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RESUMO

Estrongiloidiase € uma doenca parasitaria causada pelo Strongyloides sp.,
com distribuicdo mundial e maior prevaléncia em paises tropicais e
subtropicais. Objetivo: Verificar se a presenca ou auséncia de hormonio
testosterona influéncia na evolucdo do S. venezuelensis (Sv) em
camundongos e se altera as respostas imunes celulares e humorais em
camundongos orquiectomizados e infectados com esse helminto.
Metodologia: Usamos no estudo camundongos, linhagem Swiss, pesando
entre 18 e 20 g, e ratos Rattus novergicus Wistar pesando cerca de 120 g,
para manutencdo do helminto, ambos provenientes da Secédo de Expedicéo
Animal/CECAL da Fundagéao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Manguinhos, Rio de
Janeiro, Brasil. Grupos de animais: G1. Controle negativo; G2. Animais
infectados; G3. Animais Sham negativos; G4. Animais Sham infectados; G5.
Animais Operados negativos; G6. Animais Operados infectados; G7. Animais
operados com reposicdo de uma dose de testosterona; G8. Animais
operados com reposicdo de duas doses de testosterona. Os animais foram
infectados com 1.500 larvas filaridides de Sv, via s.c. As doses de
testosterona foram aplicadas nos dias 3, 7 e 14 via s.c. Os animais foram
sacrificados por overdose de Ketamina/Xilazina nos dias 1, 3, 5, 7, 14 e 21
apos infeccdo. Deles coletou-se o sangue para contagem de leucdcitos
totais e células diferenciais. Recolheram o intestino para contagens de
parasitos fémeas, baco, coracdo, figado e pulmdo para verificacdo da
presenca de formas evolutivas do helminto. Quantificaram anticorpos e
citocinas no soro por ELISA, e fizeram exames histopatologicos do baco,
coracao, figado, intestinos, e pulmdes. Resultados: O numero de vermes
adultos, ovos e larvas recuperados dos animais orquiectomizados foram
significativamente menores nos dias 5 e 7 apdés infeccdo, quando
comparados com animais infectados e Sham. Porém, os animais operados
com reposicdo de testosterona, essas formas evolutivas estavam
aumentadas e o parasitismo nos camundongos foram maiores. A infeccéo
por S. venezuelensis induz aumento de células inflamatoérias no sangue ao
longo da cinética, no entanto, nos dias 14 e 21 o aumento de leucécitos
totais, eosindfilos e células mononucleares foram maiores, mas sem
diferencas entre os grupos de animais analisados. Niveis de anticorpos (IgE
e IgGl) e citocinas (IL-4, IL-5, IL-13) foram aumentados nos animais
infectados, mas a concentracdo deles variaram ao longo da cinética
experimental, e sem diferengas significantes entre 0s animais sem
testosterona ou com reposicdo desse horménio. A sintese de IL-12
detectado nos animais infectados, operados, operados com reposicao de
testosterona e infectados foram semelhantes aos animais controles
negativos. IFN-gama. IL-17 ndo foi detectado em nenhum grupo
experimental. Infiltrado inflamatério de histidcitos estavam presentes nos
animais Sv + Agua, Sham + Sv, Op + Sv observado a partir do dia 3 da
infecc@o e estendeu-se até o dia 7 apos infeccdo, enquanto que nos animais
operados com reposicdo da testosterona o0 processo inflamatorio
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permaneceu até o dia 14. Presenca de infiltrado de mastocitos e presenca
discreta de eosindfilos foram observadas na polpa branca de centro
germinativo foi similar entre todos os grupos de animais infectados,
operados e trados ou ndo com testosterona até o dia. Porém, no dia 14
nesses animais observaram infiltrados de neutrofilos associados a formacao
de granuloma (piogranuloma), sendo essas modificacdes no tecido hepatico
mais evidentes nos animais tratados com T indiferente no quantidade de
doses. Infeccdo com Sv ndo induz alteracdes histopatoldgicas significativas
no coracdo. Conclusdes: A reducao parcial de testosterona circulante nos
animais orquiectomizados torna-os resistentes a infeccdo do S.
venezuelensis, ao passo que niveis aumentados desse horménio o
parasitismo no hospedeiro, porém, ndo interferiu na fertilidade do parasito.
Auséncia ou concentracdo aumentada de testosterona circulante néo induz
sintese aumentada de anticorpos ou citocinas. Assim, esses resultados
sugerem a testosterona possivelmente interfere em outras vias da resposta
imune como: sistema complemento, quimiocinas, ou celular por nés nao
avaliados, que seja sinais entendido pelo Strongyloides permitindo a
permanéncia no hospedeiro

Palavras chave: Strongyloides venezuelensis, Resposta imune humoral,
Resposta imune celular, Fémeas partenogenéticas, Orquiectomia, Testosterona.
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ABSTRACT

Strongyloidiasis is a parasitic disease caused by Strongyloides sp. It's
distributed worldwide with higher prevalence in tropical and subtropical
countries. Objective: To verify if the presence or absence of testosterone
hormone influences the evolution of S. venezuelensis (Sv) in mice and if it
alters the cellular and humoral immune responses in orchiectomized mice
infected with this helminth. Methodology: We used in the study mice, Swiss
strain, weighing between 18 and 20 g, and RattusnovergicusWistar weighing
about 120 g, for helminth maintenance, both from the Section of Animal
Expedition / CECAL of the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ),
Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil. Animal groups: G1. Negative control,
G2. Infected animals; G3. Negativesham-operated animals; G4.
Infectedsham-operated animals; G5. Negative operatedanimals; G6. Infected
operated animals; G7. Animals operated with a replacement dose of
testosterone; G8.Animals operated with replacement of two doses of
testosterone.The animals were infected with 1,500 filarial larvae of Sv, bys.c.
The doses of testosterone were applied on days 3, 7 and 14 by s.c. The
animals were sacrificed by overdose of Ketamine / Xylazine on days
1,3,5,7,14 and 21 after infection. Blood was collected from they for total
leukocyte count and of differential cells. They collected the intestines to count
parasites females, spleen, heart, liver and lungs to verify the presence of
evolutionary forms of the helminth. They quantified antibodies and cytokines
by ELISA, and did histopathological examination of the spleen, heart, liver,
intestines, and lungs. Results: The number of adult helminth, eggs and larvae
recovered from the orchiectomized animals were significantly lower on days
5 and 7 after infection when compared to infected and sham animals.
However, the operated animals with testosterone replacement, these
evolutive forms were increased and the parasitsm in mice were bigger. The
infection by S. venezuelensis induces an increase in inflammatory cells in the
blood along the kinetics, however, on days 14 and 21, the increase of total
leukocytes, eosinophils and mononuclear cells were larger, but without
significant differences between the groups of animals analyzed. The
antibodies levels (Igg and 1gG1) and citokynes (IL-4, IL-5, IL-13) were
increased in the infected animals, but their concentrations varied along the
experimental kinetics, and without significant differences between the
animals without testosterone or with replacement of this hormone. The IL-12
synthesis detected in infected animals, operated, operated with testosterone
replacement and infected were similar to negative control animals. IFN-
gama. IL-7 was not detected in no experimental group. Inflamatory infiltrate
of histiocytes were present in the animals Sv + Water, Sham + Sv, Op + Sv
observed from day 3 of the infection and extended until day 7 after infection,
while in the operated animals with testosterone replacement the inflamatory
process remained until day 14. Presence of mast cell infiltrate and discrete
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presence of eosinophils were observed in the white germinative center pulp
was similar among all groups of infected animals, operated and with or
without testosterone up to the day. However, on day 14 in these animals they
observed neutrophil infiltrates associated with granuloma formation
(piogranuloma), these changes in hepatic tissue being more evident in
animals treated with indifferent T in the amount of doses. Sv infection does
not induce significant histopathological changes in the heart. Conclusion:
The partial reduction of circulating testosterone in orchiectomized animals
makes them resistant to infection of S. venezuelensis, whereas increased
levels of this hormone parasitism in the host, however, did not interfere in the
fertility of the parasite. Absence or increased concentration of circulating
testosterone does not induce increased antibody or cytokine synthesis. Thus,
these results suggest that testosterone possibly interferes in other immune
response pathways such as: complement system, chemokines, or cellular by
unvalued nodes, which are signals understood by the Strongyloides allowing
the stay in the host.

Keywords: Strongyloides venezuelensis, cellular immune response,
parthenogenetic females, orchiectomy, testosterone.



1. Introducéao

Estrongiloidiase € uma doenca parasitaria negligenciada, causada
pelo geohelminto Strongyloides stercoralis (BEKNAZAROVA, WHILEY,
ROSS, 2016). Essa helmintose atinge cerca de 30 a 100 milhdes de pessoas
em mais de 70 paises (AZIRA et al., 2013; SCHAR et al., 2013). Dados da
literatura mostraram que no Brasil, as variagbes na prevaléncia dessa
parasitose estao diretamente associadas a fatores como: idade, localizagéo,
e indices socioecondmicos (KOBAYASHI et al., 1996; COSTA-CRUZ et al.,
1998; MACHADO; COSTA-CRUZ, 1998; OLIVEIRA et al., 2002; PAULA;
COSTA-CRUZ, 2011; NAVES, COSTA-CRUZ, 2013), sendo Minas Gerais,
Amapa, Goias, e Rondbnia os estados de maior ocorréncia de S. stercoralis
(BRASIL, 2010), possivelmente devido ao numero de estudos relacionados
com essa parasitose nesses estados.

Strongyloides sp. pertencem ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, filo
Nematoda, classe Secernentasida, ordem Rabdiasoidea, familia
Strongyloididae (MELO, 2011; REY, 2011). Até o momento foram descritas
52 espécies pertencentes ao género Strongyloides, porém, somente duas
delas, S. stercoralis e S. fuelleborni causam infeccées no homem (MORAIS
et al., 2014). Das duas espécies S. stercoralis € a que tem maior importancia
clinica, sendo que S. fuelleborni € encontrada esporadicamente na Africa,
Filipinas e Nova Guiné (GROVE, 1996; SIDDIQUI; BERK et al., 2001;
HASEGAWA et al., 2016).

Normalmente, em pessoas imunocompetentes a estrongiloidiase é
assintomatica, limitando-se a uma infeccdo no trato gastrointestinal. No
entanto, a doenca pode ser grave e tem-se descrito muitos casos de
hiperinfeccdo dessa parasitose (QU et al., 2016). Nesses individuos, ocorre
uma invasdo sistémica das larvas infectantes (estagio de larva Ls) do
parasito. Esse fato esta diretamente associado aos individuos que usam
corticosteroides, diabéticos, portadores do virus da imunodeficiéncia humana

(HIV), etilistas, pacientes com neoplasias, LUpus eritematoso sistémico,
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dentre outros casos de imunossupressao parcial ou total. Nesses casos
muitos dos pacientes evoluem para o o6bito (KEISER; NUTMAN, 2004,
FREITAS; SOUZA, 2007; DE BONA; BASSO, 2008; SILVA et al., 2014; DE
SOUZA et al., 2015; NUTMAN, 2016).

A estrongiloidiase apresenta incidéncia geografica regional bastante
heterogénea, sendo responsavel por altos indices de morbidade e
mortalidade (CROKER et al., 2010; SCHAR et al., 2013, PUTHIYAKUNNON
et al., 2014). Essa parasitose é predominante em regides de clima tropical e
subtropical. Ela é endémica nos paises subdesenvolvidos da Asia, Africa
Subsaariana, e América Latina (BOULWARE et al., 2007; ALQARAWI et al.,

2015), conforme mostrado a Figura 1.
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Figura 1: Distribuicdo mundial de estrongiloidiase. E observado ares endemicas nos
continentes: Americano, Africa, e Asia, em 2013 (Adaptado de PUTHIYAKUNNON et al.,
2014).

Nos paises asiaticos, no estudo realizado na cidade de Takéo,
localizado ao Sul do Camboja, a positividade para estrongiloidiase foi de
21% (KHIEU et al.,, 2014b). Na Tailandia, usando diferentes métodos de

diagnésticos parasitolégicos verificaram que 28% em individuos
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assintomaticos eram positivos para S. stercoralis (ANAMNART et al., 2010).
No Ird a frequéncia para essa parasitose foi de 42% (ASHRAFI et al., 2010).

Nos paises africanos a prevaléncia de S. stercoralis € bem variavel,
oscilando entre 0,1% a 91,8% (BRAZ et al., 2015). Estudos realizados na
Etiopia com individuos HIV positivos e negativos demonstram positividade
para estrongiloidiase de 12,6% e 12% respectivamente (ASSEFA et al.,
2009; GETANEH et al.,, 2010). Em Tanzania pesquisa com crian¢cas em
idade escolar, a taxa de positividade para esse parasito foi de 10,2%
(KNOPP et al., 2009).

Na Ameérica Latina a prevaléncia da estrongiloidiase é elevada. No
Norte da Argentina em um estudo com pacientes atendidos no Instituto de
Pesquisa de Doencas Tropicais, a taxa de positividade foi de 29,4%, usando
métodos parasitologicos (KROLEWICKI et al., 2010). Na cidade de Puerto
Maldonado, a prevaléncia estimada foi de 20% (EGIDO et al., 2001).

Em paises como, Estados Unidos e Canada, ou na Europa como:
Espanha e Itdlia s&8o consideradas areas esporadicas para a
estrongiloidiase, e os casos descritos sdo de individuos imigrantes ou
turistas que visitaram os paises endémicos (AZIRA et al., 2013; OSTERA;
BLUM, 2016).

A prevaléncia estimada para a estrongiloidiase no Brasil é
aproximadamente de 5,5% (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011). No pais, as
maiores ocorréncias divulgadas sdo dos estados de Amap4, Distrito Federal,
Goias, Rondbnia, Minas Gerais (PAULA; COST-CRUZ, 2011). Segundo
esses autores, a prevaléncia por regides brasileiras sédo: 7,9% na regiao
nordeste, 6,6% no centro-oeste, 5,3% no Norte, 4% no Sul e 3,9 no Sudeste,
sendo o Brasil classificado como hiperendémico, ou seja, com indices de
infeccéo superiores a 5%.

No estudo realizado no municipio de Ibipord, PR, entre os anos de
2004 a 2006 foi encontrada uma positividade de 38,5% (VIEIRA,
AMARANTE, 2011). Em uma pesquisa realizada no Para de Minas, MG, a
prevaléncia de S. stercoralis foi de 4,2%, enquanto que a ocorréncia desse
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nematoda foi de 2,9% em criancas de escolas publicas de Jatai, GO
(SANTOS et al., 2015).

A hiperinfeccdo de S. stercoralis esta associada principalmente a
deficiéncia imunologica (MURALI et al., 2010), e € responsavel por elevado
namero de oObito, que varia de 15% a 87% dos casos (MARCOS et al.,
2008). Em um estudo epidemiologico realizado em Uberlandia, MG,
encontraram uma prevaléncia de 3,8% de estrongiloidiase em pacientes
diabéticos, usando métodos de diagndsticos parasitolégicos, e de 23%
usando técnicas imunolégicas. Esses resultados mostram que a prevaléncia
dessa verminose no mundo é subestimada, pois estd € dependente dos
fatores de riscos para a infeccéo, e dos métodos de diagndstico usados nas

pesquisas.

1.1. Aspectos morfobiologicos de S. stercoralis

O nematoda S. stercoralis durante o ciclo de vida apresenta
diferentes formas de vida, sendo elas: fémea partenogenética, fémea e
macho de vida livre, ovo com larva rabditoide 1 (L1), larva rabditéide 2 (L2),
larva filariéide 3 (L3) (GROVE, 1996), como mostrado na Figura 2.

As fémeas parasitas (partenogenéticas) sao cilindricas e com
tamanho que varia de 1,7 a 2,5 mm de comprimento. Elas sdo revestidas por
uma cuticula delgada e apresenta eséfago filiforme (GROVE, 1996). As
fémeas de vida livre sdo também fusiformes e medem cerda de 0,8 a 1,2
mm. S&o recobertas por uma cuticula fina e possuem eséfago curto e do tipo
rabditéide. As duas fémeas apresentam a extremidade posterior afilada
(REY, 2008). Os machos séo de vida livre e possuem aspecto fusiforme com
tamanho de aproximadamente de 0,7 mm de comprimento. Eles possuem o
aparelho digestivo simples com o es6fago do tipo rabditdide, extremidade
posterior recurvada ventralmente, e com dois espiculos que sdo usados na
copula (VINEY; LOK, 2007; COSTA-CRUZ, 2011).

As larvas rabditoides Lr2 medem cerca de 250 a 300 um de
comprimento. Elas possuem o vestibulo bucal curto, eséfago rabditoide, e a

extremidade posterior afilada. As larvas filaridides Lf3 sdo as formas
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infectantes e com tamanho médio de 500 um de comprimento. Elas
possuem o esodfago longo do tipo filaridide, e cauda afilada e entalhada
(COSTA-CRUZ, 2011; REY, 2008).

Os ovos sao elipticos e transparentes, medindo de 0,05 a 0,07 mm,
e com dupla membrana, quando originados das fémeas partenogenéticas ou
das de vida livre respectivamente. Eles raramente s&o vistos nas fezes dos
individuos infectados, e no interior deles sdo encontradas as larvas
rabditoides Lrl (NEVES, 2011; REY, 2008).

J

5

Figura 2. S. stercoralis. FEmea partenogenética parasito (Fpp), FEmea de vida livre (Fvl),
Macho de vida livre (Mvl), Ovo com Larva rabditéide tipo 1 (Lrl), Larva rabditoide tipo 2
(Lr2), Larvas filaridides tipo 3 (Lf3). Representacéo esquemaética das formas evolutivas: an =
anus, bo = boca, ca = cauda entalhada, cl = cloaca, ep = espiculo, es = esbfago, in =
intestino, ov = ovario, pg = primérdio genital nitido, te = testiculos, ut = Gtero divergente, vb =
vestibulo bucal curto, vu = vulva. Fonte: Adaptado COSTA-CRUZ, In: NEVES (2011).

1.2. Ciclo de vida de S. stercoralis
S. stercoralis € um geohelminto, possui um ciclo de vida monoxénico,
que acontece de trés formas diferentes, sendo que dois deles ocorrem

diretamente no homem, o ciclo direto e a hiperinfec¢do, e outro ocorre com
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passagem pelo solo, o ciclo indireto (NEVES, 2011; REY, 2008).

As fémeas parasitas desse nematoda sao triploides (3n), e originam
trés tipos de ovos geneticamente determinados (n, 2n e 3n). A postura dos
ovos larvados ocorre na mucosa do intestino delgado, no duodeno e jejuno
(GENTA, 1992; GROVE, 1996; REY, 2008), que em um periodo de cerca de
4 h, os ovos eclodem e libram larvas rabditéides do tipo 1 (Lrl). No ciclo
direto as larvas Lrl séo triploides (3n), no solo elas transformam-se em Lr2
rabditoides, em seguida em larvas filaridides (Lf3), conforme descrito na
literatura (COSTA-CRUZ, 2011). No ciclo indireto as larvas Lrl (n) originam
machos de vida livre (Mvl), e as Lrl (2n) transforma em fémeas de vida livre
(Fvl). Nesse caso, no meio ambiente, machos e fémeas completam o ciclo
de vida indireto (COSTA-CRUZ, 2011).

O ciclo direto ocorre em condigbes ideais de solo, temperatura e
umidade, onde as larvas Lrl transformam em Lr2, e essas em Lf3 filaridides
infectantes. Essas larvas Lf3 penetram ativamente na pele do hospedeiro
humano ou se ingeridas com agua ou alimentos contaminados penetram na
mucosa oral ou esdfago. As larvas Lf3 atravessam os tecidos com auxilio de
enzimas proteoliticas que secretam, alcancam a corrente sanguinea e
chegam ao coracao e capilares pulmonares. Nos pulmdes elas sofrem muda
para Lf4. As larvas Lf4 rompem os capilares pulmonares, caem nos alvéolos
e ascendem a arvore brdonquica alcancando a faringe. Nesse local elas
podem ser expelidas ou deglutidas, chegando ao intestino delgado, onde
transformam em fémeas parasitas (Fpp) ou partenogenéticas (ARANGO,
1998; SILVA, 2008; REY, 2008).

No ciclo indireto, as larvas rabditoides diploides e haploides sofrem
quatro mudas e dao origem as fémeas (Fvl) e machos (Mvl) de vida livre,
respectivamente. Eles acasalam, e as fémeas realizam a postura de ovos
(3n), que eclodem e libram larvas Lrl que transformam em Lr2, em seguida
em Lf3 infectantes e completa o ciclo indireto (LAIGNIER, 2011), como
mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Ciclo de vida do parasito S. stercoralis. Fonte: Adaptado.
http://www.cdc.gov/dpdx/strongyloidiasis/index.html (2013).

As formas de transmissdo de S. stercoralis para 0 homem podem
ocorrer por mecanismos de autoinfeccdo (externa e interna) ou
heteroinfeccdo (MORAIS et al., 2014). Na autoinfeccdo externa, as larvas
rabditéides (Lrl transforma em Lr2) e se diferenciam em larvas filaridides
(Lf3), e essas penetram na regido perianal, alcangcam a circulacao sanguinea
e completa o ciclo de vida do parasito.

Na autoinfecg&o interna, as larvas rabditoides tipo 1, transforma em
larvas rabditoides tipo 2, e essas transformam em larvas filarioides tipo 3
(Lf3) na parede do intestino delgado. Essas Lf3 penetram ativamente na
mucosa intestinal, alcangam a circulacdo sanguinea, chegam aos pulmoes e
completam o ciclo de vida. Nessa forma de infec¢cdo, o paciente pode ter
complicagbes graves, pois ocorre disseminacado de larvas infectivas por

varios 0rgaos, resultando em uma estrongiloidiase sistémica ou
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hiperinfeccdo (CARRADA-BRAVO, 2008, COSTA-CRUZ, 2011; NUTMAN,
2016).

Na heteroinfeccdo, o individuo se infecta pela penetracdo ativa das
larvas infectantes na pele integra ou por ingestdao acidental delas em
alimentos contaminados ou agua (MEJIA, NUTMAN, 2012).

1.3. Aspectos clinicos na estrongiloidiase

A interacdo entre S. stercoralis e 0 hospedeiro humano é complexa
em decorréncia de sua capacidade intrinseca de reproducédo. Em individuos
infectados observa-se trés possibilidades de evolugdo da doenca: a
erradicacdo da infeccdo, a cronicidade decorrente da autoinfeccdo, e a
possibilidade de hiperinfec¢do ou disseminacédo (COSTA-CRUZ, 2011).

Individuos imunocompetentes infectados por S. stercoralis sao
assintomaticos em 50% dos casos, enquanto que oS outros apresentam
sintomas leves (GETANEH et al., 2010). Quando a doenca € sintomatica,
esta pode provocar distarbios gastrointestinais como dores abdominais ou
epigastricas, perda ponderal, nauseas, vomitos, diarreia e problemas
pulmonares como falta de ar, tosse e asma (WOLL et al., 2013; BRAZ et al.,
2015). Além disso, a penetracdo ativa das larvas pela pele, e provocar sinais
dermatolégicos como: urticaria, comichdes, e pode ocorrer ainda migracéo
das larvas, ou seja, formacdo de larva currens (KHIEU et al., 2014a;
MAKKER et al., 2015).

Nos pacientes imunodeprimidos em decorréncia de LUpus eritematoso
sistémico, cancer, Diabetes mellitus, tratamento com drogas
imunossupressores, dentre outros (AZIRA et al., 2013; MATSUMOTO et al.,
2013; WANG et al., 2013, DE SOUZA et al., 2016), a estrongiloidiase pode
levar a quadros graves de hiperinfec¢éo ou disseminacéo (MEJIA; NUTMAN,
2012; NEUMANN et al., 2012; GRAVELLONE et al., 2015; DE PAULA et al.,
2016).

Na forma disseminada da estrongiloidiase, as larvas sao capazes de

se instalarem em varios 6rgdos como: vesicula biliar, rins, cérebro, tireoide,
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coracao, pancreas, figado, linfonodos e adrenais (COSTA-CRUZ, 2011; QU
et al.,, 2016). Nesses casos, pode-se observar a ocorréncia de infiltrado
pulmonar, febre, dor abdominal, diarreia, além de infeccdo bacteriana
secundéaria (NEWBERRY et al., 2005; LAM et al., 2006; QU et al., 2016). Na
hiperinfeccdo ha aumento no numero de larvas presentes nos sistemas
gastrointestinal e pulmonar (MARCOS et al. 2008; ABANYIE et al., 2015;
GALIANO et al., 2016).

A fase cronica da estrongiloidiase é geralmente assintomatica (LUNA et
al.,, 2007; REY, 2008), no entanto, pode ocasionar anemia, eosinofilia,
palpitacbes, incontinéncia urinaria e emagrecimento (COSTA-CRUZ, 2011,
BUONFRATE et al., 2016). Além disso, a doenca cronica pode dificultar o
diagnéstico e aumentar o desenvolvimento de quadros graves
principalmente em pacientes imunodeprimidos (VELOSO et al.,, 2008).
Existem varios relatos de casos de disseminacdo e hiperinfeccdo por S.
stercoralis em pacientes diabéticos, transplantados, Lupus, etc., reportados
na literatura (COOVADIA et al., 1993; EMAD, 1999; AL-SAJEE; AL-
HAMDANI, 2010; AZIRA; ZEEHAIDA, 2010; MURALI et al., 2010; TIWARI et
al., 2012; SHUKLA et al., 2015; WON et al., 2015; HAYS et al., 2016; DE
SOUZA et al., 2016; GALIANO et al., 2016).

1.4. Respostaimune do hospedeiro com estrongiloidiase

A resposta imune induzida no hospedeiro pelo helminto S. stercoralis
até o momento é pouco conhecida, pois a maioria dos dados descritos na
literatura advém de pesquisas realizadas usando roedores infectados com
espécies que apresentam algumas caracteristicas morfobiologicas diferentes
daquelas espécies que infectam o homem (IRIEMENAM et al., 2010;
MACHADO et al., 2011; RAMIRIZ-OLIVENCIA et al., 2014; BRELOER,
ABRAHAM et al., 2016).

Em infec¢bes causadas por helmintos, ha inducdo de resposta imune
celular do tipo T helper 2 (Th2), com producgéo de interleucinas IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-9, IL-10, e IL-13 (HEPWORTH et al., 2010), migracéo e ativacéo
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de eosindfilos (HUANG et al, 2009), neutréfilos (FALCAO et al., 2015),
mastoécitos (YASUDA, MATSUMOTO, NAKANISHI, 2014), anticorpos IgA,
IgE, IgM, IgG1, IgG4 (MATSUMOTO et al, 2013; HEWITSON et al., 2015), e
hiperplasia de células caliciformes (TAYLOR et al., 2012; GAUSE et al.,
2013; RODRIGUES et al.,, 2013). Além disso, macrofagos, linfécitos T
reguladores também participam do processo inflamatério (GIRGIS et al.,
2013).

No primeiro contato do hospedeiro com S. stercoralis ocorre
estimulacdo da resposta imune inata com producdo aumentada de
eosindfilos, neutréfilos no sangue e consequente migracdo delas para os
tecidos parasitados. Essas células sdo importantes e auxiliam na resposta
imune adaptativa que controlam na maioria das vezes a evolucdo da
estrongilodiase (WOLL et al., 2013).

Na resposta imune adaptativa, os linfécitos T realizam papel
fundamental ao ativar uma resposta do tipo Th2 que é caracterizada pela
sintese de IL-4, IL-5, IL-9, e IL-13 (YASUDA et al.,, 2012), e estdo
relacionadas com sintese da imunoglobulinas IgE, ativacdo de mastdcitos e
eosindéfilos (MACHADO et al., 2011), sintese de leucotrienos (MACHADO et
al., 2005), que em conjunto expulsardo o parasito (HUBNER et al., 2012;
MATSUMOTO et al., 2013; BRELOER; ABRAHAM, 2016). Assim, quando
reduz a producdo de células do padrdao Th2, pode ocorrer hiperinfeccao e
disseminacdo de S. stercoralis (BENINCASA et al, 2007). Essa
possibilidade foi comprovada em modelos murino infectados com S.
venezuelensis, que é uma espécie do género Strongyloides que induz em
modelos animais uma resposta imune celular e humoral semelhante as
induzidas pelo S. stercoralis (MACHADO et al.,, 2005; MACHADO et al.,
2011). Esses estudos mostram que a reducdo de células como eosindfilos e
células mononucleares, diminuem a sintese de anticorpos IgG1, IgE, de
citocinas como IL-4, IL-5, e obseva-se a hiperproducdo de larvas pelas
fémeas parasitas e disseminacao de larvas infectivas para diversos 6rgaos

como: baco, coragéo, figado e pulméao.
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Os mastocitos sdo células teciduais, ativados por IgE, IgG, e o
sistema complemento tornando-os capacitados a sintetizar e liberar IL-4, IL-
5, leucotrienos, quimiocinas, proteases, heparina, e produzir granulos de
histamina (BUI VAN, 2009; YASUDA et al., 2014; TURQUETI-NEVES et al.,
2015). Essa ultima age diretamente contra o parasito, ou ativa outras células
de defesa, como os eosindfilos e neutrofilos (PORTO et al., 2002; CARLOS
et al., 2006), que sdo células efetoras capazes de auxiliar na morte das
larvas de nematoda ao liberarem citocinas e quimiocinas, realizando funcdes
de células apresentadoras de antigeno (APC) (GALIOTO et al.,, 2006;
PADIGEL et al., 2006; DE VEER et al., 2007; STEIN et al., 2009; SHETH et
al., 2014).

Os eosinofilos realizam também o mecanismo de citotoxicidade
celular dependente de anticorpos (ADCC). Essas células interagem com
anticorpos IgE e IgG, que recobrem o tegumento de larvas L3 de helminto e
liberam os granulos com substancias toxicos para o parasito. Relatos da
literatura mostraram que na fase assintomatica ou leve da infeccao, os niveis
de IgE estdo aumentados, porém, nas formas graves da doenca, a producéo
de IgE diminui (PORTO et al., 2002).

Dados da literatura mostram também que individuos que tem S.
stercoralis disseminado, devido a alta hiperinfecgdo apresentam baixos
niveis de IgM e IgG (GONCALVES, 2011a). O anticorpo IgM podem ativar o
sistema complemento, o qual induz morte de parasito (BONNE-ANNEE et
al., 2013). Ao contrario do mencionado, os isotipos IgGl e IgG4 séo
predominantes no soro de individuos com estrongiloidiase, sendo a primeiro
importante para a protecdo do hospedeiro, e a segunda relacionado com a
cronificacdo da doenca, uma vez que IgG4 sao capazes de inibir a resposta
protetora induzida por IgE (RODRIGUES et al., 2007).

Resultados de algumas pesquisas mostram que 0s imunocomplexos
(IC) formados a partir da ligagcdo de antigenos parasitarios a anticorpos
especificos produzidos pelo hospedeiro, podem ser detectados no soro de
pacientes durante infeccdo ativa, usando o método Imunoenzimético

(ELISA). Esses imunocomplexos realizam a ativagdo do sistema
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complemento (ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001; GONCALVES et
al., 2012a; SAHOO et al.,, 2013). Os imunocomplexos ja foi descrito na
esquistossomose, 0s quais podem na fase cronica da infeccdo desenvolver
mecanismos imunomoduladores capazes de suprimir a reacao
granulomatosa, induzindo a sintese prostaglandina E, a qual reduz producéo
de TNF-a, e aumenta a producgéo de IL-10 (REZENDE et al., 1997). Porém,
essa resposta imunolégica com formacao de imunocomplexos ainda nao foi

pesquisada em modelos de infec¢éo por parasitos do género Strongyloides.

1.5. Diagndéstico da estrongiloidiase

O diagnoéstico da estrongiloidiase pode ser realizado por métodos
parasitologicos, imunolégicos e moleculares (MAKKER et al.,, 2015). O
diagnoéstico parasitolégico utilizado para detectar S. stercoralis nas fezes
(ANAMNART et al., 2010), baseia-se no termotropismo das larvas através
das técnicas de Baermann (1917), modificado por Moraes (1948) e de
Rugai, Mattos e Brisola (1954). Ambas permitem a visualizacdo direta das
formas parasitarias (GONCALVES, 2011a) e apresentam baixo custo, porém
possuem baixa sensibilidade, uma vez que a eliminacdo das larvas ocorre
de forma irregular e reduzida (SIDDIQUI; BERK, 2001; ALTINTOP et al.,
2010).

O método de cultura em placa de agar possui maior eficiéncia, pois
permite elevar o numero de larvas aumentando consequentemente a
sensibilidade de deteccdo, devendo ser empregada principalmente em
pacientes imunodeprimidos (ARAKAKI et al., 1990; FREITAS; SOUZA, 2007;
INES et al., 2011). As desvantagens da cultura em placa de agar s&o: alto
risco de contaminagcdo com as larvas infectantes, demorada e onerosidade
para obter os resultados (ANAMNART et al., 2010).

Os exames parasitolégicos sao até 50% mais sensiveis quando
realizados com pelo menos trés amostras de fezes coletadas em dias

alternados, principalmente nos casos de infecgdo crbnica e assintomatica,
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devido a baixa carga parasitaria (SIDDIQUI; BERK, 2001; KOZUBSKY;
ARCHELLI, 2004; KHIEU et al., 2014a; RASCOE et al., 2015).

Os métodos imunoldgicos tém sido utilizados como complementares
para o diagndstico da estrongiloidiase, por apresentarem maior sensibilidade
quando comparado as técnicas parasitologicas (FELICIANO et al., 2014;
BUONFRATE et al., 2015). Os testes sorolégicos mais usados sao: teste
imunoenzimético (ELISA), devido a simplicidade e alta sensibilidade
(CHAVES, 2014). Essa técnica apresenta baixa especificidade, quando é
utilizado extrato bruto antigénico de S. stercoralis, pois ocorre reatividade
cruzada com antigenos de outros helmintos como ancilostomideos,
Schistosoma mansoni, Ascaris lumbricoides, Taenia sp. e filarideos,
acarretando em resultados falso-positivos (SUDRE et al., 2006; RIGO et al.,
2008; INES et al., 2012; SALVADOR et al., 2014). Ao utilizar extrato salino
total de S. venezuelensis para detectar anticorpos IgG anti-S. stercoralis por
ELISA, Silva et al. (2014) encontraram sensibilidade e especificidade de
73,33% e 82,15%, respectivamente. O uso de antigenos heterdlogos
provenientes de larvas de S. ratti e S. venezuelensis apresentam resultados
semelhantes aos encontrados usando antigeno homélogo, além de ser de
facil obtencao e minimizar os riscos de infec¢cdo (COSTA-CRUZ et al., 1997,
RODRIGUES et al., 2007; RIGO et al., 2008; CORRAL et al., 2015).

A técnica de ELISA também pode ser realizada para a pesquisa de
coproantigenos (GONCALVES et al.,, 2010). Segundo Gongalves et al.
(2010), a alta sensibilidade da deteccédo de antigenos parasitarios nas fezes,
pode contribuir para o diagnéstico precoce da estrongiloidiase em individuos
imunodeprimidos.

A imunofluorescéncia indireta (IFI) é uma técnica imunolégica
guantitativa, que utiliza anticorpos anti-lgG humano marcados com
fluorocromo, e as leituras das laminas sao realizadas em microscopio de
fluorescéncia (BOSCOLO et al., 2007; MACHADO et al., 2008). IFI pode ser
empregada no rastreio da infeccdo por S. stercoralis em individuos

imunodeprimidos, pois encontraram taxas de sensibilidade e especificidade
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de 95,4% e 95,8%, respectivamente, usando antigeno heterolégo de S.
venezuelensis (PAULA et al., 2015a).

Western blotting (WB) é uma técnia de alta especificidade para S.
stercoralis, com reduzida reatividade cruzada com outros nematodeos. Ela
pode ser utilizado como teste confirmatério no diagndstico da
estrongiloidiase (SILVA et al.,, 2003). Porém, é um método de dificlil
execucao, exige o consumo de muitos reagentes e maior tempo para analise
dos resultados (YORI et al.,, 2006; LEVENHAGEM; COSTA-CRUZ, 2014).
Rigo et al. (2008) demonstraram taxas de sensibilidade e especificidade de
100% e 96% de S. venezuelensis, respectivamente usando como antigeno o
extrato salino de larvas filarioides (MENDONCA et al., 2006).

O diagnostico da estrongiloidiase usando testes moleculares tém
gerado excelentes resultados na pesquisa de &acido desoxirribonucleico
(DNA) do parasito em amostras de fezes, com elevada sensibilidade e
especificidade (MARRA, 2009; PAULA et al., 2013; 2015b) de 90% e 85,7%,
respectivamente. As desvantagens dessa técnina sao: dificil execucéo, ser
onerosa, e a deteccao de DNA do parasito diminuem quando poucas larvas
séo eliminadas na fase cronica da doenga (ZUETER et al., 2014).

A inexisténcia de um padrdo-ouro (KHIEU et al., 2014a), tem
conduzido na pesquisa de novas metodologias que visam melhorar o
diagndstico da estrongiloidiase (VAN DOORN et al., 2007; KROLEWIECKI et
al., 2010), dentre elas a pesquisa de imunocomplexos induzidos por S.
stercoralis. Os imunocomplexos sédo detectados usando a técnica de ELISA
(LEVENHAGEM; COSTA-CRUZ, 2014).

A pesquisa de imunocomplexos circulantes apresentou melhores
resultados quando comparado a pesquisa de antigeno ou anticorpo no soro,
principalmente em pacientes imunodeprimidos (GONCALVES et al., 2012a).
As sensibilidades e especificidades verificadas foram de 91,6% e 100%,
respectivamente (GONCALVES et al. 2012c: MENDONCA et al.,, 2006).
Assim, ressalta-se a importancia do uso de técnicas sorologicas adicionais,
como a pesquisa de imunocomplexos circulantes por ELISA, para o rastreio

do parasitismo.
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1.6. Testosterona

Testosterona € conhecida como o principal andrégeno da circulacéo,
responsavel pela evolucdo e conservacdo das caracteristicas sexuais
masculinas (GEBARA et al., 2002), como aumento reprodutivo, crescimento
da massa muscular, aparecimento de pelos, e a performance sexual
(BIATEK et al., 2004). No organismo masculino a testosterona é o esteroide
em maior quantidade, a ponto de ser classificado o hormdnio testicular
fundamental. Em torno de 95% da testosterona circulante é liberada pelos
testiculos e apenas 5% pelas glandulas suprarrenais (LIMA; CARDOSO,
2011).

Testosterona é sintetizada a partir do colesterol em uma série de
reacdes enzimaticas no interior das células de Leydig localizadas nos
testiculos (BAGATELL; BREMNER, 1998). A sintese desse hormoénio é
controlada por um sistema de retroalimentagdo negativa (KUMAR; KAUR,
2013). A liberacao testicular de testosterona € definida, primeiramente, pela
excrecdo do hormonio luteinizante (LH), pela hipofise anterior, que induz a
estereoidogenese nas células de Leydig (GEBARA et al, 2002). A quantidade
de testosterona liberada intensifica em proporcéo direta ao volume de LH
disponivel (LISE et al., 1999; BOFF,2010), conforme figura 4.

Posteriormente a sua liberacdo pelos testiculos aproximadamente
97% da testosterona liga-se de maneira fraca a albumina plasmatica e
fortemente a beta globulina nomeada globulina ligadora de hormonios
sexuais (SHBG), a qual circula na sua forma ligada no sangue (LIMA, 2008).
Uma porcentagem da testosterona € transformada em metabdlitos
biologicamente ativos, porém, a maior parte € transformada em metabdlitos

inativos, que séo liberados pelos rins e vias biliares (GEBARA et al., 2002).

Muitos dos efeitos exibidos pela testosterona acontecem de forma
direta por intermédio da ligacdo desse hormdnio a um receptor de

androgénios intracelular, ou de forma indireta pela transformagdo em
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diidrotestosterona, que interage com mais avidez com esse receptor
(GEBARA et al., 2002).

Células de Leydig:
Acdo do LH
Aumenta sintese de testosterona

Testosterona

; Células de Sertoli
Células
Leydig Acéo do FSH
Aumenta inibina
Efeitos relacionados a espermatogénese
Esperma Testis

Tubulos seminiferos

Figura 4. Esquema da sintese de testosterona. Fonte: Adaptado -
https://www.google.com.br/search?q=esquema-+de+s%C3%ADntese+de+testosterona&hl=pt.

7z

Dados da literatura mostram que a testosterona € um hormonio
enddgeno que causa por si s6 imunossupressao no individuo por suprimir a
transducédo do sinal de NFKB, que ativa genes envolvidos com producéo de
citocinas pro-inflamatodria, células NK, macrofagos, e estimular a producéo
de TNF. Poréem, de forma contraditéria esses autores também relatam que a
testosterona pode promover a sintese de citocinas anti-inflamatoérias
associadas ao padrdo Th2 como a IL-10 e IL-4 (SNIDER et al., 2009), mas

em condicdes fisioldgias.

Assim, com base nesses dados, ndo € surpreendente que a
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testosterona esta associada a maior ou menor gravidade de varias doencas.
Nas infeccbes causadas por parasitos a presenca de testosterona piora o
quadro clinico da doenca. A diminuicdo desse hormdnio circulante torna a
doenca menos grave. No modelo de camundongos infectados com
Leishmania sp. foi mostrado que a deplecédo de testosterona diminui a carga
parasitaria e consequentemente reduz os sintomas da doenca (SNIDER et
al., 2009). Em modelo de rato orquiectomizados e com reducdo parcial de
testosterona e infectados com Trypanosoma cruzi, mostrou reducdo
significativa da carga parasitaria e melhora no quadro clinico da doenca
(FILIPIN, 2007).

Estudos utilizando animais castrados comprovam a influéncia da
testosterona na suscetibilidade dos parasitos. Em uma pesquisa usando o
nematoda  Angiostrongylus malayensis em modelo de ratos
orquiectomizados, foi constatado a reducdo da carga parasitaria e aumento
do numero de leucdcitos circulantes. No grupo de ratos orquiectomizados
que foram tratados com testosterona exdégena a carga parasitaria
permaneceu semelhantes aos animais nao castrados (KAMIS et al., 1992).
Ratos Wistar castrados foram mais resistentes a infec¢do por Strongyloides
venezuelensis, quando comparados com ratos n&o castrados. Esse
resultado foi atribuido a reducdo da testosterona circulante (RIVERO et al.,
2002).

Camundongos BALB/c machos infectados com Schistosoma mansoni,
antes e ap6s a puberdade foram avaliados. Os resultados mostraram que
animais na puberdade foram mais suceptiveis a infeccdo, os granulomas
eram maiores, e houve maior taxa de mortalidade, em comparacdo com
camundongos infectados pds-puberdade. Assim, a susceptibilidade ao S.
mansoni em camundongos BALB/c machos parece ser influenciada por
niveis de testosterona, e também por hormonio luteinizante (KASILIMA et al.,
2004).

Esses fatos foram confirmados em muitos modelos de infeccédo por

protozoarios patogénicos, porém ainda ndo foram completamente
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esclarecidos nas infec¢des por Strongyloides sp. Portanto, nessa pesquisa
foram avaliados o impacto e a interferéncia da presenca ou auséncia da

testosterona na evolugdo do S. venezuelensis em modelo de animais

camundongos.
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