UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS
INFECCIOSAS

CAROLINE OHNESORGE MAIA

“EVOLUCAO DO Strongyloides venezuelensis EM
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO ETILISMO AGUDO”

VITORIA
2015



CAROLINE OHNESORGE MAIA

“EVOLUCAO DO Strongyloides venezuelensis EM
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO ETILISMO AGUDO”

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Poés-Graduacdo em  Doencas
Infecciosas da Universidade Federal do
Espirito Santo, como requisito parcial de
obtencdo do Grau de Mestre em

Doengas Infecciosas.

Orientador: Prof°. Dr°. Fausto Edmundo Lima
Pereira
Co-Orientadora: Profd. Dra. Narcisa Imaculada Brant

Moreira

VITORIA
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPiRI:I'O SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS INFECCIOSAS

PARECER UNICO DA COMISSAO JULGADORA DE
DISSERTACAO DE MESTRADO

A mestranda CAROLINE OHNESORGE MAIA apresentou a dissertagfo intitulada

“Evolucio do Strongyloides venezuelensis em camundongos submetidos ao etilismo agudo” em

sessdo publica,.como requisito final para obteng@o do titulo de Mestra em Doengas Infecciosas, do

Programa de Po6s-Graduagdo em Doengas Infecciosas do Centro de Ciéncias da Satde da

Universidade Federal do Espirito Santo.

Considerando a apresentacdo oral dos resultados, a qualidade e relevancia dos mesmos, a

Comissdo Examinadora decidiu N aprovar ( ) reprovar a dissertacdo para habilitar a

farmacéutica CAROLINE OHNESORGE MAIA a obter o Grau de MESTRA EM DOENCAS

INFECCIOSAS.

Vitéria, ES, 15 de junho de 2015

s

Pfof. Dr. Fabio Ribeiro Braga
(Membro Externo)

i

Profa. Dra. Blima Fux
(Membro Interno)

< M}(\GWO(éC““/%

Proff Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira
(Orientador)

\’\c{,u«’a- g w s

Profa. Dra. Narcisa Imaculada Brant Moreira
(Coorientadora)

Programa de Pés-Graduagdo em Doengas Infecciosas — Centro de Ciéncias da Saude — UFES
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria — ES — CEP 29.043-900
Telefax (27) 3335-7504



Dados Internacionais de Catalogag&o-na-publicagéo (CIP)
(Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

Maia, Caroline Ohnesorge, 1989 -
M217e Evolucéo do Strongyloides venezuelensis em camundongos
submetidos ao etilismo agudo/Caroline Ohnesorge Maia— 2015.
65f. : il.

Orientador:Fausto Edmundo Lima Pereira.
Coorientador: Narcisa Imaculada Brant Moreira.

Dissertacao(Mestrado em Doencas Infecciosas) —
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias da
Saude.

1. Strongyloides. 2. Abuso de Alcool. 3. Alcoolismo.
I.Pereira, Fausto Edmundo Lima.ll. Moreira, Narcisa Imaculada
Brant. Ill. Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de
Ciéncias da Saude. IV. Titulo.

CDhuU: 61




DEDICATORIA

Dedico esta, bem como todas as minhas demais conquistas, a minha familia
que, com muito carinho e apoio, ndo mediram esforgos para que eu chegasse

até esta etapa da minha vida. Muito obrigada por tudo. Eu amo vocés!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todas as pessoas que contribuiram para meu crescimento

profissional e pessoal, e de maneira especial:

A Deus, por me abencoar em todos os meus caminhos e por ser essencial em
minha vida, autor do meu destino, meu guia, socorro presente na hora da

angustia.

Aos meus pais, Jodo e Norma, por terem muitas vezes, desistido de seus
sonhos para a realizacdo dos meus. Vocés sdo minha fonte maior de alegria.
Obrigada por sempre almejarem o melhor para os seus filhos e por dar total
apoio na busca dos nossos objetivos. Obrigada pela educacdo, pelas
oportunidades, pelos ensinamentos, pelos exemplos de dignidade, carater e
ética, pela paciéncia, pelo incentivo, pela forca, pelas oragdes e principalmente
pelo carinho e amor incondicional. Esta vitéria € muito mais de vocés do que

minhall!

Ao meu irméo Joédo Paulo e a minha tia Zenira, por sempre torcerem pelo meu

sucesso. Obrigada pelo companheirismo, por toda ajuda, apoio e carinho.

Ao meu namorado luri, pela presenca constante, por ser compreensivo e
paciente, e que de forma especial e carinhosa me deu forga e coragem, me

apoiando nos momentos de dificuldades, sempre disposto a ajudar.

Ao meu orientador Prof°® Dr. Fausto, excelente profissional, por quem tenho
grande respeito, admiracdo e gratiddo. Uma pessoa que ndo mede esforcos
para ajudar a quem precisa. Obrigada pela enorme dedicacéo, pela confianca
depositada em mim para execugcdo desse trabalho, pelos ensinamentos,

compreensao, paciéncia e orientacoes.

A minha co-orientadora Prof2 Dr. Narcisa, pessoa nobre e generosa, por quem
tenho extrema admiracdo e gratiddo. Sempre muito atenciosa, competente,
dedicada e bem humorada. Obrigada pelas orientacbes, por seus
ensinamentos, conselhos, carinho, motivacéo, paciéncia e confianga ao longo

desta jornada.

Ao meu amigo Steveen, pela acolhida desde o inicio desta caminhada, por todo

ensinamento, conselhos, paciéncia, ajuda, incentivos e apoio constantes. Muito



obrigada pela sua contribuicdo e pelas palavras de estimulo que me ajudaram

a superar debilidades e vencer desafios.

A minha amiga Débora, que muito me ajudou, uma pessoa de coragio
bondoso e que ndo mede esforcos para ajudar, obrigada pelo convivio, pela

paciéncia, pela compreensao, pelo apoio e auxilio em parte dos experimentos.

A Professora Blima e aos colegas da parasito pelo suporte e ajuda em varios

momentos dos meus experimentos.

Aos meus companheiros de turma de Mestrado, pelos momentos de seriedade

e descontracdo que tornaram mais facil a jornada.

Ao programa de Pds-Graduacdo em Doencas Infecciosas pela oportunidade do

estudo.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel superior (CAPES)

pela concesséo de bolsa de mestrado.



RESUMO

A prevaléncia de Strongyloides stercoralis em alcoolistas crénicos € maior do
gque em nao alcoolistas. Como 0s mecanismos envolvidos nesta maior
prevaléncia ndo estdo esclarecidos, planejamos verificar o efeito da intoxicacao
etilica na evolucdo do S. venezuelensis em camundongos, modelo considerado
semelhante ao S. stercoralis. Foram utilizados dois modelos de intoxicagcéo
etilica: (a) um episédio de etilismo agudo (7mg/g peso corporal de etanol a
40%, por gavagem (grupo EA); (b) trés episddios de etilismo agudo (5mg/g
peso corporal a 40%) com intervalo de uma semana, em camundongos
tratados com etanol a 15% na agua de consumo nas trés semanas e durante o
periodo apo6s a infecgdo (grupo EA/C). Camundongos sui¢cos machos foram
infectados uma hora apos a gavagem do etanol, com 700 L3 de Strongyloides
venezuelensis. A evolucao da infeccdo foi acompanhada por: (a) contagem de
ovos nas fezes diariamente até o seu completo desaparecimento; (b) contagem
de larvas no pulméao 48 h apoés a infeccao; (c) contagem de vermes adultos no
intestino no 8° (grupo EA) ou 9° dia (grupo EA/C) apds a infeccdo. Foi realizada
a contagem global de leucécitos e de eosindfilos com intervalo de 4 dias a
partir do segundo dia ap6és a infec¢do. Os resultados mostraram: (1) nos dois
grupos que receberam o etanol a contagem de ovos e 0 niumero de vermes
recuperados do intestino foram maiores do que nos respectivos grupos
controle; (2) no grupo EA o numero de larvas recuperadas no pulméo foi maior
do que no grupo controle, o que néo foi observados no grupo EA/C; (3) ndo
houve diferenca significativa no comportamento dos leucécitos totais e dos
eosinofilos, embora houvesse uma tendéncia de numero menor no segundo dia
apos a infeccdo nos grupos tratados com etanol. Em conclusdo, um episédio,
ou trés episdédios com intervalo de uma semana de etilismo agudo em animais
recebendo etanol a 15%, alterou a cinética da infec¢éo de S. venezuelensis em
camundongo, com aumento na eliminacdo de ovos e na recuperacdo de
vermes adultos do intestino, sem diferencas relacionadas ao modelo da
intoxicacao etilica.

Palavras-chaves: Strongyloides venezuelensis, etilismo agudo, etilismo,
Strongyloides.



ABSTRACT

The prevalence of Strongyloides stercoralis in chronic alcoholics is greater than
in non-alcoholics. As the mechanisms involved in this higher prevalence remain
unclear, we plan to evaluate the effect of ethanol intoxication in the course of
infection by S. venezuelensis in mice, the model considered similar to S.
stercoralis. Two models of intoxication with ethanol were used: (a) an episode
of acute alcoholism (7 mg/g body weight ethanol 40% by gavage (EA group),
(b) three episodes of acute alcoholism (5 mg/g body weight 40%) at an interval
of one week in mice treated with 15% ethanol (at water ad libitum), at three
weeks and during the period after infection (EA/C group.) Male Swiss mice were
infected with 700 L3 larvae of Strongyloides venezuelensis, one hour after
gavage with ethanol. The course of the infection was accompanied by: (a) egg
counts in the feces daily until complete disappearance (b) larvae counts in the
lung 48 hours after infection, and (c) counting adult worms in the gut 8 (EA
group) or 9 days (Group AE/C) after infection. It was held total leukocyte and
eosinophil 4 days interval from the second day after infection. The results
showed (1) in both groups that received ethanol, egg counts and the number of
worms recovered from the intestine were higher than the respective control
groups; (2) at EA group, the number of larvae recovered in the lung was higher
than the control group, which was not observed in the EA/C group; (3) there
was no significant difference in the behavior of total leukocytes and eosinophils,
although there were fewer tendency on the second day after infection in the
groups treated with ethanol. In conclusion, one episode, or three episodes with
an interval of one week in acute alcohol administered in animals receiving 15%
of ethanol, changed the kinetics of S. venezuelensis infection in mice, with an
increase in the elimination of eggs and the recovery of adult worms of intestine,
with no differences related to the model of an ethanol intoxication.

Keywords: Strongyloides, Strongyloides venezuelensis, alcoholism and acute
alcoholism.
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1. INTRODUCAO

Infecgbes produzidas por nematoides gastrintestinais sdo altamente
prevalentes na populacdo humana, sendo consideradas um problema de Saulde
Plblica em paises em desenvolvimento localizados em regibes tropicais e
subtropicais. H4& uma estimativa de que mais de 25% da populacdo mundial
encontra-se infectada por nematdides (MONTEIRO et al., 1988; WHO, 1987; CHAN,
1997; CROMPTON, 1999). Entre os nematddeos parasitos intestinais de grande
impacto na saude humana esta o Strongyloides stercoralis (Bavay, 1896).

bY

Nematdides do género Strongyloides pertencem a Classe Secernentea,
Ordem Rhabiditida e familia Strongyloididae (ADAMSON, 1987). Foram descritas 52
espécies de Strongyloides, sendo que apenas S. stercoralis e Strongyloides
fuelleborni sdo capazes de infectar os seres humanos. Strongyloides fuelleborni é
originalmente encontrado em primatas. Entretanto, tem sido responsavel pela
infeccdo em humanos, em algumas areas restritas da Africa, Asia e Oceania
(ASHFORD et al.,1992; GROVE, 1996).

Strongyloides stercoralis possui uma particularidade importante que é a de
realizar um duplo ciclo evolutivo, ocorrendo um no hospedeiro humano (ciclo direto
ou homogodnico ou partenogenético) e o outro no solo (ciclo indireto ou heterogbnico
ou de vida livre). As larvas infectantes ao penetrarem na pele, migram pela corrente
sanglinea até o pulmao. Logo apos atravessarem a membrana alveolar, chegam a
faringe, sendo deglutidas e deslocadas para o intestino delgado. A partir dai, as
larvas sofrem maturacdo e se transformam em fémeas adultas partenogenéticas.
Estas fémeas fazem a postura dos ovos que eclodem ainda na intimidade da
mucosa do intestino delgado, eliminando larvas rabditéides na prépria mucosa
intestinal, que sdo eliminadas para o meio externo pelas fezes. As larvas rabditéides
eliminadas nas fezes podem seguir dois ciclos: direto ou partenogenético, em que as
larvas rabditdides chegam ao exterior junto com as fezes e em condi¢bes ambientais
favoraveis transformam-se em larvas filarioides infectantes; e o indireto ou de vida
livre, no qual as larvas rabditéides eliminadas junto com as fezes, quando em
contato com o solo, evoluem em machos e fémeas de vida livre e apGs a cépula a
fémea inicia a oviposicdo. Os ovos, ja no solo e em condi¢cdes favoraveis de

temperatura e umidade, tornam-se embrionados; em seguida, eclodem, pondo em
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liberdade as larvas rabditdides que posteriormente se transformam em larvas
infectantes (COSTA-CRUZ, 2011).

Embora S.stercoralis provoque infec¢do oligo ou assintomética, com carga
pequena de larvas rabditéides nas fezes (GROVE, 1996), as formas graves
(hiperinfeccao ou formas disseminadas) podem ocorrer quando o equilibrio parasito-
hospedeiro é comprometido (BUONFRATE et al., 2013).

As hiperinfeccbes e as formas disseminadas da estrongiloidiase sdo mais
freqientemente relacionadas com: (a) imunossupressao por uso de corticoides, de
imunossupressores anti-rejeicdo de enxertos e de quimioterapicos utilizados no
tratamento de neoplasias malignas; (b) infeccdo com HTLV 1 (virus linfotropico para
células T humanas) (BUONFRATE et al., 2013); (c) infeccdo pelo virus HIV, que
apesar de causar uma profunda imunossupressédo, as formas disseminadas sao
muito menos freqientes do que o esperado (VINEY et al., 2004). Além disso, ha
também, relatos de casos de hiperinfeccdo ndo associados a imunodeficiéncia
(MAYAYO et al., 2005; ANDRADE et al., 2007).

Recentemente o etilismo cronico tem sido relatado como facilitador da
infeccdo por S. stercoralis (DE-OLIVEIRA et al., 2002; ZAGO-GOMES et al., 2002).
Como os mecanismos envolvidos na maior prevaléncia de S. stercoralis em
alcoolistas crénicos ndo estdo esclarecidos, pretendemos na presente investigacao,
verificar em um modelo experimental de infeccdo de camundongos com
Strongyloides venezuelensis (Brumpt, 1934), o efeito da intoxicacdo etilica aguda e

cronica na evolucao da infec¢cdo com o parasito.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Associacao do com a infecgéo por Strongyloides stercoralis

Tem sido demonstrado, em observacgdes descritivas de serie de casos, que a
prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas € maior do que em nao alcoolistas
internados no mesmo hospital (DE-OLIVEIRA et al., 2002; ZAGO-GOMES et al.,
2002).

O estudo realizado por De-Oliveira et al. (2002) em Uberlandia - MG
demonstrou que a prevaléncia de larvas de S. stercoralis nas fezes de pacientes
alcoolistas crénicos foi maior do que em pacientes nado-alcoolistas admitidos no
mesmo hospital, ndo havendo diferenca na prevaléncia de outros helmintos nos dois
grupos. Relataram ainda, que a prevaléncia foi maior nos pacientes com pancreatite
crbnica ou com cirrose hepatica. Ao discutirem os mecanismos envolvidos nessa
maior prevaléncia, os autores ndo descartaram a possibilidade de maior facilidade
de infeccdo devido aos habitos e condicbes de higiene dos alcoolistas, mas
discutem amplamente a possibilidade de que a imunossupresséo induzida pelo uso

abusivo do etanol esteja envolvida no processo.

Zago-Gomes et al. (2002) também demonstraram maior prevaléncia de larvas
de S. stercoralis em alcoolistas cronicos do que em néo alcoolistas internados no
mesmo Hospital em Vitéria-ES. No entanto, esses autores ndo mostraram maior
prevaléncia nos cirréticos em relacdo aos nao cirréticos. Por outro lado, mostraram
gue a prevaléncia de outros parasitos intestinais nao diferiu significativamente entre
os alcoolistas e ndo alcoolistas. Ao discutirem 0s possiveis mecanismos, 0s autores
admitem as mesmas hip6teses admitidas por De-Oliveira et al. (2002), ou seja, que 0
etilismo pode estar facilitando a infeccdo e a autoinfeccdo devido aos precéarios
habitos de higiene ou porque esta induzindo uma disfuncdo do sistema imunitario

favorecendo a sobrevivéncia do parasito.

Antes das publicacdes citadas acima, Gaburri et al. (1997) em Juiz de Fora-
MG, relataram maior prevaléncia de S. stercoralis em pacientes com cirrose
hepatica, sendo maior em pacientes com cirrose alcodlica do que nas de outra
etiologia. No entanto, os autores ndao chamam a atencdo no texto, para essa maior

prevaléncia de S. stercoralis em cirrose alcoolica estar relacionada ao etilismo.
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Outras observacdes mostram maior prevaléncia de S. stercoralis em
alcoolistas crbnicos, mas sem comparacdo com amostras controles. Assim
Avendano et al. (1999) encontraram 5,7% de S. stercoralis nas fezes de 106
alcoolistas cronicos na Costa Rica. Os autores n&o usaram controles, mas a
prevaléncia observada foi maior do que a prevaléncia de 0,9% relatada ap6s um
inquérito nacional sobre parasitos intestinais, ainda que os métodos empregados no
inquérito tenham sido menos sensiveis do que o utilizado na amostra de alcoolistas.
Adedayo et al. (2002) também relataram 27 casos de estrongiloidiase disseminada
na ilha de Dominica, no Caribe, entre os quais doze pacientes (44%) tinham um
historico de etilismo crénico. Observaram 0s autores que o etilismo cronico poderia

ser um fator associado com a disseminacgao de S. stercoralis.

Avaliando a prevaléncia de S. stercoralis em pacientes HIV positivos em
Uberlandia, Silva et al. (2005) mostraram que a prevaléncia de S. stercoralis em
pacientes HIV positivos alcoolistas cronicos era significativamente maior do que nos
HIV positivos ndo alcoolistas. Observacdo semelhante foi feita em Vitoria-ES, onde
Goncalves (2011) mostrou que a prevaléncia de S. stercoralis em pacientes HIV
positivos era maior do que em HIV negativos quando havia etilismo cronico

associado.

Hé&, portanto, evidéncias indicando que ha uma associacdo positiva entre
etilismo crénico e a prevaléncia de infeccdo com S. stercoralis. Essa associacao foi
reforcada por Marques et al. (2010) que demonstraram que a prevaléncia de larvas
rabditéides nas fezes € diretamente proporcional a quantidade de etanol ingerida

diariamente.

Embora todos os autores que relataram a prevaléncia maior de S. stercoralis
em alcoolistas crénicos tenham levantado a hipdtese de que a imunodeficiéncia
induzida pelo etanol seja responsavel pela facilitacdo da instalacdo do parasito,
apenas Marques et al. (2010) fazem uma discussdo mais detalhada levantando
varias hipdteses para explicar a maior freqiéncia do parasito em alcoolistas
cronicos, resumidas a seguir: (a) pobre padréo de higiene do alcoolista favorecendo
a infeccdo exogena e a autoinfeccdo perianal (larva currens); (b) reducdo da
motilidade intestinal induzida pelo etanol, aumentando a permanéncia de larvas no
intestino, favorecendo a autoinfeccéo; (c) imunossupressao da imunidade adaptativa

ou inata, induzida pelo etanol favorecendo a autoinfeccdo e a sobrevivéncia do
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parasito; (d) alteracdo no metabolismo de esterdides; (e) desregulacdo da resposta
imunitaria com alteracdo na producdo de anticorpos e da imunidade celular que

interferem na diferenciacdo das larvas do parasito.

De-Oliveira et al. (2002) e Zago-Gomes et al. (2002) consideraram a
imunossupressao da resposta adaptativa, como possivel mecanismo da maior
prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas. No entanto a resposta Th2 n&o parece
comprometida pelo consumo do etanol (GONZALEZ-QUINTELA et al., 1999;
DOMINGUEZ-SANTALLA et al., 2001). Como a resisténcia ao parasito €
predominantemente decorrente de resposta Th2 (NEVA et al., 1998; PORTO et al.,
2001), aparentemente preservada no alcoolista (KROLEWIECKI et al., 2001), fica
dificil admitir que a imunossupressdo seja 0 mecanismo fundamental na maior
prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas. Por outro lado, o etanol interfere na
imunidade inata (SZABO & MANDREKAR, 2009), principalmente na atividade de
fagécitos e do complemento, ambos importantes na resisténcia ao parasito nas
fases iniciais da infeccao (GALIOTO et al., 2006; PADIGEL et al., 2006).

Como o parasito se dissemina com frequéncia apos uso de corticéides, foi
admitido que o0 mecanismo dessa disseminacdo estivesse ligado ndo a
imunossupressdo em si, mas ao fato de que metabdlitos de esterdides possam
mimetizar as ecdisonas, hormonios que atuam na diferenciacéo das larvas filaridides
infectantes. Como o etanol interfere no eixo hipotalamo-hipéfise com aumento da
secrecdo de glicocorticéides (OGILVIE et al., 1998), e no figado aumentando a
atividade do reticulo endoplasmatico (LIEBER, 1997) onde os esterdides sao
metabolizados, isto poderia resultar no aumento da producdo de possiveis
metabdlitos ecdisonas-simile (GENTA, 1992). Este poderia ser um mecanismo
envolvido na facilitagdo da autoinfecgdo em alcoolistas.

A possibilidade de uma alteracdo na resposta imunitaria do hospedeiro
interferir na evolucdo do parasito é sustentada pela observagcdo experimental que a
auséncia de anticorpos anti-Strongyloides ratti favorece a diferenciacdo direta de
larvas filaridides infectantes, enquanto que a presenca dos anticorpos favorece a
diferenciacdo de machos e fémeas de vida livre em roedores (HARVEY et.al., 2000).
Em pacientes com AIDS foi demonstrado uma relag&o inversa entre o nimero de LT
CD4+ e o desenvolvimento direto das larvas rabditéides em machos e fémeas de

vida livre, desfavorecendo o desenvolvimento direto em larvas filaridides infectantes
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(VINEY et al., 2004). Esse dado mostra, indiretamente, uma influéncia da resposta
imunitaria no desenvolvimento do S. stercoralis, reforcando a idéia de que a
resposta imunitaria regula o desenvolvimento do parasito. E possivel, portanto, que
em alcoolistas cronicos haja uma desregulacdo do sistema imunitario que favoreca a
diferenciacdo em larvas filaridides ainda no tubo digestivo, facilitando a autoinfeccéo

e, por consequéncia, a persisténcia do parasito no duodeno.

2.2 Modelo experimental de infeccdo com Strongyloides venezuelensis em

camundongos

Strongyloides venezuelensis € uma das 52 espécies de nematoides do
género Strongyloides (Rhabditida, Strongyloididae) e parasito roedores
(WERTHEIM, 1970). Foi isolado inicialmente de Rattus norvegicus, por meio de uma
infeccdo mista de S. venezuelensis e S. ratti. O isolamento foi feito por infeccbes
sucessivas em ratos da linhagem Wistar, em que a espécie S. ratti foi perdida
permanecendo somente a espécie S. venezuelensis (BRUMPT, 1934).

Rattus norvegicus € um hospedeiro natural de S. venezuelensis, porém este
nematodide também infecta facilmente camundongos (Mus musculus) e gerbilos
(Meriones unguiculatus) (SATO & TOMA, 1990; TAKAMURE et al., 1995; NAKAI &
AMARANTE, 2001; BAEK et al., 2002; FERNANDES et al., 2008).

Em véarias pesquisas acerca da estrongiloidiase tem sido utilizado como
modelo experimental o parasito Strongyloides venezuelensis, por ser de facil
manutencdo em laboratoério por passagens seriadas em ratos (WERTHEIM, 1970),
além de eliminar uma grande quantidade de ovos; apresenta ainda, passagem pelo
pulmdo durante a migracdo das larvas apos a infeccdo, o que é semelhante a S.
stercoralis (SATO & TOMA, 1990; TAKAMURE, 1995).

2.2.1 Morfologia de Strongyloides venezuelensis

As fémeas partenogenéticas de S. venezuelensis que vivem nas criptas da
mucosa do terco anterior do intestino delgado tem comprimento médio entre 2,49 a
2,97 mm, com amplitude entre 2,0 e 3,49 mm; a espessura média varia entre 31 e

40 mm, com amplitude entre 29 e 43 mm (TAIRA et al., 1994). Quando maduras,



23

apresentam o0s ovarios com o0s ovos enfileirados que podem ser facilmente

observados em fragmentos da mucosa espremidos entre laminas de vidro (Figura 1).

Figura 1 — (A) e (B) Fémeas partenogenéticas com ovos enfileirados na mucosa intestinal de
camundongo infectado.

Os ovos sao eliminados com as fezes, sem eclosdao. Sdo ovais, medindo
52,35+2,43 x 25,39+ 1,09 um (Figura 2) (BAEK et al., 1998).

B

Figura 2 — Ovo de S. venezuelensis em fezes de gerbilo: (A) larvado e (B) nado larvado

No meio exterior, os ovos eclodem e liberam as lavas rabditéides (L1), que
evoluem para larvas L2, e que por sua vez, evoluem para larvas filaridides (L3)
infectantes ou passam pra o estadio L4 e ddo origem a adultos de vida livre (Figura
3). Segundo Hino et al. (2014), ou ndo ha diferenciacdo de machos de vida livre na
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espécie, ou ela é muito rara, e a diferenciacdo de fémeas € um evento muito pouco
frequente (19 casos em 162 culturas feitas pelo autor em trés temperaturas: 19°, 25°
e 30° C), diferentemente do que acontece com outras espécies de Strongyloides,
como o S. ratti e 0o S. stercoralis. As larvas L3 infectantes apresentam eso6fago
filariforme, intestino e cauda bifurcada (Figura 4), com comprimento médio de 544 a
590 um com amplitude entre 470 e 640 um e com espessura média de 15,6 a 17,9
pm com amplitude entre 14,4 a 19 um. (TAIRA et al., 1994).

Figura 3: Aspecto microscépico do sedimento do Baerman de cultura de ovos de S.venezuelensis em
vermiculita no sétimo dia apés a incubacédo. (A) - Larvas (setas azuis) e fémeas de vida livre (setas
vermelhas). (B) - Campo microscopico em maior aumento mostrando larva rabditoide (seta branca),
larva filaridide (seta preta) e fémea de vida livre na qual pode ser observado um ovo no Utero (seta

amarela).

Figura 4: Larva filaridide (L3) de S. venezuelensis: (A) Esdfago filariforme, (B) cauda bifurcada e (C)

extremidade posterior
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2.2.2 Ciclo evolutivo do Strongyloides venezuelensis no camundongo

Apés inoculagdo subcutdnea de larvas L3 de S. venezuelensis em
camundongos, a infec¢cdo pode ser acompanhada pela contagem de ovos nas fezes
ou pela detecgéo dos vermes no intestino. O intervalo de tempo entre a infeccdo e a
eliminacdo dos primeiros ovos nas fezes (periodo pré-patente) e a quantidade de
ovos eliminados € variavel de acordo com a linhagem e a idade do camundongo e
com a quantidade de larvas inoculadas. Esse periodo pré-patente varia de cinco a
seis dias em camundongos de diferentes linhagens e tamanho do indculo (SATO &
TOMA, 1990; AMARANTE & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002; NAKAI & AMARANTE,
2001). O tempo de duracdo da eliminacdo de ovos nas fezes (periodo patente),
correspondente ao tempo em que as fémeas estdo presentes e viaveis no intestino,
esta em torno de 14 dias, também com pequenas variacdes relacionadas a linhagem
e idade do animal e tamanho do in6culo (SATO & TOMA, 1990; AMARANTE &
OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002; GAZZINELLI & MELO, 2008; MARTINS et al., 2009;
OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2014).

Foi demonstrado que o tamanho do indculo é inversamente proporcional ao
comprimento que as fémeas partenogenéticas atingem no intestino, ao inicio da
deteccdo de ovos nas fezes, e diretamente proporcional ao periodo patente, ao
tempo necessario para que seja detectado um pico na eliminacdo de ovos, a
contagem geral do numero de ovos por grama de fezes e a contagem do nimero de
fémeas partenogenéticas recuperadas do intestino (NAKAI & AMARANTE, 2001).
Por outro lado nem sempre doses infectantes muito elevadas resultam em uma
carga parasitaria superior aquelas resultantes de doses menores. No estudo de
Nakai e Amarante (2001) que utilizaram in6culos com 500, 1000, 2000, ou 4000 L3
em camundongos, constatou-se que o inéculo de 2000 L3 foi o que resultou em
maior niumero de parasitos adultos no intestino. Os autores admitem que esse
achado deve-se provavelmente, ao fato de que indculos elevados provoquem uma
reacao imunolégica mais acentuada do hospedeiro, resultando na eliminagcdo mais

rapida dos parasitos.

Strongyloides venezuelensis possui um ciclo pulmonar em roedores
semelhante ao de S. stercoralis em humanos (Figura 5). A infecgcdo por S.
venezuelensis também ocorre pela penetracdo ativa das larvas filaridides (larvas de

3° estadio ou L3i) pela pele ou mucosa do hospedeiro. Nos in6culos experimentais
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em camundongos observa-se que as larvas migram para os musculos esqueléticos,
inicialmente no terco inferior do corpo e em seguida para o terco superior, e dai para
os pulmbes, de onde migram para o intestino (TAKAMURE, 1995). As L3 séo
capazes de penetrar na pele por meio de uma enzima conhecida como
metaloprotease, especifica de larva infectante, porém, uma vez dentro dos tecidos
dos hospedeiros, perdem a capacidade de penetrar na pele algumas horas depois
(MARUYAMA et al., 2006).

indireto
. 5@
o2,
V / s-o/lo
K ) -
&3) Larvas rabditdides

Figura 5: Ciclo evolutivo do S. venezuelensis em camundongo.

Fonte: adaptado de http://www.ebah.com.br/content/ABAAAfelcAK/parasitologia-helmintos.

Dos pulmbes, onde sdo detectadas entre um e trés dias apo6s in6culo no
subcutaneo, as larvas migram gradualmente pelas vias aéreas superiores passando
pela faringe, esdfago e estbmago até atingir o duodeno onde terminam a maturacéo
e iniciam a postura dos ovos. Fémeas imaturas podem ser encontradas no intestino
a partir do segundo dia apos a infeccdo (SATO & TOMA, 1990). Os vermes adultos
de S. venezuelensis secretam moléculas de adesdo existentes na boca, que

desempenham um papel importante na invasdo, adesdo e estabelecimento na
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mucosa intestinal. Essas moléculas de adesdo comecam a ser secretadas quando
as larvas deixam os pulmdes (MARUYAMA & NAWA, 1997).

Apoés o estabelecimento no intestino, as larvas se transformam em fémeas
adultas entre o quinto e sexto dia apds infeccdo, completando seu desenvolvimento
e amadurecimento sexual, 0 que corresponde ao inicio da postura dos ovos. O pico
de eliminacdo de ovos é observado entre o 6° e 8° dia pos- infeccdo (DPI), mas na
maioria das vezes, 0 pico ocorre no 7° DPI (SATO & TOMA, 1990; AMARANTE &
OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002; NAKAI & AMARANTE, 2001). A maioria das fémeas
fica localizada nas porgdes iniciais do intestino delgado, correspondendo ao
duodeno e jejuno (NAKAI & AMARANTE, 2001), onde se alojam entre as células
epiteliais e a lamina prépria da mucosa intestinal (PEREIRA, 2008). Diferentemente
dos seres humanos infectados com S. stercoralis que normalmente eliminam larvas
nas fezes, os roedores infectados com S. venezuelensis eliminam ovos que podem
ser facilmente recuperados (BAEK et al., 2002). As fémeas adultas comecam a ser
eliminadas do intestino a partir do 8°, e entre o 10° e 0 14° DPI a eliminacéo se
completa (SATO & TOMA, 1990; AMARANTE & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002). Essa
eliminagdo espontidnea se deve a um mecanismo de resisténcia natural do

camundongo a esse parasito, que sera discutido a seguir.

No meio ambiente, os ovos do S. venezuelensis eclodem e as larvas L1
evoluem na sua maioria para as larvas L3, infectantes. A diferenciagdo em vermes
adultos é muito pouco frequente, sendo que quando aparecem sao sempre fémeas,
de acordo com algumas observactes relatadas (HASEGAWA et al., 1988, HINO et
al., 2014).

2.2.3 Mecanismos de resisténcia a infeccado por Strongyloides venezuelensis.

A resposta imunolégica e protecdo do hospedeiro contra infec¢do por
nematodides intestinais tém sido estudada na infeccdo humana e em modelos
experimentais. Os resultados mostram mecanismos gerais, comuns aos diferentes
parasitos e hospedeiros, entre 0s quais estdo a dependéncia de células T
predominantemente caracterizada por resposta tipo Th2, com producao de IL-4, IL-5,
IL-9 e IL-13, responsaveis pela ativacdo de eosindfilos, mastocitos, basdfilos e

macrofagos alternativamente ativados, aumento nos niveis de Imunoglobulina E
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(IgE) e IgG4 em humanos (ou IgE e IgG1 em camundongos) e aumento da producao
de muco pelas células caliciformes localizadas no epitélio superficial da mucosa
(FINKELMAN et al., 1997; ONAH & NAWA, 2000; FINKELMAN et al.,, 2004;
KREIDER et al., 2007; MAIZELS et al., 2009; NAKANISHI, 2010). Esses
mecanismos atuam na eliminagdo dos vermes, com amplas variacdes dependendo
da espécie. Apesar da énfase na resposta imunitaria adaptativa, cada vez mais se
demonstra que a resposta imunitaria inata é importante co-adjuvante nos

mecanismos de resisténcia aos helmintos (YASUDA et al., 2014).

A resisténcia a infeccéo por S. venezuelensis depende da imunidade inata e
adaptativa, e os sitios de maior contato do parasito com os tecidos do hospedeiro
sdo o pulmédo e a mucosa intestinal, onde se desenvolvem reacdes inflamatorias
com eosinofilia, além de alteracBes epiteliais importantes especialmente a
diferenciacédo de células produtoras de muco (células caliciformes) (EL-MALKY et al.,
2003; YASUDA et al.,, 2014). A expulsdo de S. venezuelensis depende de
mastocitose na mucosa, ativacao de mastécitos via FCRy e FcRe e dos anticorpos
IgG1 e IgE (Figura 6) (MATSUMOTO et al., 2013; YASUDA et al., 2014).

« Mastocitos
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Figura 6: Mecanismo de resisténcia a infec¢do por S. venezuelensis no intestino
Fonte: adaptado de Yasuda et al. (2014)
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Na infeccdo por S. venezuelensis as alteracbes mais comuns sao: (a)
instalacdo de inflamacdo com exsudato de eosindfilos no pulméao, acompanhada de
diferenciacdo de células caliciformes no epitélio brénquico; a reacdo pulmonar é
semelhante ao que se descreve na sindrome de Loffler em infecgcdo humana por
geohelmintos com ciclo pulmonar (YASUDA et al., 2012); (b) mastocitose na mucosa
intestinal com infiltrado eosinofilico, inclusive com eosindfilos intra-epiteliais (KHAN
et al., 1993; EL-MALKY et al., 2003); (c) eosinofilia circulante a partir do 7° dia apés
a infeccdo, aumentando progressivamente até a expulsdo dos vermes (YASUDA et
al., 2012); (d) aumento nos niveis séricos de IgE e IgG1 (MATSUMOTO et al., 2013).

A inflamacédo pulmonar é dependente de IL-33, produzida e liberada pelos
pneumacitos do tipo Il ativados pelas larvas (quitina do revestimento da larva) e que
estimula os linfocitos da imunidade inata do tipo 2 (ILC2, - Innate Lymphoid Cells 2).
Os ILC2 produzem IL-5 e IL-13 responsaveis por induzir a eosinofilia e a hiperplasia

das células caliciformes do epitélio bréonquico (Figura 7) (YASUDA et al., 2014).
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Figura 7: Mecanismo de resisténcia & infec¢do por S. venezuelensis no pulméo
Fonte: adaptado de Yasuda et al. (2014)

A imunidade adaptativa ao S venezuelensis € do tipo Th2, com producéo de

IL-4, IL-5 e IL-13, responsaveis pela eosinofilia, mastocitose e hiperplasia de células
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caliciformes que ocorre nas mucosas com participacdo ativa de linfécitos B na
producdo de anticorpos IgG1 e IgE (Figura 8) (EL-MALKY et al., 2013; YASUDA et
al., 2014).
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Figura 8: Imunidade adaptativa as larvas de S. venezuelensis

A expulsdo dos vermes depende da eosinofilia, da mastocitose e da ativacao
dos mastécitos pelos anticorpos IgG1 e IgE, sendo essa ativacao indispensavel para
a resisténcia (SASAKI et al., 2005).

Camundongos que expulsaram o0s vermes apdés uma primeira infeccao
tornam-se resistentes a reinfeccdo. A protecdo contra uma nova infeccdo €
demonstrada por reducdo acentuada no nimero e na fecundidade das fémeas. A
resisténcia comeca a se manifestar precocemente, ja que se demonstra reducao de
larvas no pulmdo e expulsdo de larvas do intestino antes de completarem a
maturacdo, demonstrando que existe uma resposta imunitaria adaptativa contra as
larvas tentando elimina-las durante o processo de migracdo (SATO & TOMA, 1990;
AMARANTE & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002; FERNANDES et al., 2008; SCHILTER
et al., 2010). O mecanismo da expulsao dos vermes inclui a ativacdo dos mastocitos,
0s quais liberam mediadores que ativam os movimentos do intestino, especialmente
na mucosa (movimento da muscular da mucosa), que impedem os parasitos adultos
de invadir a mucosa intestinal do hospedeiro; liberam ainda, glicosaminoglicanos
que agem sobre as fémeas inibindo a ligacdo de moléculas de adesédo de S.
venezuelensis e consequentemente impedindo a sua aderéncia a mucosa,
dificultando a invasao nas criptas (MARUYAMA et al. 2000).
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3. OBJETIVOS

Estudar a evolucdo da infeccdo causada pelo S. venezuelensis em camundongos
submetidos a uma intoxica¢do aguda ou a episédios de intoxicacdo aguda durante

ingestao cronica de etanol, avaliando:

1

A cinética de eliminacdo de ovos, por contagem diaria nas fezes até o seu

completo desaparecimento;
2- O nuamero de larvas nos pulmdes 48 horas apoés a infeccao;

3- O numero de fémeas partenogenéticas no intestino nos dias 8 ou 9 apoés a

infeccao;

4

O namero de eosindfilos circulantes no 29, 6°, 10° e 14° dia apos a infeccéo.



32

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Camundongos utilizados nos experimentos

Foram utilizados camundongos suicos machos originados do Biotério do
Centro de Ciéncias da Saude, com 6 semanas de idade e peso médio de 32g,
mantidos em gaiolas de plastico com tampas metélicas e alimentados com racao
comercial e agua ad libitum. Camundongos machos foram utilizados devido & maior
frequéncia de etilismo no sexo masculino e maior susceptibilidade de infeccado nesse
género (RIVERO et al., 2002a e 2002hb).

4.2 Parasito

O parasito Strongyloides venezuelensis pertence a uma cepa mantida no
Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG e tem sido mantido no laboratério de
Parasitologia do Departamento de Patologia da UFES, em gerbilos (Meriones
unguiculatus), infectados subcutaneamente com 1000 larvas filaridides (L3). Séo
utilizados gerbilos para manutencdo do S. venezuelensis pelo fato desse roedor ser
muito susceptivel ao nematdide, mantendo infeccdes persistentes por longos
periodos (BAEK et al. 2002).

4.3 Indugéo do etilismo agudo

Etilismo agudo nos camundongos foi induzido por gavagem, utilizando
solucéo de etanol a 40%, em volume correspondente a 7 mg de etanol/ g de peso
corporal. Essa dose de etanol induz uma intoxicacdo aguda sem mortalidade
(CARSON & PRUETT, 1996). Animais controle receberam igual volume de agua e

foram mantidos com agua e racgao ad libitum.

4.4 Inducéo dos episodios de etilismo agudo associado a ingestéo cronica do etanol

Etilismo crbénico nos camundongos foi induzido por ingestéo forcada de etanol
na agua de consumo, acrescido de intoxicacdo aguda segundo modelo proposto por

Bertola et al. (2013), com modificagbes. Os animais receberam concentragdes
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crescentes de etanol na 4gua acrescida de edulcorante artificial para estimular o
consumo (sacarina sodica associada com ciclamato de sédio): 5% (v/v) durante 7
dias, 10% (v/v) durante 7 dias e 15% (v/v) até o final do experimento. As
mamadeiras foram trocadas diariamente tomando-se o cuidado de pesa-las antes e
apos as trocas para estabelecer a quantidade da solugdo que foi ingerida pelo
camundongo. A partir da 42 semana, apos o inicio da inducdo da intoxicacéo cronica
por etanol, os camundongos foram submetidos a um episodio de etilismo agudo
(5mg de etanol/g de peso corporal) a cada semana, durante 3 semanas, quando
entdo, foram infectados com larvas L3 de S.venezuelensis. Os animais continuaram
a receber o etanol apos a infeccao até o final do experimento. Animais de mesma

idade foram mantidos com &gua e ragéo ad libitum.

4.5 Infeccdo com Strongyloides venezuelensis

Os camundongos foram infectados com larvas L3 de S. venezuelensis obtidas
pelo cultivo das fezes dos gerbilos, contendo os ovos do parasito, em vermiculita.

Os gerbilos infectados foram colocados em gaiolas contendo jornal
umedecido e fundo anticoprofagico por um periodo de 24 horas. ApOs esse tempo,
as fezes foram recolhidas e colocadas, com o auxilio de palito de picolé, em um
frasco de plastico de 250 mL, misturando-as com vermiculita na proporcédo de 1:2
segundo Ribeiro et al. (2014). O frasco contendo a cultura foi coberto com papel
aluminio perfurado, para entrada de ar e incubado em estufa a 28° C durante 5 dias.
Verificou-se diariamente o grau de umidade, a homogeneidade e aeracdo das
culturas, para promover condi¢cdes adequadas para a eclosdo das larvas. Apés a
incubacdo, as L3 presentes na coprocultura foram isoladas e concentradas pela
técnica de Baermann modificada por Moraes (1948). Para a realiza¢do desta técnica
foi preparado um funil com a mangueira de latex vedada por pinca de Mohr, sobre
um suporte de madeira, onde foi adicionada agua aquecida a 45°C e uma trouxa
feita com gazes contendo a cultura de fezes. Apos repouso de 60 minutos, a trouxa
foi retirada e descartada. O material presente no funil foi colocado em tubo conico e
centrifugado a 2000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
analisado no microscépio com objetiva de 4x para a quantificacdo das larvas e

posterior inoculagdo nos camundongos.
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Os camundongos foram inoculados no subcutaneo da parede abdominal,
mais proximo da regido inguinal, com 700 larvas em volume de 0,1 mL, dose
frequentemente utilizada para estudo do parasito em camundongos (PEREIRA,
2008).

4.6 Avaliagéo da infecgdo com Stronyloides venezuelensis

A infeccdo por S. venezuelensis foi avaliada pela: contagem de ovos
eliminados nas fezes; quantificacdo de larvas recuperadas do pulmao; contagem de

fémeas partenogenéticas recuperadas do intestino.

4.6.1 Contagem dos ovos de Strongyloides venezuelensis nas fezes

A partir do quinto dia pés-infeccdo, amostras de fezes foram colhidas todos os
dias e pesadas para contagem do numero de ovos. Para colheita das fezes, os
animais foram colocados em gaiolas com fundo anticoprofagico contendo folhas de
jornal umedecido abaixo desse fundo. Desse modo, as fezes foram facilmente
coletadas a cada 24 horas. Dois gramas de fezes foram diluidos em 30 mL de
solucdo saturada de NaCl. ApGs agitacdo, a mistura foi filtrada em peneira de nylon;
em seguida foram acrescentados mais 30 mL de solucdo salina saturada. Sob
homogeneizacdo, uma aliquota foi retirada com pipeta Pasteur e aplicada com
cuidado, para nédo formar bolhas de ar, em cada um dos compartimentos da camara
de McMaster até que todo o compartimento fosse preenchido. A camara foi deixada
em repouso por 2 minutos e, logo apos, examinada em microscopio com objetiva de

10x. A contagem de ovos foi sempre feita em triplicata.

A contagem foi realizada de acordo com a técnica de Gordon e Whitlock
(1939), modificada, utilizando camara de McMaster. Esta camara (Figura 9)
apresenta dois compartimentos de contagem, cada um com um quadrado de 1,0 cm
x 1,0 cm desenhado na lamina superior. O espaco entre as duas laminas é de 0,15
cm. Portanto debaixo de cada quadrado cabe um volume de 0,15 mL (1x1x0,15)
Considerando que a camara tem dois compartimentos e a contagem foi feita nos
dois, o numero de ovos foi contado em 2x0,15 mL, ou seja em 0,3 mL, sendo

considerada a média como o valor de um compartimento. Como as fezes (2g) foram
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suspensas em 60mL de solugdo saturada de NaCl, o numero de ovos por grama de

fezes (Xg) foi obtido apds o seguinte calculo:

N x 60
Xg= ———— + 2
0,15
Onde N é o numero de ovos contados em cada quadrado (em 0,15 ml), 60 é o
volume da suspenséo, 0,15 é o volume da camara e 2 representa as duas gramas
de fezes suspendidas. Como os valores 60, 0,15 e 2 sdo constantes, a formula pode

ser simplificada para:

Figura 9 - Camara de McMaster em vistas frontais e em corte para mostrar a distancia entre as duas

laminas.

A contagem de ovos por grama de fezes foi realizada até que trés avaliacdes
consecutivas fossem negativas. Apés a ultima contagem de ovos, 0s camundongos

foram eutanasiados para avaliar a presenca de vermes adultos no intestino delgado.
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4.6.2 Contagem de larvas de Strongyloides venezuelensis no pulméo

Para a realizacdo da contagem de larvas no pulméo, os animais foram
sacrificados com sobredose de uma mistura de cloridrato de cetamina com cloridrato

de xilazina por via intraperitoneal.

As larvas presentes no pulmdo foram quantificadas 48 h apds a infeccao,
conforme descrito por Pereira (2008). O lobo pulmonar esquerdo foi dissecado,
fragmentado com tesoura e colocado sobre tela de nylon em um béquer com salina
(0,85% NacCl), o qual foi mantido a 37° C em banho-maria por 4 horas, para
migracao das larvas do parénquima pulmonar para a solu¢do. Apos este periodo, 0
material foi concentrado por centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o

sedimento foi analisado ao microscépio Optico para quantificacdo das larvas.

4.6.2.1 Analise histopatologica do pulméao

ApoOs o sacrificio dos animais o lobo pulmonar superior direito foi fixado
imediatamente em Bouin a 1:4 em salina, incluido em parafina para estudo
histopatologico, com o intuito de analisar as altera¢cdes do tecido, causadas pela

passagem das larvas no mesmo.

4.6.3 Contagem de fémeas de Strongyloides venezuelensis no intestino

Para recuperacdo de fémeas de S. venezuelensis utilizamos o método
descrito por Pereira (2008). Apds a contagem dos ovos, no 8° dia (experimento de
etilismoagudo) ou no 9° dia (experimento de etilismo crénico) apos a infeccéo, 0s
animais foram eutanasiados como descrito para coleta dos pulmdes. Todo o
intestino delgado dos animais infectados, controles e alcoolistas, foi retirado. O
intestino foi aberto longitudinalmente, colocado sobre tela de nylon dentro de um
béquer contendo solugéo salina (0,85% NacCl), incubado em banho maria por 4h a
37°C para migracdo das fémeas partenogenéticas da mucosa intestinal para a
solucdo. Apés este periodo as fémeas depositadas no fundo do béquer foram

concentradas por centrifugacéo e quantificadas com auxilio de microscopio optico.
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4.6.4 Contagem de leucdcitos totais e de eosinofilos no sangue circulante

A contagem dos leucécitos e eosindfilos circulantes no sangue foi realizada
no 2° 6° 10° e 14° apls a infeccdo. Os camundongos foram anestesiados
intraperitonealmente com Cetamina/Xilazina. Depois de anestesiados, foi realizada a
coleta de sangue através da técnica preconizada por Hoffmann (1963), que consiste
em puncionar o plexo orbital existente nos mamiferos, com um tubo capilar
umedecido com EDTA, entre o globulo ocular e o fundo da cavidade orbitaria. Foram

colhidos 50uL de sangue em cada pungao.

A contagem de leucécitos totais foi realizada em camara de Neubauer. A
partir do sangue colhido com EDTA, foi feita a diluicdo de 1:20 com o liquido Turk
(hemolitico) e, em seguida, foram contados os leucdcitos dos 4 quadrantes laterais

da camara. Os valores foram expressos em leucécitos/mm? de sangue.

Para a contagem diferencial de eosindfilos circulantes foram feitos esfregacos
sanguineos a partir do sangue coletado no momento da sangria. Estes esfregacos
foram imediatamente corados com corante panatico rapido (Instant Prov — Newprov;
Parana, Brasil) e examinados com objetiva de imersdo (100x) para contagem
diferencial dos leucécitos. O resultado foi expresso em leucécitos/mm? de sangue

(valor absoluto) de cada tipo celular.

4.7 Delineamento experimental

Em todos os experimentos para avaliar o efeito da intoxicacdo etilica aguda,
os animais foram infectados uma hora ap6s a gavagem (gv) (Figura 9).
Procedimento semelhante foi feito no modelo de etilismo crbnico: os animais, que
estavam ingerindo etanol a 15%, foram infectados uma hora apés o terceiro episodio
de etilismo agudo (Figura 10).

Para avaliacdo da eliminacdo dos ovos, contagem das larvas no pulméao e dos
vermes adultos no intestino e contagem de eosindfilos no sangue periférico, foi
utilizado 10 camundongos machos para cada experimento (cinco submetidos a

intoxicagéo alcoolica e cinco controles).
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Figura 10 - Delineamento experimental do etilismo agudo.
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4.8 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como medianas e intervalos
interquartilicos. A comparacdo das medianas das variaveis quantitativas (OPG,
namero de larvas no pulméo, nimero de fémeas no intestino e namero de leucécitos
e eosindfilos no sangue periférico) foi feita pelo teste ndo paramétrico Wilcoxon, com
utilizacdo do software GraphPad Prism 6.0. Foram considerados significantes os
valores de p<0,05. A comparacéo da ovoposi¢cado (OPG) ao longo do tempo foi feita

comparando as areas sob as curvas obtidas com o grupo controle e o experimental.

4.9 Aspectos éticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFES (n° do protocolo 035/2011).

5. RESULTADOS

A realizacao de culturas a partir de gerbilos infectados possibilitou a obtencao
de ovos durante todo o periodo da pesquisa. A utilizacdo da vermiculita como meio
de cultura mostrou também excelentes resultados, com culturas positivas na grande
maioria dos casos. As culturas eram analisadas no quinto ou sexto dia de incubacéo
para a obtencéo de larvas L3. Raramente observamos formas adultas do parasito.

Os animais alcoolizados apresentaram sinais de intoxicacdo etilica aguda
instantes depois da ingestdo de etanol, evidenciada pelo andar cambaleante,
arrepiamento da pelagem, falta de coordenacdo motora e imobilidade por entrarem
em estado de coma superficial, do qual se recuperavam 40 a 60 minutos depois.
Portanto, a dose de etanol utilizada nos experimentos foi suficiente para induzir uma
intoxicacdo aguda em todos 0s animais que apresentaram sinais evidentes de
alteracdes no movimento e nos niveis de consciéncia, sem terem sido levados a um

estado de coma profundo, irrecuperavel.

5.1 Contagem dos ovos nas fezes

5.1.1 Um episodio de etilismo agudo



41

Os resultados da contagem de ovos nas fezes dos camundongos submetidos
a intoxicacao etilica aguda e nos correspondentes controles estéo representados na
Figura 12. Nos dois grupos a eliminacdo de ovos comecou ho sexto dia; no grupo
controle foi negativa no 15° DPI e no grupo etanol a eliminacdo de ovos foi negativa
no 18° DPI. Apéds a ultima contagem de ovos, nao foi observado presenca de fémeas
no intestino delgado. O numero de ovos foi significativamente maior no grupo
intoxicado com o etanol (p<0,05). A area sob a curva foi significativamente maior
(Figura 13). As curvas mostraram-se semelhantes quanto ao formato, com 0s picos

de ovoposicdo no 8° dia.
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Figura 12 - Numero de ovos por grama de fezes (OPG) de camundongos infectados por S.
venezuelensis e submetidos ao etilismo agudo e do grupo controle correspondente, analisados
diariamente apés a infeccdo com 700 L3 de S. venezuelensis até a completa negativacdo da

eliminacdo de ovos.
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Figura 13 - Quantificacdo diaria da eliminacdo de ovos entre 0 5° e o0 18° dia apés a infeccdo com S.
venezuelensis em camundongos com intoxicagdo etilica aguda e seus respectivos controles, baseado

na curva de eliminagdo. As barras representam a média e o erro padrdo da média, *p<0,05.

5.1.2 Episddios repetidos de etilismo agudo em animais submetidos ao etilismo

cronico

O resultado da contagem de ovos nas fezes dos camundongos submetidos a
um modelo de etilismo crbnico intercalado com trés episédios de etilismo agudo
(grupo etanol) e dos respectivos controles estd representado na figura 14. A
eliminacdo de ovos foi significativamente maior no grupo etanol (p<0,05). Como
pode ser observado, a ovoposi¢ao foi iniciada no 6° dia nos dois grupos e negativou
a partir do 16° dia no grupo controle e a partir do 18° no grupo etanol. Apos a ultima
contagem de ovos, ndo foi observado a presenca de fémeas no intestino delgado. A
forma da curva foi, assim como no experimento com etilismo agudo, semelhante
quanto ao formato nos dois grupos com pico do nimero de ovos no 9° dia ap6s a

infeccdo. A area sob a curva foi significativamente maior no grupo etanol (Figura 15).
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Figura 14 - Numero de ovos por grama de fezes (OPG) de camundongos infectados com S.
venezuelensis e submetidos ao etilismo cronico com trés episddios de etilismo agudo e do grupo
controle correspondente, analisados diariamente ap6s a infec¢cdo com 700 L3 de S. venezuelensis até

a completa negativagéo da eliminacdo dos ovos.
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Figura 15 - Quantificacédo diaria da eliminacao de ovos entre 0 5° e 0 18° dia apés a infeccdo com S.
venezuelensis em camundongos que receberam trés episédios de intoxicacdo aguda, mantidos com
ingestdo crbnica do etanol e seus respectivos controles, baseado na curva de eliminagdo. As barras

representam a média e o erro padrao da média, *p<0,05.
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5.2 Recuperacao de larvas de Strongyloides venezuelensis do pulméao

5.2.1 Um episddio de etilismo agudo

O aspecto macroscopico dos pulmdes nos dois grupos foi semelhante, com
numerosas areas hemorragicas distribuidas bilateralmente (Figura 16). A
recuperacdo de larvas nos pulmdes 48h apos a infeccdo com S. venezuelensis
apresentou diferenca significativa (p<0,05) e mostrou mediana de 40 (IQ: 32-70)
larvas no grupo etanol e mediana de 33,5 (IQ 11-49,5) no grupo controle (Figura 17).

Figura 16 - Pulm&o de camundongo 48 horas ap0s a infecgdo com S. venezuelensis, apresentando
pontos hemorragicos
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Figura 17 - Numero de larvas recuperadas do lobo esquerdo do pulmdo de camundongos
submetidos a um episddio de etilismo agudo e de camundongos do grupo controle 48h apos a
infeccdo com S. venezuelensis. As barras representam a mediana e o intervalo interquartilico.

*p<0,05
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5.2.2 Episoddios repetidos de etilismo agudo em animais submetidos ao etilismo

cronico

O aspecto macroscopico dos pulmdes foi semelhante ao observado no
experimento de etilismo agudo, sendo frequentes os focos hemorragicos distribuidos
bilateralmente. Ao contrario do observado no experimento de intoxicacdo aguda, nos
animais que receberam trés episédios de intoxicacdo aguda durante a ingestao
cronica do etanol, o numero de larvas foi menor do que no grupo controle
(respectivamente: medianas de 18 (1Q: 5 - 71,5) e 45 (IQ: 30,5 - 101,5). Porém néo
houve diferenca significativa (p>0,05) (Figura 18).

150+
o)
S
£
S
Q 1004
o)
c
") —
>
© 504
[\
gl
=
0 —_—
Controle Etanol
Grupos

Figura 18 - NUmero de larvas recuperadas do lobo esquerdo do pulmdo de camundongos
submetidos a intoxicacao crénica com etanol e a trés episodios de etilismo agudo e de camundongos
do grupo controle 48h apdés a infeccdo com S. venezuelensis. As barras representam a mediana e 0

intervalo interquartilico.

5.2.3. Andlise histopatoldgica do pulméao

Nos dois experimentos (um episédio ou trés episddios de etilismo agudo), o
aspecto microscopico dos pulmdes 48h apods a infeccdo mostrou multiplos focos de
hemorragia intraparenquimatosa, subpleurais ou n&o, confirmando o aspecto

macroscopico observados nos dois modelos de etilismo. N&o se observou diferengas
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aparentes nas é&reas de hemorragia onde o exsudato de leucécitos era
extremamente escasso. Curiosamente o numero de larvas observadas nos cortes

histolégicos foi pequeno (Figura 19).

Figura 19 - Aspecto histologico do pulm&o 48h apos a infecgdo. (A) Foco de hemorragia no qual se

observa uma larva (seta), vista ampliada em (B).

5.3 Recuperacdo de fémeas partenogenéticas de Strongyloides venezuelensis
do intestino delgado

5.3.1 Um episodio de etilismo agudo

No grupo submetido ao etilismo agudo, no 8° dia apdés a infeccdo foi
recuperado um numero significativamente maior de fémeas do que no grupo controle
(p<0,05), respectivamente medianas de 121 (IQ 92 - 155,5) e de 58 (IQ 50 - 88,5)
(Figura 20).
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Figura 20 - Numero de fémeas partenogenéticas recuperadas do intestino delgado de camundongos
submetidos a intoxicacdo aguda com etanol e de camundongos do grupo controle, no 8° dia apos a
infeccdo com S. venezuelensis. As barras representam a mediana e o intervalo interquartilico.
*p<0,05

5.3.2 Episoddios repetidos de etilismo agudo em animais submetidos ao etilismo

cronico

No grupo submetido a trés episddios de etilismo agudo durante a ingestéo
crbnica de etanol, o nimero de fémeas recuperadas no intestino delgado no 9° dia
apos a infeccdo foi significativamente maior do que no grupo controle (p<0,05),
respectivamente, medianas de 52 (1Q 34 - 73) e de 12 (IQ 1,75 - 24,25) (Figura 21).
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Figura 21 - Numero de fémeas partenogenéticas recuperadas do intestino delgado de camundongos
submetidos a trés episddios de etilismo agudo durante intoxicacdo cronica com etanol e de
camundongos do grupo controle no 9° dia apos a infeccdo com S. venezuelensis. As barras

representam a mediana e o intervalo interquartilico. *p<0,05

5.4Contagem de leucdcitos totais e eosindéfilos no sangue circulante

5.4.1 Contagem global de leucdcitos no sangue circulante

Os valores referentes as contagens de leucocitos totais em diferentes tempos
apos a infeccao foi semelhante nos dois experimentos (etilismo agudo Figura 22 A e
etilismo crbénico Figura 22 B). Apesar de haver aparente reducdo dos leucocitos
totais no segundo dia apdés a infeccdo, a diferenca ndo foi estatisticamente

significativa em nenhum dos intervalos de tempo em que a avaliacao foi feita.
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Figura 22 - Numero de leucdcitos totais no sangue circulante de camundongos infectados com S.
venezuelensis. (A) camundongos submetidos a um episodio de etilismo agudo e seus respectivos
controles; (B) camundongos submetidos a trés episodios de etilismo agudo durante intoxicacéo

crbnica com etanol. Os pontos representam a mediana e o intervalo interquartilico.

5.4.2 Contagem de eosindfilos no sangue circulante

5.4.2.1 Um episddio de etilismo agudo
Os valores referentes a contagem de eosindfilos em diferentes tempos apés a

infeccdo, nos grupos etanol e controle, estdo apresentados na figura 23. Ha uma
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tendéncia ndo significativa de menor numero de eosinofilos no grupo etanol
especialmente no 14° dia apds a infecgao.
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Figura 23 - Namero de eosinéfilos no sangue circulante de camundongos submetidos a um episodio
de etilismo agudo e de seus respectivos controle, infectados com S. venezuelensis. Os pontos
representam a mediana e o intervalo interquartilico.

5.4.2.2 Episodios repetidos de intoxicacao aguda em animais submetidos a ingestéao
cronica do etanol.

Os valores referentes as contagens de eosinéfilos no sangue circulante
mostraram resultados semelhantes para os grupos etanol e controle (Figura 24). Ha
menor nimero de eosinéfilos no segundo dia apés infecgdo no grupo etanol, mas a

diferenca com o grupo controle néo foi estatisticamente significante.
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Figura 24 - Numero de eosindfilos no sangue circulante de camundongos submetidos a intoxicagdo
crdnica com etanol com trés episédios de etilismo agudo e de seus respectivos controles, infectados
com S. venezuelensis. Os pontos representam a mediana e o intervalo interquartilico.

6. DISCUSSAO

Os camundongos foram infectados com larvas filaridides de S. venezuelensis
provenientes do cultivo das fezes dos gerbilos (Meriones unguiculatus), roedores
também conhecidos como esquilo da Mongodlia, que foram utilizados para a
manutencdo de S. venezuelensis no laboratério de Parasitologia do Departamento
de Patologia. Neste trabalho confirma-se que o gerbilo é 6timo hospedeiro para
manter infec¢cdes com S. venezuelensis por longos periodos de tempo (animais que
persistiram infectados por mais de dois anos), como demonstrado por Baek et al.

(2002) que mantiveram gerbilos infectados além de 570 dias.

As larvas filaridides de S. venezuelensis foram obtidas pelo cultivo das fezes
em vermiculita, que se mostrou excelente meio de cultivo, com eclosdo de grande
guantidade de ovos em praticamente todos os cultivos realizados, confirmando
observacédo do nosso laboratorio (RIBEIRO et al., 2014). Utilizou-se cultivos de 5
dias porque em ensaio piloto, as fezes foram cultivadas em diferentes periodos
(entre 3 e 7 dias) e o maior numero de larvas L3 era obtido no quinto ou no sexto
dia. Segundo Machado et al.(2011a), a infectividade de larvas L3 varia com o tempo

e temperatura de cultivo e, na observacdo relatada pelos autores, a maior
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infectividade demonstrada pela maior recuperacao de fémeas foi com utilizacdo de
larvas obtidas por cultivo de 7 dias a 28°C. Acredita-se que a infectividade das larvas
L3 obtidas apds 5 dias de coprocultura foi boa porque sempre havia recuperacéao de

fémeas apods a infeccao.

Quanto ao modelo de etilismo empregado, foi utilizado o modelo de um
episodio de intoxicacdo aguda, que ja é consagrado na literatura (CARSON &
PRUETT, 1996). Esse tipo de intoxicacdo mimetiza o0 que pode acontecer com
humanos onde ndo é rara a ocorréncia do “bebedor de fim de semana”, com
ingestdo de grande quantidade de bebida alcodlica. Quanto ao outro modelo de
episodios repetidos de etilismo agudo no animal submetido a intoxicacdo crénica,
nao ha informacéo na literatura. Ele foi introduzido com base em publicacdo sobre
etilismo experimental em camundongo utilizando ingestéo forcada de etanol durante
10 dias, seguida de uma intoxicacdo aguda (BERTOLA et al., 2013). Os autores
rotularam esse modelo como de intoxicacdo crénica no qual observaram focos de
infiltracdo de neutrdfilos no figado (modelo de hepatite alcodlica freqiente no etilista
cronico apoés episodio de etilismo agudo). Com base nesse modelo, foi prolongado a
ingestdo forcada do etanol durante seis semanas com interpolagdo de uma
intoxicacdo aguda a cada semana a partir da quarta semana (trés episodios de
etilismos agudo), continuando os animais a receber o etanol apos a infeccéo até o
final do experimento. Acredita-se que esse modelo mimetizaria parcialmente o que
ocorre no etilismo cronico humano, frequentemente associado a um aumento da
ingestdo abusiva nos fins de semana. Embora todos os modelos de etilismo
experimental em camundongos sejam criticaveis, eles sdo os mais faceis e mostram
resultados, especialmente em relacdo a resposta imunitaria, semelhantes ao que se
observa em humanos (D’'SOUZA EL-GUINDY et al., 2010).

Quanto ao comportamento da infeccdo com S. venezuelensis nos
camundongos controles, foi possivel observar resultados semelhantes ao que se
relata na literatura: o inicio da eliminagéo de ovos foi no sexto dia apés a infecgéo.
Na literatura € relatado que a ovoposicéo se inicia no quinto (SATO & TOMA, 1990;
MARTINS et al., 2000; AMARANTE & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002; GAZZINELLI &
MELO, 2008; MARTINS et al., 2009; OLIVEIRA SEQUEIRA et al., 2014) ou sexto dia
(AMARANTE & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002), dependendo da linhagem e idade do

animal e o tamanho do inoculo. O tempo de maior eliminacdo de ovos ocorreu no
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oitavo ou nono dia apos a infeccdo, um pouco diferente do que é relatado na
literatura. A maioria dos autores relatou pico de eliminacdo de ovos no sétimo dia
(GAZZINELLI & MELO, 2008; MARTINS et al., 2009; ESCHENAZI, 2013), tendo
alguns relatado no sexto e mesmo no quinto dia, variagdo decorrente da linhagem
utilizada (SATO e TOMA, 1990; AMARANTE & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002;
OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2014). E possivel que a diferenca na curva de
eliminacdo de ovos observada nos controles dos nossos experimentos esteja
relacionada com o uso de camundongos sui¢cos, ndo utilizados em nenhuma das
pesquisas citadas anteriormente. Por essa razao, foi feita a coleta de fémeas no
intestino delgado no oitavo ou nono dia, correspondendo ao pico de eliminacdo de
ovos nos camundongos suicos. Quanto ao periodo patente, nos dois grupos
controles utilizados, a duracéo da infecgéo ficou entre 15 e 16 dias, alem dos quais
nao houve mais eliminagcdo de ovos e nem encontro de fémeas no intestino delgado.
Esse periodo patente foi ligeiramente maior do que o relatado na literatura, variando
de 10 a 14 dias, dependendo da linhagem e idade dos camundongos e do tamanho
do in6culo (SATO & TOMA, 1990; AMARANTE & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002;
GAZZINELLI & MELO, 2008; MARTINS et al., 2009; ESCHENAZI, 2013). Como ja

referido, nenhuma dessas observacoes foi feita em camundongos suicos.

No presente estudo, os animais controles demonstram que em camundongos
suicos a evolucao da infeccdo com S. venezuelensis € semelhante ao relatado na
literatura, com utilizacdo de camundongos isogénicos de diferentes linhagens,
apenas com diferencas no inicio tardio da eliminacdo de ovos e no pico dessa

eliminacdo, com periodo patente ligeiramente maior.

Os resultados demonstraram que um episodio, ou trés episddios semanais de
etilismo agudo em animais submetidos a ingestdo cronica do etanol facilitaram a
infeccdo com S. venezuelensis no camundongo. De fato, houve maior eliminacéo de
ovos e maior recuperacdo de fémeas do que nos controles, nos dois modelos
estudados. Sugere-se que a possibilidade de que a reducdo da resposta imunitaria
inata induzida pelo etilismo agudo possa ter facilitado a sobrevivéncia de larvas no
pulmdo e aumentado o nimero de fémeas que chegaram ao intestino. Um episédio
de etilismo agudo induz um estado de imunossupressdo, especialmente da
imunidade inata (PRUETT et al., 2004) facilitando infec¢cdes (O'BRIEN et al., 2007;
GORAL et al., 2008) e induzindo aumento de liberacbes de corticoides endbdgenos,
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acompanhada de involug&o do timo e de reducao de linfocitos no baco (HAN et al.,
1993; HAN & PRUETT, 1995). H4, portanto, um comprometimento da imunidade
inata, com reducdo da capacidade migratoria e microbicida de neutréfilos e
monaocitos. A resisténcia a infeccdo por S. venezuelensis depende da imunidade
inata nas primeiras fases de sua evolucédo (YASUDA et al., 2014), mas o real papel
de neutroéfilos ou eosinodfilos na resposta imunitaria inata ao parasito ainda nao esta
esclarecido. Quando as larvas do S venezuelensis passam pelos pulmdes, a quitina
da larva induz pneumdcitos do tipo 2 a liberarem IL-33, que recruta linfécitos da
imunidade inata 2 (ILC2), que por sua vez, produzem citocinas responsaveis pelo
recrutamento de eosindfilos e diferenciacdo mucdide (células caliciformes) no
epitélio bronquico (YASUDA et al., 2014). Nao ha relatos sobre o efeito do etanol
sobre a ILC2, mas € possivel que tal ocorra, ja que outros componentes da
imunidade inata sdo afetados. Por outro lado, existe relato sobre alteracées de
pneumacitos do tipo 2 em roedores submetidos a intoxicacdo cronica com etanol,
mas sem referéncia a producédo de citocinas por essas células (ALLI et al., 2014). Os
neutrofilos e eosindfilos exercem efeitos larvicidas sobre larvas infectantes de S.
stercoralis, sendo possivel que a reducdo na migracdo e atividade dessas células
induzidas pelo etanol possa estar favorecendo a sobrevivéncia de larvas no pulméo
(GALIOTO et al. 2006). E possivel que um efeito semelhante exista também sobre
larvas do S. venezuelensis. De fato, nos animais submetidos a um episédio de
etilismo agudo, o nimero de larvas nos pulmdes foi significativamente maior 48h
apos a infeccdo. O maior niamero de larvas sobreviventes no pulméo, explicaria

nesse experimento, o maior nimero de fémeas observado no intestino.

No experimento em que os camundongos foram submetidos a trés episodios
de etilismo agudo, a depressdo dos mecanismos imunitarios pode ter sido mais
acentuada, porém os efeitos sobre a ovoposi¢cdo e o numero de fémeas no intestino
foram semelhantes aos observados com um Unico episédio de etilismo agudo. No
entanto, o numero de larvas no pulmé&o do grupo etanol foi menor do que no grupo
controle, ao contrario do que ocorreu com 0s animais submetidos a um unico
episodio de etilismo agudo. Sugere-se que a maior depressdo da imunidade inata,
cujo efeito se manifesta retardando a migragédo das larvas, tenha favorecido uma

passagem mais rapida das larvas no pulmédo, de modo tal, que no momento da
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andlise, 48 horas ap6s a infeccdo, a maioria delas tenha migrado para o tubo

digestivo.

Como os episodios de intoxicacdo etilica aguda induzem liberacdo de
corticéides enddgenos, persistente nas primeiras 18 horas (HAN et al., 1993), é
possivel admitir o efeito desses corticoides facilitando diretamente a sobrevivéncia
das larvas durante a migracdo. De fato, os camundongos submetidos a acédo de
corticéides exogenos e infectados com S. venezuelensis apresentam um aumento
da carga parasitaria e reducao na producao de citocinas e anticorpos importantes na
resisténcia ao parasito (MACHADO et al., 2011b).

O etilismo agudo pode interferir na imunidade adaptativa ou porque altera
células apresentadoras de antigeno (LAU et al., 2006) ou pela acédo dos corticoides
enddgenos liberados (HAN & PRUETT, 1995). Portanto pode ter ocorrido um retardo
na resposta adaptativa aos antigenos do helminto, mesmo que pequena, 0 que pode

também ter favorecido a maior sobrevivéncia observada.

Quanto ao impacto da intoxicacdo etilica sobre o numero dos leucécitos e
eosinofilos circulantes, os resultados ndo mostraram diferengas significativas. No
entanto, nos dois experimentos o numero de leucdcitos e eosindfilos no inicio
(segundo dia) da infeccdo era menor nos grupos que receberam o etanol, talvez
refletindo o efeito inibidor de uma intoxicacdo etilica aguda sobre a producdo de
granulécitos na medula éssea especialmente, fato bem demonstrado quando ha
uma infec¢do aguda (ZHANG et al 2009). E possivel que nos camundongos suicos a
resposta eosinofilica a infeccdo seja menor, mas ha necessidade de se investigar
melhor esse aspecto do comportamento do S. venezuelensis em camundongos

suicos.

Concluindo, a avaliacao da infeccdo com S. venezuelensis em camundongos
suicos submetidos a dois diferentes modelos de etilismo agudo mostrou que a
ovoposicao e o numero de vermes recuperados do intestino foi maior nos animais
alcoolizados, sugerindo que a intoxicacdo etilica tenha facilitado a infeccéao,
possivelmente em suas fases iniciais, embora a recuperagcédo de larvas no pulmao

tenha sido maior apenas no grupo gue recebeu um episodio de etilismo agudo.
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7. CONCLUSAO

Um episddio, ou trés episédios semanais de etilismo agudo em animais submetidos
a ingestéo crénica do etanol alterou a cinética da infec¢do de S. venezuelensis em
camundongo, com aumento na eliminacdo de ovos e na recuperacdo de vermes

adultos do intestino, sem diferencgas relacionadas ao modelo da intoxicagéo etilica.
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