra os produtos do SE e
EB da larva de L. minor se igualaram nas linhagens durante a
infeccao experimental

7. Os niveis de IgG sérico anti-produtos secretados e excretados (SE)
e anti-extrato bruto (EB) foram crescentes durante a infeccéao
experimental por L. minor em ambas linhagens de camundongos,
entretanto, os niveis de IgG sérico anti-EB em camundongos A/J

foram maiores que em camundongos B10A.
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8. Camundongos B10.A apresentaram alta producao de IgA somente
contra SE na infeccao experimental por L. minor na fase inicial de
infeccao.

9. Camundongos A/J apresentaram alta producao de IgA na fase
final de infeccao, contra ambos antigenos .

10. Baixos niveis de IgE sérico foram detectados contra produtos
secretados e excretados (SE) e contra produtos do extrato bruto
(EB) de L.minor.

11. Camundongos B10.A infectados apresentaram maiores niveis de
IgG2a e IgG2b total que camundongos A/J.

12. A intensidade da inflamacao foi menor nos 6rgaos analisados de

camundongos A/J considerados resistentes a infeccao por L.minor.
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