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Interacdo entre Strongyloides venezuelensis e Schistosoma mansoni
em camundongos da linhagem AKR/J

Sandro Eugénio Pereira Gazzinellit
Alan Lane de Melo? 2

Resumo

Camundongos da linhagem AKR/J, experimentalmente infectados por Strongyloides venezuelensis, 45 dias apds o
indculo intraperitoneal de cercérias de Schistosoma mansoni, apresentaram uma diminuicao de larvas recuperadas dos
pulmdes, na fecundidade e tamanho alcancado pelas fémeas, quando comparados aos animais infectados somente por
S. venezuelensis. A analise dos resultados sugere uma interacdo parasitaria negativa, com alteracdo da resposta imunoldgica
do hospedeiro, desfavoravel a infecgéo por S. venezuelensis.

Palavras-chave: Strongyloides venezuelensis - Schistosoma mansoni - Camundongos AKR/J; infeccdo concomitante -
Cavidade peritoneal - Camundongos AKR/J.

INTRODUCAO

Infeccbes por mais de um parasito sdo
freqlientes na maioria dos paises em desenvol-
vimento, podendo ocasionar alteragdo da res-
posta imunoldgica do hospedeiro, o que difi-
culta o diagndstico e o tratamento, bem como
a realizacdo de estudos epidemiolégicos (BUCK
et al.,, 1978; CHAMONE; MARQUES;
ALVES-OLIVEIRA, 1986; CHRISTENSEN et
al., 1987).

A presenca de Schistosoma mansoni no
hospedeiro vertebrado é capaz de modular vari-
as doengas parasitarias (GENARO; BRENER,;
COELHO, 1986; TOWNSON; NELSON;
BIANCO, 1985; CURRY et al., 1995;
HELMBY; KULBERG; TROYE-

BLOMBERG, 1998), provavelmente devido a
indugdo da proliferacdo de linfocitos T helper
tipo 2 (Th2), o que contribui para eliminagéo
de varias espécies de nematddeos em camun-
dongos infectados por esse trematodeo
(FINKELMAN et al., 1997; MARUYAMA et
al., 2000b).

Estudos anteriores demonstraram que a
resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospe-
deiro contra os paraitos do género Strongyloides
aparentemente atua, tanto nas larvas durante o
periodo de migracdo, quanto contra 0S vermes
adultos localizados no intestino delgado, com
participacdes de anticorpos, linfocitos T,
macrofagos, eosinéfilos e mastdcitos
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(MOQBEL, 1980; DAWKINS; MITCHEL;
GROVE, 1982; OVINGTON et al., 1998;
MARUYAMA et al., 2000b).

Entre os nematddeos, encontra-se o
Strongyloides venezuelensis, parasito natural de
ratos silvestres, que tem sido utilizado como
modelo experimental para se estudar a
estrongiloidiase humana, pois é capaz de com-
pletar seu ciclo de vida em camundongos, de
maneira semelhante ao observado na infeccdo
por S. stercoralis no homem (SATO; TOMA,
1990; MELO; VASCONCELOS; GAZZINE-
LLI, 2006).

No presente estudo, procurou-se verifi-
car alteracBes na relagéo entre o parasito e seu
hospedeiro, quando camundongos da linhagem
AKR/J sdo infectados por S. venezuelensis, ap6s
infeccdo pelo S. mansoni.

MATERIAIS E METODOS

Camundongos

Foram utilizados, para 0s experimentos,
camundongos Mus musculus machos adultos, da
linhagem AKR/J, com cerca de 30 gramas de
peso, provenientes do Biotério do Departamento
de Parasitologia do ICB/UFMG.. Cada grupo
experimental era constituido de cinco animais.

Parasitos

- Strongyloides venezuelensis

A linhagem utilizada vem sendo mantida
em camundongos AKR/J, em passagens suces-
sivas desde 1987, no Laboratério de Taxonomia
e Biologia de Invertebrados do Departamento
de Parasitologia do ICB/UFMG..

- Schistosoma mansoni

Utilizou-se a linhagem LE, isolada em
Belo Horizonte e mantida ha mais de 40 anos
em passagens sucessivas em hamsters
(Mesocricetus auratus) e moluscos (Biomphalaria
glabrata) criados e mantidos em condigdes
laboratoriais.

InfeccOes

Aliquotas de 0,5ml de suspensdo com
aproximadamente 500 larvas filaridides de S.
venezuelensis foram inoculadas, por via subcu-
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tanea, na regido dorsal de camundongos, 45 dias
apds o indculo intraperitoneal por cerca de 50
cercarias da cepa LE de S. mansoni. Um grupo
de camundongos foi infectado por S.
venezuelensis e outro grupo de animais, nao
infectados, serviram como controle.

Quantificacdo de ovos

Animais dos grupos infectados foram se-
parados diariamente em gaiolas individuais com
fundo falso, para coleta de suas fezes e realiza-
¢do do exame parasitoldgico. Para a realizacdo
do exame quantitativo, foi utilizada uma
espatula para raspar uma tela metalica (malha
120 / fio 0,09 / area aberta 39%) colocada so-
bre as fezes, sendo colhido do material 10mg,
que foi fixado em formalina 10%, e posterior-
mente contados com auxilio de microscopio
todos 0s ovos presentes no contetdo do tubo
de hemolise. Paralelamente, foi verificada diari-
amente a presenca de ovos nas fezes, utilizan-
do-se 0 método de sedimentacdo espontanea até
ndo serem encontrados ovos no exame de fezes
por 14 dias consecutivos.

Recuperagdo e mensuracdo dos parasitos

As larvas foram recuperadas dos pulmdes
de cinco camundongos de cada grupo, no 2°
dia apds a infeccdo por S. venezuelensis. Para tan-
to, os animais foram sacrificados por desloca-
mento cervical, os pulmdes foram retirados e
cortados em pequenos pedacos, transferidos para
peneiras de plastico em contato com salina
0,85%, dentro de calices de sedimentacgdo e
mantidos em banho-maria a 37°C por aproxi-
madamente cinco horas. Ap6s esse periodo, as
larvas foram recolhidas, fixadas em formalina
10% e contadas.

Para a recuperagdo de S. venezuelensis
adultos, cinco animais de cada grupo foram sa-
crificados por deslocamento cervical no 7° dia
apods a infecgdo. A seguir, o abdome foi aberto,
0 intestino delgado foi retirado, aberto longi-
tudinalmente, raspado sobre uma placa de Petri
e entdo transferido para peneiras de plastico em
contato com salina 0,85% em célices de sedi-
mentacdo mantidos em banho-maria a 37° C,
aproximadamente por cinco horas. Apos esse
periodo, o sobrenadante foi desprezado e 0s
parasitos, separados do restante do material,



foram contados, fixados em formalina 10% e
medidos com auxilio de um curvimetro (Tokyo
- Sakurai, JAPAN), a partir de desenhos feitos
com auxilio de uma camara clara adaptada ao
estereomicroscopio (BICALHO; MELO; PE-
REIRA, 1993; MELO; VASCONCELOS;
GAZZINELLI, , 2006).

Avaliagdo de fecundidade das fémeas de
S. venezuelensis

A fecundidade foi determinada observan-
do-se, com auxilio de microscopio, 0 nUmero
de ovos presentes no Utero das fémeas de S.
venezuelensis, recuperados do intestino dos ani-
mais no 7° dia ap6s infeccdo (BAEK et al.,
2003; MELO; VASCONCELOS;
GAZZINELLI, 2006).

Quantificacdo de leucdcitos

Sete dias antes, no 3°, 7° e 12° dia apds
a infeccdo por S. venezuelensis, foi retirado san-
gue do plexo ocular de cinco camundongos de
cada grupo, para realizacdo de leucograma, que
foi determinado pelo namero global de
leucocitos/mm? por meio de contagem em céa-
mara de Neubauer.

Andlise estatistica

Para avaliacdo do grau de significancia
estatistica, foram empregados o teste T de
Student e andlise de variancia (ANOVA) para
0s resultados obtidos.
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Os experimentos foram realizados de
acordo com projeto aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universi-
dade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG,
Protocolo 25/2003).

RESULTADOS

Quantificacdo de ovos de S. venezuelensis

Verificou-se, pelos exames qualitativos de
fezes, que a oviposicdo iniciou-se nos animais
do grupo de controle no quinto dia apds a in-
feccdo, permanecendo até o décimo segundo dia.
No grupo infectado por S. venezuelensis, 45 dias
apo6s a infeccdo por S. mansoni, observaram-se
ovos nas fezes dos camundongos somente do
sexto ao oitavo dia ap6s a infecgdo. A maior quan-
tidade de ovos verificada em ambos 0s grupos,
apesar da grande diferenga numérica, foi no sé-
timo dia apo6s a infeccdo.

A analise quantitativa das fezes foi reali-
zada até o 12° dia ap6s infeccdo, sendo obser-
vada menor quantidade de ovos excretados pe-
los animais infectados por S. venezuelensis apos
infeccdo por S. mansoni em relagdo ao grupo
controle (Tabela 1).

Recuperagdo de parasitos, mensuragéo e
fecundidade

Verificou-se diminuicgdo significativa (p
< 0,05) na carga parasitaria. Assim, o nimero

Tabela 1 - Numero médio de ovos por grama de fezes de camundongos da linhagem AKR/J
verificado do quinto ao décimo segundo dia apds infeccdo por 500 L, de S. venezuelensis

Grupos Infectados

Dias apés Infecgao S. venezuelensis

S. venezuelensis apos S.

Anilise de variancia (p < 0,05)
mansoni

5¢ dia 220 + 64
6° dia 12220 £ 5076
70 dia 25560 £ 9314
8¢ dia 8920 + 2391
90 dia 6560 £ 1180
10° dia 2740 + 893
11° dia 640 £ 207
120 dia 140 + 67

0 0,017

200 £98 0,0007

1320 + 148 0,0003
180 + 164 0,00003
0 0,000002

0 0,0001

0 0,0001
0 0,09
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Tabela 2 - Numero médio de larvas e fémeas de S. venezuelensis recuperadas do intestino de camun-
dongos AKR/J no 7° dia apds infeccdo, mensuracdo (micrémetros) e fecundidade destas

Grupos infectados Niimero médio de Niimero médio de  Comprimento médio Fecundidade média
larvas fémeas das fémeas das fémeas
S. venezuelensis 23,6+4,2 94,5+ 11,6 2500 + 182 3,4+0,4

S. venezuelensis a pos S.
mansoni 11,0 £ 4,6 48,75+ 17,4 2150 + 203 1,8+0,6
Teste t (p < 0,05) 0,0002 0,0001 0,0001 0,002

Tabela 3 - NUmero médio de leucécitos por mm? de sangue de camundongos da linhagem AKR/J
uma semana antes da infeccdo e no 3°, 7° e 12° dias apos infeccdo por 500 L, de S.
venezuelensis

Grupos Antes 30 dia 70 dia 120
Sem infecgao 5560 + 614 5840 + 645 5040 £ 713 6520 + 507
S. venezuelensis 4960 + 572 10160 + 993 12240 + 745 13800 £ 808
S. venez uelensis apés S.
mansoni 4760 £ 614 9840 + 805 13360 + 873 8640 + 945*

Nota: * p < 0,05 em relacdo ao grupo infectado somente por S. venezuelensis.

de larvas recuperadas dos pulmdes foi cerca de DISCUSSAO

50% menor no grupo com ambas as infecgoes.
Também de maneira similar, no grupo infectado
por S. venezuelensis previamente infectado por
S. mansoni, a fecundidade e o tamanho alcan-
cado pelas fémeas, foram menores, quando com-
parados aos animais infectados somente por S.
venezuelensis (Tabela 2).

Os resultados obtidos indicam que a in-
feccdo prévia por S. mansoni atuou de forma
negativa na infeccdo por S. venezuelensis, o que
estd de acordo com Bindseil (1970), que obser-
vou reducéo no namero de larvas de Ascaris suum
recuperadas do pulmdo de camundongos
infectados por S. mansoni, e Baek e colaborado-
res (1999), que observaram resisténcia de ratos
infectados por Nippostrongylus brasiliensis a in-
feccOes posteriores por larvas ou & inoculacdo
de adultos de S. venezuelensis.

O mecanismo de protecdo desenvolvido
contra S. venezuelensis por camundongos previ-
amente infectados por S. mansoni provavelmen-
te é similar ao observado nesses animais duran-
te reinfecgdes por S. venezuelensis, atuando tan-
to contra as larvas durante seu processo de mi-
gracdo quanto contra os parasitos adultos pre-
sentes no intestino delgado dos animais. A di-
minui¢do do nimero de larvas nos pulmdes e
do ndmero de parasitos adultos no intestino

Quantificacdo de leucdcitos

Observou-se, conforme o esperado, um
aumento gradativo no namero total médio de
leucocitos em ambos grupos de animais
infectados em relacdo ao grupo decontrole néo
infectado. Entretanto, quando os resultados
obtidos entre os grupos infectados foram com-
parados entre si, verificou-se diminuicdo signi-
ficativa (p < 0,000001) no nimero médio glo-
bal de leucécitos sanguineos do grupo infectado
por S. venezuelensis e S. mansoni no 12° dia apds
infecgdo, em relacdo ao grupo infectado somen-
te por S. venezuelensis (Tabela 3).
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delgado, bem como o menor comprimento al-
cancado pelas fémeas, verificados no presente
estudo, estdo de acordo com varios autores que
também observaram uma redugdo no nimero
de parasitos recuperados dos pulmdes e do in-
testino de camundongos reinfectados por S. ratti
ou S. venezuelensis, bem como diminuicdo do
comprimento das fémeas adultas (DAWKINS;
GROVE, 1980; SATO; TOMA, 1990; BAEK
et al.,, 2003; MELO; VASCONCELOS;
GAZZINELLI, 2006). Tais resultados, prova-
velmente podem estar relacionados a um au-
mento na produc¢do de IL-5 e consequente
eosinofilia sangliiinea (MARUYAMA et al.,
2000a).

A resisténcia ao S. venezuelensis, 45 dias
apos a infeccdo por S. mansoni, coincide com o
periodo de formacgdo de granulomas no camun-
dongo, 0 que induz uma maior reatividade de
células Th2, e um aumento na producdo de
interleucinas IL-5, propiciando o recrutamen-
to de eosindfilos que irdo secretar substancias
citotoxicas e pré-inflamatorias, importantes na
defesa do organismo tanto contra larvas de
helmintos durante sua fase de migracdo quanto
contra parasitos adultos (FALLON; SMITH;
DUNNE, 1998; EL-MALKY et al., 2003).

O atraso e a diminuicdo na excre¢do de
ovos observados no presente estudo, bem como
a reducdo no nimero e no tamanho das fémeas
de S. venezuelensis recuperadas, corroboram o0s
resultados obtidos por Andreassen, Odaibo e
Christensen (1990), que verificaram uma eli-
minagdo rapida de Hymenolepis diminuta e H.
microstoma, bem como atraso e diminuicdo da
fecundidade desses cestddeos em camundon-
gos previamente infectados por S. mansoni, pro-
vavelmente por influéncia da reacéo
granulomatosa presente na mucosa intestinal,
ao redor dos ovos de S. mansoni. Além disso,
verifica-se que mastdcitos também sdo impor-
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tantes no mecanismo de eliminagdo de parasi-
tos intestinais, sendo que a invasdo do intesti-
no delgado pelo parasito é inversamente pro-
porcional a mastocitose local (KOBAYASHI;
ISHIWATA; NAWA, 1996; MARUYAMA et
al., 2000a; MELO; VASCONCELOS;
GAZZINELLI, 2006).

A eliminagdo dos parasitos mais precoce-
mente, verificada no presente estudo, provavel-
mente também estd associada a um aumento
de mastocitos presentes na mucosa intestinal,
em decorréncia de uma maior producéo de IL-
3 (DAWKINS; MITCHEL; GROVE, 1982;
SATO; TOMA, 1990; KOBAYASHI;
ISHIWATA; NAWA, 1996; MARUYAMA et
al., 2000b).

Maruyama e colaboradores (2000a) ndo
recuperaram fémeas de S. venezuelensis do in-
testino delgado de camundongos C57BL/6,
quando larvas desse parasito foram inoculadas,
por via subcuténea, em camundongos 35 dias
apods infeccdo por S. japonicum. Em nossos ex-
perimentos, foram obtidas algumas fémeas adul-
tas do intestino de animais infectados previa-
mente por S. mansoni, provavelmente devido a
linhagem utilizada apresentar leucemia e ser
deficiente do fator C5 do complemento, im-
portante atraente de leucdcitos que participam
da resposta contra o S. venezuelensis (BEN-
EFRAIM; CINADER, 1964; BICALHO;
MELO; PEREIRA, 1993; MELO; VASCON-
CELOS; GAZZINELLI, 2006).

A reducdo dos leucocitos no 12° dia,
verificada no presente estudo, provavelmente
esta relacionada a eliminagdo precoce das féme-
as, 0 que esta de acordo com os resultados obti-
dos anteriormente em camundongos da linha-
gem AKR/J reinfectados por S. venezuelensis
(MELO; VASCONCELOS; GAZZINELLI,
2006).

Interaction between Strongyloides venezuelensis and Schistosoma mansoni

infections in AKR/J strain of mice

Abstract

The AKR/J strain of mice experimentally infected with Strongyloides venezuelensis 45 days after
the intraperitoneal inoculation of Schistosoma mansoni cercariae presented a reduction of S. venezuelensis
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larvae in the lungs and females in the intestine. These females also showed reduced length and fecundity
when compared with mice infected with S. venezuelensis only. These results suggest a negative interaction
between these helminths leading alteration in immune response of the host, adverse to S. venezuelensis

infection.

Keywords: Strongyloides venezuelensis - Schistosoma mansoni - AKR/J Strain; Peritoneal Cavity —

Infection - AKR/J Strain.
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