UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO"

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Efeito de mdltiplas infecgoes com Strongyloides venezuelensis no

desenvolvimento da encefalite autoimune experimental

David Bui Van

Orientadora: Profa. Dra. Alexandrina Sartori

Co-orientadora: Fernanda Chiuso Minicucci

Botucatu - SP

2009




David Bui Van

Efeito de mdltiplas infecgdes com Strongyloides venezuelensis no

desenvolvimento da encefalite autoimune experimental

Monografia apresentada ao
Instituto de Biociéncias de
Botucatu - UNESP, como
exigéncia parcial para a
obtenc¢do do titulo de Bacharel
em Ciéncias Bioldgicas

Orientadora: Profa. Dra. Alexandrina Sartori

Co-orientadora: Fernanda Chiuso Minicucci

Botucatu - SP

2009



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO
DA INFORMACAO.
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: SELMA MARIA DE JESUS
Bui Van, David.

Efeito de multiplas infecgdes com Strongyloides venezuelensis no

desenvolvimento da encefalite autoimune experimental / David Bui Van. —
Botucatu : [s.n.], 2009.

Trabalho de conclusdo (bacharelado — Ciéncias Bioldgicas) — Universidade
Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Botucatu, 2009
Orientadora: Alexandrina Sartori

Co-orientadora: Fernanda Chiuso Minicucci

1. Encefalite - Aspectos imunolédgicos - Estudos experimentais

Palavras-chave: Encefalite autoimune experimental; Esclerose multipla; Hipo-
tese da higiene; Ratos Lewis; Strongyloides venezuelensis




Dedicatoria

A Minha Familia e Amigos.

(Que promovem de fato a mudanga que queremos para o mundo, em
especial o meu.)



Agradecimentos

Por mais atencioso que se possa ser ao realizar um agradecimento, fatalmente estaremos fadados ao
status de ingrato. Seria necessdria uma tese apenas para agradecer a todos aqueles que de alguma forma
contribuiram para a realizagdo desse trabalho e até para aqueles que ndo tiveram relacdo alguma com o
mesmo, mas que me permitiram estar aqui tentando homenaged-los. No entanto, a vida por vezes é injusta e
ndo é sempre que temos a oportunidade de dizer um simples obrigado. Sendo assim, o titulo desse capitulo
deveria ser “alguns agradecimentos” ou até “tentativa de agradecimento”. Tentarei entdo realizar essa
obsequiosa tarefa na esperanga de que aqueles ndo contemplados perdoem a minha mediocre memoria.

Nesse interim, vamos entdo a uma humilde gratiddo.

Primeiramente, agradeco a Deus. Nada disso seria possivel sem a Sua vontade. Que a f¢ no Criador
continue nos inspirando na busca por um mundo muito mais soliddrio e justo.

Gostaria de agradecer ao apoio e dedicacdo de minha tutora, Alexandrina Sartori, inspiragdo
fundamental nessa longa caminhada académica pela qual estou passando. Foi quem me iluminou esse mundo
vasto e por vezes complexo que é a imunologia. Sem os seus intensos esforcos no auxilio desse projeto, nada
teria sido posstvel. Aqui a minha eterna gratiddo.

A Fernanda, pelos seus imensos esforcos ao me auxiliar nas mais diversas atividades laboratoriais.
Pela sua infinita paciéncia ao me transmitir seus conhecimentos. Por ter me mostrado que a vida é muito
mais do que apenas acertos, mas também é cheia de “perlatices”. Fer, sou grato por tudo que vocé me
ensinou.

Aos meus ilustrissimos companheiros de laboratério Sofia, Fernanda, Thais, Larissa (Dutra)
Larissa (AKi) e Panda. Esse ano com vocés me ensinou que estar inserido num ambiente de trabalho nos dd
muitos mais do que colegas de trabalho, mas sim amigos que podemos contar para todas as horas. Obrigado
pelas iniimeras horas de risos e conversas que pude vivenciar ao longo do ano. Sou grato a todos vocés.

A todo o pessoal do departamento de Microbiologia/Imunologia. Aos funciondrios, professores e
alunos dos laboratérios vizinhos que, por vezes, melhoraram nossos dias seja com uma boa conversa ou com
um singelo sorriso.

Aos parceiros Luis e “Lula’. Agradeco ndo somente pela imensa ajuda, mas pela amizade sincera.
Por nossas conversas sobre os mais variados temas, sempre terminando com um tom cémico.

A minka turma, Bio-XLI, vulgo “Giseli”. Desnecessdrio seria dizer que com esse pessoal passei os
melhores momentos de minha vida. Agradeco a todos vocés pelos conselhos, conversas e gargalhadas que
demos nesses 1ltimos cinco anos. Sou grato a vocés, que muito mais do que colkgas, se tornaram meus irmaos

e irmds, e como tais, jamais serdo esquecidos.



Aos iniimeros parceiros que encontrei durante essa longa caminhada, aos eternos amigos e ds pessoas
que muitas vezes ndo percebem o verdadeiro valor que damos a elas, aqui também vai a minha gratiddo.

A FAPES®, por nos ter fornecido auxilio financeiro (Processo: 2009/50747-0).

Por fim, gostaria de agradecer a minha familia. Deixei-os por iltimo por acreditar que assim estaria
encerrando essa se¢do com “chave-de-ouro”. A meus pais, André e Célia, por seu infinito amor e compreensdo
a um filho que ainda estd por aprender muito sobre a vida. A minha irmd Clarisse, que me ensina a cada dia
como ¢ ser uma pessoa de cardter. Aos meus parentes, cuja dedicacdo pelo bem maior de toda a familia nos
inspira a cada dia.

E a vocé, caro leitor, minha eterna gratiddo.



"4 ignordncia gera confiangca com mais
frequéncia do que o conhecimento: sdo
aqueles que sabem pouco, e ndo aqueles que
sabem muito, que tdo positivamente
afirmam que esse ou aquele problema
Jamais serd resolvido pela ciéncia.”

Charles Darwin



RESUMO

A esclerose multipla ¢ uma doenga desmielinizante do sistema nervoso central (SNC),
considerada a principal causa de incapacidade neuroldgica em adultos jovens e estd associada
a substanciais custos econdmicos, pessoais e sociais. Como ndo existe cura para a doenca,
estratégias profilaticas e/ou terapéuticas sdo necessarias. A encefalite autoimune experimental
(EAE) em ratos Lewis ¢ considerada um modelo adequado para a investigacdo destas
estratégias. Nos ultimos anos observou-se um aumento na incidéncia de doengas autoimunes e
alérgicas em paises desenvolvidos. A Hipotese da Higiene propde que o contato com
determinados antigenos ambientais (helmintos, micobactérias e lactobacilos) pode diminuir
ou até¢ impedir as manifestagdes clinicas dessas doengas. Neste contexto, o objetivo desta
investigagdo foi avaliar o efeito de multiplas infecgdes prévias com Strongyloides
venezuelensis no desenvolvimento (caracteristicas clinicas, imunoldgicas ¢ histopatologicas)
da EAE em ratos Lewis. Foram entdo realizadas quatro infec¢des com 4000 L3 em ratos
Lewis fémeas, utilizando-se a via subcutanea. Cerca de quinze dias ap0s a ultima infecc¢ao, foi
realizada a indu¢do da EAE por imunizagdo com proteina basica de mielina associada ao
adjuvante completo de Freund contendo Mycobacterium butyricum. Vinte dias apos a indugdo
da doenca, os animais foram submetidos a eutandsia e avaliados quanto ao peso, escore
clinico da doenga, quantifica¢ao de anticorpos anti-mielina ¢ anti- S. venezuelensis ¢ dosagens
de citocinas (IFN- y, TNF-a e IL-10). Foi realizada ainda uma analise histopatologica de
diferentes regides do SNC (cérebro, medula cervical, toracica e lombar).

O protocolo de multiplas infec¢des determinou elevada produgdo de anticorpos IgGl
especificos, sugerindo o estabelecimento de um padrao Th2. Considerando os varios
indicadores de intensidade da EAE, a estratégia de multiplas infec¢des ndo impediu o pleno
desenvolvimento desta patologia.

Projetos futuros empregando modelos alternativos de EAE e outras espécies de

helmintos poderdao complementar esta abordagem preliminar.

Palavras Chave: Esclerose Multipla, Strongyloides venezuelensis, Encefalite Autoimune

Experimental, Hipotese da Higiene, Ratos Lewis, Imunorregulacdo e Autoimunidade.
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Introdugdo

1. Introducgao

1.1 Esclerose Multipla

A Esclerose Multipla (EM) ¢ uma doenca inflamatoria que afeta o Sistema Nervoso
Central (SNC), caracterizada por inflamagdes multicéntricas e destruicdo da mielina (Trapp et
al., 1998). No SNC, os axonios sdo revestidos por uma bainha composta de mielina produzida
por células especializadas chamadas oligodendrocitos. Na EM, ocorre uma deterioragdo
continua dessa camada de mielina o que pode acarretar numa diminui¢do ou perda da funcao
neuronal.  Sintomas como paralisia, perturbagdes sensoriais, falta de coordenagcdo e
deficiéncia visual sdo caracteristicas comuns da doenga (Conlon et al., 1999). Podem ocorrer
episodios de recuperacao total, seguindo-se de recidivas, entrando entdo num periodo cronico
progressivo (Conlon et al., 1999; Compston, 2004). Além disso, especula-se que a EM possui
duas fases, sendo uma primeira de inflamacdo seguida por outra caracterizada por
degeneragdo (Dyment et al., 2004) e mediada por um padrdo de resposta imune do tipo Thl
(Sospedra e Martin, 2005). Além disso, foi descrito recentemente que uma nova populagao de
células de defesa chamada Thl17 desempenha importante papel na patogénese da doenga
(Aranami e Yamamura, 2008). As caracteristicas histologicas da doenga sdo a formacao de
placas e de infiltrado celular (macrofagos e células T) ao longo do tecido nervoso (cérebro e
medula) culminando com a destruigdo da bainha de mielina (Luchinetti et al.,2000).

Apesar dos intensos estudos na darea, as causas e fatores que contribuem para a
heterogeneidade da EM ainda sao desconhecidos (Wingerchuk et al., 2001). Todavia,
descobertas epidemiologicas tém sustentado hipdteses de influéncias ambientais e genéticas
na suscetibilidade ¢ decurso da doenga (Wingerchuk et al., 2001). A Hipdtese da Higiene sera
abordada posteriormente.

Esta ¢ uma doenga que tem apresentado custos pessoais, sociais € economicos substanciais
(Imitola et al., 2005). O numero global de pacientes afetados chega a 2,5 milhdes (Compston,

2006), o que incentiva o aumento de estudos com relagc@o a essa patologia (Figura 1).
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Introdugdo

Figura 1- Distribuicdo Mundial da Esclerose Multipla. Notar a maior incidéncia da doenga nos
paises desenvolvidos em relagdo aos paises restantes, em especial da América Latina, Africa e

Asia. Disponivel em: http:/library.med.utah.edu/kw/ms/mml/ms_worldmap.html

1.2 Encefalite Autoimune Experimental

A encefalite autoimune experimental (EAE) ¢, como o nome sugere, um modelo de EM.
Esta doenca experimental ¢ induzida por inoculagdo de antigenos derivados de mielina
(myelin basic protein — MBP, proteolipid protein - PLP, myelin oligodendrocyte glycoprotein
- MOG) associadas ao Adjuvante Completo de Freund (ACF). Alternativamente, pode
também ser desencadeada pela transferéncia adotiva de células T especificas para mielina
(Namer et al., 1998). Assim como a EM, a EAE ¢é uma doenga neurodegenerativa mediada
por um padrao Thl de resposta na qual linfécitos ativados contra neuroantigenos infiltram-se
no SNC mediando o desenvolvimento de lesdes inflamatorias, podendo ainda causar
desmielizagdo de axOnios e paralisia progressiva (Becher et al., 2002). Ela é mediada por
células do tipo CD4" especificas para antigenos do SNC (Zamvil e Steinman, 1990). Nos
ultimos 30 anos, a EAE em ratos e camundongos tem sido exaustivamente utilizada para
investigar a patogénese da EM (Swamborg, 1995).

No caso especifico dos ratos Lewis esta doenga experimental caracteriza-se por ser uma

doenca aguda e monofiasica, cuja recuperacdo ocotre espontaneamente.
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Este modelo experimental de EM em ratos Lewis tem sido utilizado em nosso laboratério
para investigar o potencial profilatico de algumas formula¢des no desenvolvimento desta

patologia.

1.3 Género Strongyloides: Ciclo Biolégico, infeccdes e resposta imune

O Filo Nematoda ¢ um grupo taxondmico que engloba os vermes cilindricos. Estio
inseridos nesse grupo os vermes do Género Strongyloides. Esse género é composto por varias
espécies, sendo que varias delas causam a doenga denominada estrongiloidiase, que acomete
diversos tipos de hospedeiros.  Atualmente, cerca de trinta milhdes de pessoas estdo
infectadas em setenta paises (Siddiqui e Berk, 2001), sendo que a espécie infectante em
humanos ¢ o Strongyloides stercoralis.

O ciclo de vida do Strongyloides pode compreender tanto estagios de vida livre quanto
parasitario (Keiser ¢ Nutman, 2004). As fémeas adultas podem parasitar o intestino humano
liberando ovos na mucosa intestinal por partenogenia dos quais eclodem larvas rabditiformes
que sdo liberadas nas fezes. Dependendo das condicdes ambientais, provavelmente
temperatura ¢ umidade, as larvas podem evoluir para formas de vida livre adulta ou
parasitaria. SO nas formas de vida livre ¢ que ocorre a reproducao sexual (Neva, 1986). Ja no
estagio parasitario, sdo formadas fémeas filaridides (L3). Essas larvas acabam infectando o
hospedeiro por via subcutanea. Apds a penetracdo, essas migram até o intestino delgado,
passando por um estagio no pulmao. Nessa via, o parasita entra na corrente sanguinea sendo
levado até os pulmdes, chegando a darvore traqueobronquica e entrando no trato
gastrointestinal (Keiser ¢ Nutman, 2004). Pode haver ainda auto-infec¢ao através do epitélio
intestinal, completando o ciclo.

A espécie Strongyloides venezuelensis é um parasita original de Rattus norvergicus (Nakai
e Amarante, 2001). Esse verme tem sido amplamente utilizado como modelo para diversos
estudos que vao desde pesquisas sobre biologia, imunologia, morfologia, caracteristicas
bioquimicas, mecanismos de expulsao e atividade anti-helmintica (Matsuda et. al., 2003).
Estudos mostraram que esses hospedeiros conseguem expulsar os nematodeos, geralmente
num periodo de até cinco semanas (Silveira et al., 2002).

Infeccdes helminticas caracterizam-se por inducdo de respostas celulares tipo Th2, as
quais geralmente resultam em eosinofilia, hiperplasia de células caliciformes e mastocitos da

mucosa ¢ producdo de anticorpos ndo-fixadores de complemento (Gause et al., 2003). Neste
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caso predomina a producdo de IgGl, IgG4 e IgE, tipicamente mediada pelo efeito da IL-4
(Loukas e Prociv, 2001) além de IL-13, IL-5, IL-3 ¢ IL-10 (Silveira et. al., 2002).

Os mastocitos sdo células extremamente importantes no processo de defesa contra
parasitas, podendo interagir com os mesmos na regido de mucosa ¢ submucosa (Niborski et
al., 2004). Tais células carregam diversos granulos com histamina, heparina, proteases ¢
secretam ainda citocinas como IL-4 e IL-5, além de leucotrienos e quimiocinas. A ativacao
classica de tais células da-se pela ligagdo do anticorpo IgE com o mastdcito, via FceR (De
Veer et al., 2007). Entretanto, estudos recentes indicam que a ativagao e degranulacdo dos
mastocitos podem ocorrer de forma direta por interagdo com antigenos helminticos (Niborski
et al., 2004).

Os eosinofilos, por sua vez, sdo descritos como o componente mais importante da resposta
imune contra infec¢des por helmintos (Korenaga et al., 1991). Essas células contém granulos
carregados de proteinas cationicas e podem liberar varias citocinas tais como I1L-2, IL-4, IL-5,
IL-10, IL-12, IL-13, IL-16, IL-18 e TGF o/p (Rothenberg e Hogan, 2006), quimiocinas e
mediadores lipidicos, sendo, portanto potentes células efetoras (De Veer et al., 2007). Com a
liberagdo dessas moléculas, ha geracdo de efeitos pro — inflamatorios, incluindo indugao de
moléculas de adesdo, modulagdo do trafego celular, ativagao e regulagao da permeabilidade
vascular, secrecao de muco e constricdo suave da musculatura (Rothenberg & Hogan, 2006).

Ultimamente tem aumentado o interesse no entendimento da relacdo entre helmintos e a
resposta imune de seus hospedeiros. Isto tem ocorrido principalmente porque estas infecgdes

tém o potencial de modular imunologicamente quadros alérgicos e de autoimunidade (Helmby

e Bickle, 2006).

1.4 Hipotese da Higiene: Efeito imunomodulador das infec¢oes helminticas e incidéncia

da EM/EAE

Em 1989 o pesquisador David Strachan publicou o que viria a ser conhecido
coloquialmente como a Hipdtese da Higiene. Em seu artigo intitulado “Hay Fever, Hygiene,
and Household size”, Strachan observou que criangas de familias mais numerosas tinham uma
incidéncia menor de reacdes alérgicas, como “febre do feno” e eczema, do que aquelas de
familias menos numerosas (de apenas um filho). Ele propds que infec¢des por certos agentes,
geradas pelo contato entre os irmdos ou no periodo pré-natal pela mae infectada, podiam gerar

protecao as alergias.
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Atualmente, essa hipotese vem sendo amplamente verificada e, gragas a diversos estudos,
expandida para novos modelos de infeccdo como bactérias e outros microorganismos (Rook e
Brunet, 2005). Além disso, novos parametros como idade, condigdes sanitarias e
polimorfismo genético tém contribuido para reforcar esta hipotese (Bufford e Gern, 2005).

Segundo a Hipodtese da Higiene, individuos submetidos a condi¢des sanitarias mais
precarias, o que pode estar associado a outros fatores ambientais como polui¢do
(Yazdanbakhsh et al., 2002), tém uma incidéncia de doengas alérgicas ¢ auto-imunes menor
do que aqueles inseridos numa condicdo “germ-free” (Yazdanbakhsh e Matricardi, 2004;
Wilson e Maizels, 2004) . Algumas observagdes corroboram com essa idéia. Em paises
desenvolvidos, alergias sdo consideradas pandemias e quase metade da populagdo sofre com
atopia, asma ou outros quadros alérgicos. Além disso, ha incidéncia de outras doengas como
diabetes dependente de insulina, doencas inflamatorias intestinais, doengas de tecidos
conectivos e esclerose multipla. Ja nos paises em desenvolvimento, a incidéncia de alergias e
doencgas autoimunes ¢ mais baixa (Fleming e Fabry, 2007).

A Hipdtese da Higiene propde uma possivel explicagdo para a presenca ou nao dessas
doencas entre os paises com diferentes condi¢cdes socioecondmicas. Segundo esta hipotese, a
ocorréncia de varias infecgdes em paises em desenvolvimento, devido a falta de saneamento,
vacinagao e uso de antibioticos durante as diferentes fases da vida (infancia principalmente)
pode modular o sistema imune de forma que este pode montar redes regulatorias potentes que
podem ser a chave para o controle das doengas alérgicas (Yazdanbakhsh et al., 2002).

Evidéncias recentes tém demonstrado o papel desempenhado pelas Tregs nas alergias e
respostas auto-imunes. Estudos epidemiologicos e imunoldgicos vém reforcando a
plausibilidade desta teoria e um dos aspectos mais proeminentes desta area ¢ justamente a

possibilidade de se modular a atividade destas células reguladoras (Figura 2).
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Figura 2 — Modulag@o do sistema imune pela interagdo com antigenos ambientais.
Rook et al., 2004. (Modificado)

Nesse sentido, tem sido constatada a deficiéncia na atividade destas células em casos de
alergia e autoimunidade (Randolph e Fathman, 2006). Ainda mais interessante € promissor ¢ a
observacdo, em modelos experimentais, de que a exposicdo a determinados agentes
infecciosos ou produtos derivados dos mesmos, induz células Tregs com capacidade de
regular processos inflamatoérios, incluindo doengas autoimunes (Kitagaki et al.,2006; Fallon e
Alcami, 2006). Pelo menos dois tipos de células T reguladoras estdo envolvidos, as Tregs
“naturais” e as “adaptativas”. Tem sido sugerido que as Tregs naturais sdo responsaveis pela
manutencdo da auto-tolerancia enquanto as adaptativas limitam as respostas imunes em
andamento (Helmby e Bickle, 2006).

A relagdo entre helmintos e doengas autoimunes tem sido estudada dado o possivel efeito
modulador que estes parasitas teriam na resposta imune. Por exemplo, varios estudos foram
conduzidos relacionando a infec¢do por helmintos como Schistosoma em quadros de EM ou
seu modelo experimental de encefalite (Sewell et al, 2003; La Flamme et al., 2003). Nesses
trabalhos foi constatada uma correlagdo inversa entre a infec¢do com esse verme e o quadro
clinico da doenca. Além disso, foi observado que modelos como ratos e camundongos
mantidos sob condi¢des germ-free tem desenvolvido quadros mais graves de EAE (Zorzella et

al., 2007).

Apesar de varias evidéncias corroborarem com a Hipdtese da Higiene, alguns aspectos

ainda ndo estdo claros. Primeiramente, o declinio das doengas infecciosas, gracas ao uso de
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Introdugdo

antibidticos, melhoria nos cuidados da casa e melhor tratamento de 4gua, ocorreu muitos anos
antes das epidemias de doengas autoimunes Th1/Th2. Existem algumas criticas quanto aos
mecanismos de regulacdo propostos pela Hipdtese da Higiene na autoimunidade. Por
exemplo, no caso da EM alguns autores tém apontado que estudos sobre a incidéncia
diferencial dessa doenga entre os paises com diferentes condigdes sdcio-econdmicas sao
altamente questionaveis pelas mais diversas razdes. Uma delas ¢ a area de estudo que pode
ndo ser representativa. Estudos em diferentes cidades da Italia tém mostrado que as
populagdes possuem diferentes graus de incidéncia de EM (a doenga tem incidéncia crescente
ou ndao) mesmo quando estdo expostas aos mesmos tipos de antigenos ambientais (helmintos,
bactérias de areas rurais). Outro questionamento € que existem paises europeus onde, num
mesmo intervalo de tempo, ocorreu um decréscimo do nimero de casos de EM, mas um
aumento pronunciado nos casos de alergia (Romagnani, 2004).

Neste contexto, mais estudos sdo necessarios, em especial, na relacao entre Hipotese da
Higiene e autoimunidade na busca da elucidacao de diversas questdes que tal hipotese ainda

apresenta.
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2. Objetivo

Avaliar o efeito de multiplas infec¢des prévias com Strongyloides venezuelensis no
desenvolvimento (caracteristicas clinicas, imunologicas e histopatologicas) da EAE em ratos

Lewis.
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3. Materiais e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Lewis (fémeas) com 4-6 semanas de idade, provenientes
do CEMIB-UNICAMP, com peso corporal entre 150 e 200g. Os animais foram alojados em
caixas plasticas com agua e alimentos ad libitum. Os experimentos foram realizados segundo
os regulamentos do Comité de Etica Animal do Instituto de Biociéncias - UNESP —

Botucatu.

3.2 Infec¢ao experimental

As infec¢des foram realizadas com uma cepa de S. venezuelensis mantida em
ratos Wistar no Departamento de Parasitologia-Instituto de Biociéncias-UNESP-Botucatu
desde seu isolamento no inicio da década de 80. Larvas infectantes (L.3) foram produzidas
em cultura usando fezes de cavalo esterilizadas como substrato. Fezes de ratos infectados
foram homogeneizadas com o substrato, umedecidas e mantidas em placa de Petri em estufa
a 25°C. Apos trés dias de incubagdo, as larvas infectantes (L3) foram recuperadas por
filtragem e decantacdo em agua destilada utilizando-se aparelho de Baermann. As larvas
recuperadas foram lavadas varias vezes com PBS e quantificadas. Para determinacao do
namero de larvas obtidas, aliquotas de 10 ul de suspensdo larval foram contadas em dez
replicatas. Apos o ajuste do volume, os ratos foram inoculados por via subcutanea com 4000
larvas infectantes em 0,1 mL de S. venezuelensis (Amarante e Oliveira-Siqueira, 2002). No

total foram realizadas quatro infecgdes em intervalos de uma semana.

3.3 Monitoramento da infeccio

A intensidade da infeccdo foi monitorada pela contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) semanalmente durante seis semanas. A quantificacdo de ovos por grama de
fezes foi realizada através da técnica de McMaster modificada (Gordon e Whitlock, 1939).
Para a colheita das amostras fecais, cinco animais foram distribuidos em caixas com fundo

telado onde permaneceram por 3 horas e foram feitas contagens de ovos em pool de fezes.
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3.4 Inducao de EAE e avalia¢ao do escore clinico

Ratos Lewis fémeas normais ou previamente infectados com S. venezuelensis
foram imunizados com 50 pL. de uma emulsdo contendo volumes iguais de proteina basica de
mielina (MBP- Sigma) diluida em salina (25pug) e adjuvante completo de Freund contendo
S5mg/ mL de Mycobacterium butirycum (Difco). Estes dois grupos experimentais foram
submetidos a indugdo da doenga 15 dias apds a ultima dose de S. venezuelensis. Os animais
foram diariamente pesados e inspecionados quanto aos sinais clinicos da doenca. A gravidade
da doenga fo1 definida segundo a seguinte escala: 0 = normal; 1 = cauda parcialmente frouxa;
2 = cauda frouxa; 3 = paraparesia moderada, perda da tonicidade do movimento; 4 =
paraplegia; 5 = moribundo ou morte. A eutanasia dos animais foi realizada 20 dias apos a

imunizagdo com mielina.

3.5 Cultura de células

Baco e linfonodos regionais (popliteos e inguinais) foram coletados para o
preparo de culturas celulares. Os orgaos foram divulsionados e as células centrifugadas e
ressuspensas em meio RPMI contendo gentamicina, soro bovino fetal e L-glutamina. As
células de bago (5x 10° células/mL) e de linfonodo (2,5 x 10°) foram distribuidas em placas
de cultura e estimuladas com mielina (10ug/ mL de cultura) e concanavalina A (Sug/ mL de
cultura). Apds incubacdo por 72 horas, a 37°C, em estufa de CO,, os sobrenadantes das

culturas foram coletados e estocados a —70°C para posterior dosagem de citocinas (IFN-y,

TNFa e IL-10).

3.6 ELISA para detec¢do de citocinas

Os sobrenadantes das culturas de bago e linfonodo foram avaliados quanto a
producdo de IFN-y, TNFa e IL-10. Placas de 96 pocos (Nunc) foram recobertas com solugdo
contendo anticorpo purificado de captura anti-IFN-y, anti-TNF-o ou anti-IL-10 de rato (R&D
Systems), diluidos em tampao PBS na concentragdao 2 pg/ mL, 4 nug/ mL e 4 pg/ mL,
respectivamente. As placas foram incubadas a temperatura ambiente durante uma noite. Apos

sucessivas lavagens com solu¢do PBS — Tween 20 (0.05%) foi adicionada 300 uL. da solucao
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de bloqueio, constituida de PBS contendo 1% de albumina, com incubacao por duas horas, a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas novamente e incubadas por duas horas, a
temperatura ambiente, com as amostras e com as respectivas curvas de citocinas, diluidas na
base 2 em tampdo PBS contendo 1% de albumina. Decorrido o tempo de incubagdo, as
placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos anti-IFN-y, anti-TNF-a ou anti-IL-10 de
rato biotinilados na concentragao de 150 ng/ mL, 100 ng/ mL e 100 ng/ mL, respectivamente,
durante 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, foi feita a incubacdo com
estreptoavidina diluida 1:200 em tampao PBS contendo 1% de albumina, durante 20 minutos,
a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e reveladas com OPD (Sigma) e H,O,. A
reacao foi interrompida por adigdo de H,SO4 2N e a leitura realizada em 492 nm. O nivel de

deteccao das citocinas foi de 19,5 pg/ mL para o IFN-y; 31,25 para o TNF-a e IL-10.

3.7 Obtencao de Antigeno Soluvel de Strongyloides venezuelensis

O preparo deste antigeno foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Negrao-Corréa et al. 2004, modificada. Larvas infectantes (L3) de S. venezuelensis
(produzidas conforme descrito no item infec¢do experimental) foram submetidas a varios
ciclos de lavagem com PBS e ressuspendidas em meio RPMI contendo um coquetel inibidor
de proteases (Complete-Mini, Roche). Em seguida, as larvas foram rompidas por mistura
com pérolas de vidro e agitacdo em vortex (5 ciclos de 1 minuto) e depois submetidas a
sonicagao (10 ciclos de 1 minuto). O material insolavel foi removido por centrifugagdo e a
concentragdo de proteinas foi determinada pelo método BCA - Acido Bicinconinico, com a
utilizagao de um kit comercial (Bicinchoninic Acid Kit for protein determination-Sigma). O

antigeno soliivel obtido foi estocado a -80 °C.

3.8 ELISA para deteccio de anticorpos (anti-S. venezuelensis e anti-mielina)

Para a detecgdo de anticorpos especificos anti-S. venezuelensis e anti-mielina, placas
de 96 pocos foram recobertas com 100uL/pogo do antigeno de S. venezuelensis (100pg/ mL)
ou mielina (5 pg/ mL), diluidos em tampao de ligacdo (Na,COs3 17mM, NaHCO3 9,6 mM,
pH 9,6) e incubadas a 4°C, durante uma noite. Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes

com PBS/Tween 20 0,05% e bloqueadas com 300uL por pogo de PBS / Tween 20 0,05% e
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soro fetal bovino 10%. As placas foram incubadas por uma hora, a 37°C e lavadas
novamente. As amostras de soro foram diluidas 1/10 (S. venezuelensis) e 1/1000 (mielina)
em tampao de bloqueio e incubadas a 4°C, por uma noite. As placas foram novamente
lavadas e depois incubadas por mais uma noite, a 4°C com 100uL por pogo de anticorpo
biotinilado anti-IgG1 ou anti-IgG2b de rato (Oxford Biotechnology) diluido em tampao de
bloqueio na concentragdo de 500 ng/ mL e 250 ng/ mL, respectivamente. Apds incubagio
seguida de lavagem das placas, as mesmas foram incubadas com 100uL por poco de
complexo estreptavidina-peroxidase (StrepAB - Dako Corporation) diluido em tampao
bloqueio, sob o abrigo da luz, por 30 minutos, a temperatura ambiente. A reacao
colorimétrica foi revelada com 100pL por poco de solugdo de OPD (Sigma) e H,O,, e a
reacdo interrompida com a adi¢do de S0uL por poco de H2SO4 a 2N. A absorbancia foi
determinada em leitor de ELISA a 492 nm.

3.9 Analise histopatolégica

Cérebro e medula espinhal (cervical, toracica e lombar) foram coletados para
avaliacao histopatologica 20 dias ap6s a imunizagdo com mielina. A seguir foram fixados em
solucdo de formol tamponado 10%, embebidos em parafina. Cortes de 5 micras foram obtidos
e corados com hematoxilina/ eosina (H&E) segundo procedimento padrdo. As analises foram
analisadas em um microscopio Nikon.

A comparagdo do processo inflamatorio no SNC foi feita através de inspegao visual. O
critério utilizado para a escolha da regido a ser documentada fotograficamente foi a de ser a

mais inflamada em toda a ldmina a qual continha quatro cortes.

4.0 Analise estatistica

Para as varidveis paramétricas, a comparac¢do entre os grupos foi realizada pelo teste t de
Student ou andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste comparativo Holm-Sidak. Para
as variaveis ndo paramétricas, a comparacdo entre os grupos foi realizada pelo teste de
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Os resultados foram apresentados em média + desvio
padrdo. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os dados foram analisados pelo pacote estatistico SigmaStat for Windows version 2.0

1995, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA.
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5. Protocolo Experimental e Resultados

5.1 Protocolo Experimental
Objetivo: Avaliar o efeito de multiplas infec¢des com S. venezuelensis no desenvolvimento da

EAE.

iy iy iy iy

5. venezuelensis
+EAE
n=6

Controle 5. vemezuelensis EAE
n=6 n=6 n=6

4 infecgdes - 4000 L3 de S. venezuelensiz (intervalos de 1 semana)

15 dias

Inducio de EAE
(251g mielina + 25l ACF*)

20 dias

Eutanasia dos animais

Asaliaches
OPC** Resposta imune Peso Escore Histopatologia Resposta
anti- Corporal Clinico (SNC) Imune anti-
S.venezuelensis o
mielina

* ACF- Adjuvante Completo de Freund

*% OPG-Numero de Ovos por grama de fezes
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sultados

5.2 Dinamica da infec¢ao com S. venezuelensis e resposta imune humoral especifica

Ovos de S. venezuelensis foram encontrados no 7°, 13°, 20° e 27° dias ap6s a primeira

infeccdo. No 34° dia nao foram encontrados ovos neste material (Figura 3).

Infectado Infectado + EAE
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Dia

Figura 3 — Contagem de ovos por grama de fezes em pool de 5 animais por grupo.

Os animais infectados produziram niveis significantemente elevados de anticorpos anti-
S. venezuelensis quando comparados ao grupo controle. Esse aumento foi verificado para a

subclasse IgG1 mas ndo para [gG2b (Figura 4).
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IgGl  1gG2b

3,500 -
3,000 -
2,500 -

2,000 -

DO (1/10)

1,500 -
1,000 -
0,500 -

0,000 = T )

Controle Infectado

Figura 4 - Produgdo de anticorpos anti-S. venezuelensis em ratos Lewis infetados com S.
venezuelensis. Os resultados da produgdo de IgG1 e IgG2b representam a média + desvio

padrao de 5 animais por grupo. * p<0,05 em comparacao com o grupo controle.

5.3 Efeito da infec¢ao por S. venezuelensis no desenvolvimento clinico da EAE

Nao houve diferenga significativa no peso e¢ no escore clinico dos grupos EAE e
infectado/EAE. Tais animais comegaram a perder peso no 11° dia apoés a imunizagdo com
mielina (Figura 5a). Dos cinco animais com EAE, trés evoluiram até o escore 4, um evoluiu
até o escore 3 e o ultimo até o escore 1. Ja no grupo EAE que foi previamente infectado com o
helminto, dos cinco animais quatro evoluiram para o escore 4 e o tltimo chegou até o escore 3

(Figura 5b).
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Figura 5 — Efeito da infec¢do por S. venezuelensis na evolugdo clinica de animais
submetidos a inducao da EAE. (a) Peso corporeo e (b) escore clinico. Resultados

representam a média de 5 animais por grupo.
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5.4 Efeito da infec¢ao por S. venezuelensis no processo inflamatério do SNC

Observou-se que, tanto no grupo EAE, quanto no grupo infectado/EAE, os cérebros
dos animais apresentaram focos inflamatorios tipicos da doenca, localizados ao redor de
pequenos vasos (Figura 6b e 6d, respectivamente). No cérebro e nas outras trés regides do
SNC que foram analisadas (porg¢des cervical, toracica e lombar da medula espinhal), os
processos inflamatorios observados parecem ser de intensidade similar. Cortes
correspondentes a estas trés regides da medula sdo mostrados nas figuras 7, 8 € 9. Tanto os
animais do grupo apenas infectado quanto do controle (sem desenvolvimento da EAE), nao
apresentaram focos inflamatdrios perivasculares em todas as porgdes analisadas (cérebro e

porcdes da medula espinhal).
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 6 — Analise histopatologica de cérebro de animais previamente infectados com S.
venezuelensis e submetidos a indu¢do da EAE. (a) animal controle, (b) animal EAE, (c) animal
apenas infectado e (d) animal EAE previamente infectado. Cortes de Sum foram obtidos e corados

com hematoxilina / eosina (H&E).
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 7 — Andlise histopatolégica da porgdo cervical da medula espinhal de animais
previamente infectados com S. venezuelensis e submetidos a indu¢do da EAE. (a) animal
controle, (b) animal EAE, (c) animal apenas infectado e (d) animal EAE previamente infectado.

Cortes de Sum foram obtidos e corados com hematoxilina / eosina (H&E).
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 8 — Analise histopatologica da por¢do toracica da medula espinhal de animais
previamente infectados com S. venezuelensis e submetidos a indugdo da EAE. (a) animal
controle, (b) animal EAE, (c¢) animal apenas infectado e (d) animal EAE previamente

infectado. Cortes de Sum foram obtidos e corados com hematoxilina / eosina (H&E).
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 9 — Analise histopatologica da por¢cdo lombar da medula espinhal de animais
previamente infectados com S. venezuelensis e submetidos a indugdo da EAE. (a) animal
controle, (b) animal EAE, (c¢) animal apenas infectado e¢ (d) animal EAE previamente

infectado. Cortes de Sum foram obtidos e corados com hematoxilina / eosina (H&E).
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5.5 Efeito da infecciio por S. venezuelensis na resposta imune anti-mielina

Os animais submetidos a indu¢do de EAE por imuniza¢do com mielina associada ao ACF
produziram como esperado, niveis significativamente elevados de IgG1 e IgG2b especificos
em comparagdo com o grupo controle. Os niveis de IgG1 foram mais elevados (sem diferenga
estatistica) do que os niveis de IgG2b. A infecgdo prévia com S. venezuelensis nao afetou a

producdo de IgG1 e de IgG2b anti-mielina (Figura 10).
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Figura 10 — Efeito da infec¢do com S. venezuelensis na produ¢do de anticorpos anti-mielina
em ratos Lewis com EAE. As dosagens foram feitas por ELISA em amostras de soro diluidas
1/1000. Os resultados da producdo de IgG1 e IgG2b representam a média + desvio padrao de

5 animais por grupo. * p<0,05 em comparagdo com o grupo controle.
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Nao houve diferenca na produg¢do de IFN-y pelas células esplénicas dos animais
previamente infectados, reestimuladas in vitro com mielina, em relagdo aos animais que
foram apenas submetidos a inducdo da doenga (figura 11a). O mesmo foi observado nas
células de linfonodo (figura 11b). Os animais do grupo controle (inoculados com salina) nao
produziram IFN-y em resposta ao estimulo com mielina (dados ndo mostrados).

A producdo de IFN-y apds estimulo com ConA foi mais elevada nos 2 grupos com EAE
comparativamente ao grupo controle (figuras 11c e 11d). O grupo com EAE que foi
previamente infectado produziu niveis ligeiramente superiores (sem diferenga estatistica) que

o grupo EAE.

32



sultados

’:C_T 1500 - = 6000 -
= a) E 5000 - c) *
2 . |
= 1000 - £ 4000 - T
£ T £ 3000 -
© T @©
?-0 500 - lfb 2000 -
& £ 1000 - T
0 T 1 0 T T 1
EAE Infectado + Controle EAE Infectado +
EAE EAE
= 1500 - o 10000 - "
e b) £ 1 d)
EO_ 1000 E‘) 8000
= - 6000 - T
£ T £ |
& 500 - T 5 4000 T
= = 2000 -
o o
- O T 1 0 T T 1
EAE Infectado + Controle EAE Infectado
EAE + EAE

Figura 11 — Produgao de IFN-y por ratos Lewis com EAE: efeito da infecgdo prévia com S.
venezuelensis. Células esplénicas (a) e de linfonodo (b) estimuladas in vitro com mielina.
Células esplénicas (c) e de linfonodo (d) estimuladas in vitro com con A. os valores das
culturas controle (com adi¢ao s6 de meio de cultura) ficaram abaixo do nivel de detecg¢ao da
curva padrdo (ndo mostrado na figura). Os resultados representam a média + desvio padrdo

de 5 animais por grupo. * p<0,05 em comparagdo com o grupo Controle.
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As células esplénicas e de linfonodos ndo produziram TNF-a quando foram
estimuladas in vitro com mielina (dados ndo mostrados). A producdo de TNF-o em culturas
de bago estimuladas com Con A foi similar nos grupo controle ¢ EAE. Entretanto estava
significativamente reduzida no grupo infectado/ EAE em relacdo aos dois grupos anteriores
(figura 12a). Nas células de linfonodo, a producao de TNF foi significativamente reduzida nos

animais com EAE em relag@o ao controle (figura 12b).
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Figura 12 — Producdo de TNF-a por ratos Lewis com EAE: efeito da infec¢do prévia com S.
venezuelensis. Células esplénicas (a) e de linfonodo (b) estimuladas in vitro com con A. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de 5 animais por grupo. * p<0,05 em

comparac¢do com o grupo controle. # p<0,05 em comparacdo com o grupo EAE.
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A producdo de IL-10 so foi avaliada em culturas de células oriundas de linfonodos.
Apos estimulo com mielina, a producdo desta citocina foi similar nos grupos EAE e
infectado/EAE e significativamente mais elevada em relacdo ao grupo controle (sem
produc¢do, dados ndo mostrados).

Nas culturas estimuladas com Con A, a produgdo desta citocina também foi
significativamente mais elevada nos grupos EAE e infectado/EAE, sem diferenga entre os

mesmos (Figura 13b).
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Figura 13 — Producdo de IL-10 por ratos Lewis com EAE: efeito da infec¢do prévia com S.
venezuelensis. Células de linfonodo estimuladas in vitro com mielina (a) e com con A (b). Os
resultados representam a média + desvio padrdo de 5 animais por grupo. * p<0,05 em

comparagdo com o grupo controle.
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6. Discussao

6.1 Consideracoes iniciais

Primeiramente, gostaria de pedir a permissao para escrever com um estilo um tanto quanto
mais livre, sem a necessidade daquele tom mais catedratico que a academia por vezes exige.
Estando esta permissdao concedida, tentarei levantar aqui pontos que considerei relevantes
quando da realizacao desse projeto.

Quando da apresentacdo a minha colossal ignorancia, confesso que me entusiasmou
bastante, a idéia de um possivel efeito modulador do sistema imune por infecgdes pelos mais
diversos patdgenos. A idéia de que bactérias, helmintos e tantos outros agentes tdo bem
adaptados a vida parasitaria poderiam, de alguma forma, modular os efeitos que nosso sistema
imune exerce e, assim, controlar o aparecimento de diversas doencas, em especial as alergias
e males autoimunes, ¢ a meu ver uma afronta ao nosso senso comum. O que haveria de ser
mais natural seria o tdo consolidado conceito ecoldgico de que o parasitismo apenas gera
beneficio aquele que o pratica, ou seja, que realiza o ato de parasitar. Nada mais antitético
observar que tal relagdo ecoldgica poderia, um dia, gerar beneficios a ambas as partes
envolvidas. Mas, como ja diria Rubem Alves em seu famoso ensaio “Filosofia da Ciéncia”, a
aprendizagem da ciéncia s6 se da pelo desenvolvimento progressivo do senso comum. E
justamente a partir desses pensamentos que tentarei relacionar os resultados obtidos nesse
protocolo experimental, partindo das idéias de senso comum até as postulacdes da Hipotese
da Higiene ou Hipotese dos “velhos amigos”. Na realidade irei aqui expor a minha singela
interpretagdo, pois, como diria Nietzsche: “Contra o positivismo, que para perante oS

fendmenos e diz: ,Ha apenas fatos®, eu digo: ,Ao contrario, fatos ¢ o que ndo h4; ha apenas

interpretagdes™”’.

6.2 Analise dos Resultados

No presente trabalho foi avaliado o efeito de multiplas infec¢des com Strongyloides
venezuelensis no desenvolvimento da encefalite autoimune experimental (EAE). Tal
investigacdo baseou-se na premissa da Hipdtese da Higiene. Em estudos anteriores de nosso

grupo, ja foi avaliado o efeito de uma tUnica infec¢do por esse helminto no desenvolvimento
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dessa patologia (Chiuso-Minicucci et al., 2009). Nossa hipdtese de trabalho partiu do
pressuposto que com multiplas infec¢cdes um possivel efeito modulador seria potencializado
gracas ao contato continuo e persistente do parasita com o sistema imune. O verme utilizado
era, a principio um bom modelo, pois é parasita natural de roedores. Além disso, ele pertence
ao mesmo género do Strongyloides stercoralis, que ¢ parasita natural de seres humanos.
Seguindo esse raciocinio, uma vez constatado um efeito modulador de S. venezuelensis sobre
a EAE induzida em roedores, poderia se fazer uma extrapolagdo para um possivel efeito
regulador de doencas imunomediadas que acometem o homem.

Como descrito na se¢ao Resultados, as larvas infectantes efetivamente se
estabeleceram nos ratos, o que foi confirmado pela presenca de ovos nas fezes desses animais.
A metodologia utilizada para a quantificacdo desses ovos nas fezes foi a determinacao do
niamero de ovos por grama de fezes (OPG). A contagem maxima de OPG se deu no 7° dia
apods a primeira infec¢cdo. A continua queda da quantidade desses ovos nas fezes ao longo das
semanas apds as varias infecgdes experimentais ja era previsivel visto que ratos tem a
capacidade de montar uma resposta imune capaz de expulsar os parasitas. Esse fato ¢
evidenciado em varios trabalhos (Silveira et al., 2002; Korenaga et al., 1991; Takamure,
1995)). No 34° dia apds a primeira infec¢do, ndo foram mais detectados ovos nas fezes dos
animais infectados.

Os resultados referentes a producao de anticorpos especificos sugerem um padrao de
resposta predominantemente Th2, pois anticorpos deste isotipo sdao sintetizados em
decorréncia de producao de IL-4. Esses achados sdo similares a estudos prévios realizados por
nosso grupo (Chiuso-Minicucci et al., 2009). Sendo assim, esperavamos encontrar algum
efeito protetor, uma vez que a EAE é uma doenga de padrao tipicamente Thl (Becher et al.,
2002).

Todavia, a analise de diversos parametros (peso, escore clinico e analise
histopatoldgica do SNC) ndo indicou efeito protetor contra essa patologia. Além dessa nao
interferéncia das multiplas infec¢des no desenvolvimento da EAE, as dosagens de algumas
citocinas ndo apontaram diferencas significativas entre o grupo EAE e o grupo S.
venezuelensis/EAE. Por exemplo, quando comparamos as dosagens de IFN- y, produzido por
células esplénicas estimuladas com mielina, entre o grupo apenas com EAE e o grupo
previamente infectado e induzido com a doenga, ndo constatamos diferencas relevantes.
Resultado similar foi observado quando analisamos as concentra¢des dessa citocina produzida
em culturas de linfonodos, nas mesmas condi¢des. Essa similaridade entre os dois grupos

tornou-se ainda mais perceptivel quando alteramos o estimulo em culturas contendo o mesmo
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material celular. Sob estimulo de Con A, houve apenas diferenga significativa na producao de
IFN-y por células esplénicas in vitro, entre os grupos imunizados com mielina e o controle. Ja
entre os dois grupos principais ndo houve diferenca novamente. As dosagens de IL-10
indicaram um padrdo similar ao do IFN-y. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
tratados, apenas quando estes foram comparados ao grupo controle. A alteracdo do estimulo
utilizado (mielina ou Con A) também ndo alterou significantemente o perfil de producdo de
IL-10. A presenga de niveis similares de IL-10 nos grupos EAE e S. venezuelensis/ EAE foi, a
principio, ndo esperada pois tem sido experimentalmente demonstrado que os helmintos sao
capazes de induzir diferenciacao de células T reguladoras capazes de produzir IL-10 (Hesse et
al., 2004).

No entanto, encontramos diferencas significativas no que se refere as dosagens de
TNF- a. Nas culturas de células esplénicas estimuladas com Con A, animais previamente
infectados e estimulados in vitro com mielina produziram niveis significativamente mais
baixos dessa citocina em relagdo ao grupo apenas imunizado e ao controle. Isso pode ter
ocorrido devido a presenca do helminto. A infecg¢do pelo parasita pode ter direcionado a
resposta nos hospedeiros para um padrao Th2 mais acentuado, levando a uma regulacao
negativa de TNF- o, a qual é uma citocina tipica de padrdo Thl de resposta (Shibuya et al.,
1998).

No seu conjunto, os resultados obtidos indicam que nenhum efeito modulador
expressivo foi encontrado nas condi¢cdes nas quais foi realizado este experimento.
Contextualizando-se a Hipotese da Higiene nessa realidade, algumas hipoteses podem ser
levantadas a fim de explicar essa auséncia aparentemente total de protecao. Algumas destas
possibilidades giram em torno do modelo escolhido, a comecar pela doenca e animais
utilizados. Em ratos Lewis, ocorre recuperagdo espontanea dessa doenga. A mesma se
caracteriza por ser aguda seguindo-se estabelecimento de resisténcia mediada pela indugdo de
células T reguladoras (O"Connor e Anderton, 2008). Outros modelos talvez sejam mais
adequados a esse estudo, como por exemplo, a utilizacdo de EAE induzida em camundongos
C57BL/6 por inoculacdo de MOG, uma vez que esta doenga € caracterizada por ser cronica,
recidivante e mimetizar melhor a Esclerose Multipla em humanos (Gold et al., 2006).
Somando-se a esse fator temos ainda a utilizagao do S. venezuelensis como agente modulador
do sistema imune. Estudos recentes tém apontado que ratos adquirem uma imunidade
protetora eficiente contra esse parasita apds um contato inicial resultando numa rapida

expulsdo dos vermes em infec¢des posteriores e na diminuigdo da contagem de ovos nas fezes
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(Bacek et al., 2003). Isso explicaria os resultados obtidos pois observamos que mesmo re-
infectando os animais com o parasita, houve uma continua queda na contagem do OPG nas
fezes até a eliminagdo total. Talvez, devido a essa expulsdo do parasita, ndo tenha havido uma
modulagdo imune eficiente e significativa que pudesse gerar alguma prote¢ao contra a EAE.

Na literatura, varios sdo os trabalhos que alertam para o efeito imunomodulador das
infeccdes por helmintos. Apesar disso, esse efeito parece depender de uma série de fatores
como, por exemplo, cronicidade, intensidade e cinética das infecgdes (Smits et al., 2007).
Além disso, a imunomodulagdo por helmintos parece apresentar uma determinada
especificidade local. Neste sentido tem sido observado que este tipo de infec¢do pode proteger
contra inflamagdo alérgica das vias respiratorias, mas ndo contra dermatite atopica (Hartmann
et al., 2009).

A pesquisa nessa area, relacionando efeitos moduladores de parasitas frente a diversas
moléstias, se mostra extremamente promissora. Apesar de ainda incipiente € com muitos
pontos para esclarecer, a mesma representa uma grande esperanca de estratégias terapéuticas
adicionais para o futuro. Talvez chegue o dia em que tomaremos comprimidos contendo
extratos de seres que sempre julgamos, nessa nossa visdo antropocéntrica, como inferiores e
maléficos a nossa tdo preciosa vida salutar. Falta, talvez, a nos, seres tdo especiais, um olhar
mais atento das relagdes naturais de forma que possamos compreender aquilo que, muitas
vezes, ocorre dentro de nds mesmos. Pois como ja diria Victor Hugo: “E triste pensar que a

natureza fala e que o género humano ndo a ouve”.
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