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RESUMO

Avancos na estrongiloidose experimental tém sido limitados, pelo menos em parte, devido a
auséncia de um modelo animal viavel, de pequeno porte e facil manuseio para o estudo e
manutencdo em laboratdrio do Strongyloides stercoralis. Buscando obter um modelo
suscetivel ao parasito humano, Callithrix penicillata (n = 15) foram infectados por via
subcutanea com 100 (n = 4), 300 (n = 2) ou 500 (n = 9) larvas infectantes de terceiro estadio
(L3i) de S. stercoralis. Quando ja estabelecida a infeccao, 3 saguis (2 infectados com 100 e 1
com 300 L3i) foram tratados com dexametasona (DEX) (2,5 mg/Kg/dia) por 5 dias
consecutivos. Analises qualitativas e quantitativas de larvas de S. stercoralis excretadas nas
fezes dos primatas foram realizadas. Animais mortos foram necropsiados, sendo as formas
parasitarias recuperadas. Fragmentos de tecidos foram recolhidos e processados para a
histopatologia. Espécimes de C. penicillata mostraram-se suscetiveis, ndo sendo usualmente
observadas diferencas no curso da infeccao entre os saguis que receberam diferentes niUmeros
de L3i. Os periodos pré-patente e patente foram, respectivamente, de 16,1 + 3,0 e 161,1 +
72,2 dias pos-infecgdo (DPI). Entre o 15° e 35° DPI foram verificados os maiores valores de
larvas/g de fezes. Em geral, a infeccdo foi bem tolerada pelos primatas, mas aqueles
individuos que receberam DEX apresentaram progressiva deterioracdo clinica e morreram em
decorréncia de infeccdo disseminada. Nestes casos, uma gquantidade de fémeas adultas
superior ao nimero de L3i inoculadas foi recuperado e grande quantidade de larvas em
migracdo pelos tecidos do hospedeiro foi observada. Os achados anatomopatol6gicos nas
formas ndo complicada e complicada da estrongiloidose experimental foram varidveis e
compativeis com observacBes prévias referentes & estrongiloidose humana, tendo ocorrido
casos brandos de enterite catarral e quadros graves, principalmente na infec¢do disseminada,
com enterite ulcerativa, colite edematosa e lesées pulmonares diversas, incluindo hemorragia,
broncopneumonite, tromboembolismo e infarto. Os dados obtidos indicam que a infeccdo
experimental de C. penicillata por S. stercoralis € representativa da infeccdo humana,
inclusive da doenca grave, sendo a manutencéo do ciclo do parasito em laboratorio possivel
neste hospedeiro. Adicionalmente, aspectos da biologia do nematddeo e da patogénese, 0s
quais sdo ainda objetos de controvérsias na literatura, foram discutidos com base em novas

informacdes obtidas no modelo primata proposto.

Palavras-chaves: Strongyloides stercoralis, modelo primata neotropical, sagui, infeccdo

experimental, isolado humano, glicocorticoide, hiperinfecgéo, infeccdo disseminada.



ABSTRACT

Advances in experimental strongyloidiasis have been limited, at least in part, due to the lack
of an easy to handle, small and viable animal model for the study and maintenance in the
laboratory of Strongyloides stercoralis. In order to obtain a susceptible model to the human
parasite, Callithrix penicillata (n = 15) were infected by subcutaneous route with 100 (n = 4),
300 (n = 2) or 500 (n = 9) infective third-stage larvae (L3i) of S. stercoralis. When the
infection was already established, 3 marmosets (2 infected with 100 and one with 300 L3i)
were treated with dexamethasone (DEX) (2.5 mg/Kg/day) for 5 consecutive days.
Quantitative and qualitative analysis of S. stercoralis larvae excreted in feces of primates
were performed. Dead primates were necropsied and parasitic forms recovered. Tissue
fragments were collected and processed for histopathology. Specimens of C. penicillata were
susceptible, and no difference was usually observed in the course of infection between
marmosets that had received different numbers of L3i. The prepatent and patent periods were,
respectively, 16.1 + 3.0 and 161.1 + 72.2 days post-infection (DPI). Between the 15" and 35"
DPI the highest values of larvae/g of feces were found. In general, the infection was well
tolerated by primates, but those individuals who received DEX showed progressive clinical
deterioration and died of disseminated infection. In these cases, an amount of adult females
higher than the number of L3i inoculated was recovered, and a large amount of larvae
migrating through the host tissues was observed. Anatomopathological findings in
complicated and uncomplicated forms of experimental strongyloidiasis were variables and
consistents with previous observations regarding the human strongyloidiasis, having occurred
mild cases of catarrhal enteritis and severe conditions, especially in disseminated infection,
with ulcerative enteritis, edematous colitis and diverse lung injuries, including hemorrhage,
bronchopneumonitis, thromboembolism and infarction. The data obtained indicate that the
experimental infection of C. penicillata with S. stercoralis is representative of human
infection, including severe disease, and the maintenance of the cycle of the parasite in the
laboratory is possible in this host. Additionally, aspects of the biology of the nematode and
pathogenesis, which are still objects of controversies in the literature, were discussed based on

new information obtained in the proposed primate model.

Keywords: Strongyloides stercoralis, Neotropical primate model, marmoset, experimental

infection, human strain, glucocorticoid, hyperinfection, disseminated infection.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CETEA/CEUA (UFMG): Comité de Etica em Experimentacio Animal/Comissio de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais

CIVD: Coagulacédo intravascular disseminada

Cp: Callithrix penicillata (refere-se a origem do parasito)

DAB: Diaminobenzidina

DEX: Dexametasona

DPI: Dias pés-infeccdo

DTN: Doencas tropicais negligenciadas

EUA: Estados Unidos da América

H: Humano (refere-se a origem do parasito)

HE: Hematoxilina e eosina

HIV: Human immunodeficiency virus (virus da imunodeficiéncia humana)

HTLV-1: Human T lymphotropic virus type (virus linfotrépico de células T humanas
do tipo 1)

IBAMA: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
ICZN: International Commission on Zoological Nomenclature

IFN-v: Interferon-y

IgA: Imunoglobulina A

IgE: Imunoglobulina E

IgG: Imunoglobulina G

IgM: Imunoglobulina M

IL-1: Inteleucina-1

IL-4: Interleucina-4

IL-5: Interleucina-5

IL-10: Interleucina-10

ICB (UFMG): Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry



L1: Larvas rabditoides de 1° estadio

L2: Larvas rabditoides de 2° estadio

L3i: Larvas de 3° estadio infectantes

L4: Larvas de 4° estadio

LPG: Larvas por grama de fezes

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

OR: Odds ratio

PBMC: Peripheral blood mononuclear cells (células mononucleares do sangue
periférico)

PBS: Phosphate buffered saline (Tampao fosfato-salino)

RPC: Republica Popular da China

TdT: Terminal deoxynucleotidyl transferase (transferase desoxinucleotideo terminal)
Th: T helper (refere-se a linfocitos auxiliares CD4+)

Th1: T helper do tipo 1

Th2: T helper do tipo 2

TUNEL: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick-end Labeling

TNF-a: Tumor necrosis factor-a (fator de necrose tumoral-a.)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Esquema do ciclo biolégico do Strongyloides stercoralis em condic¢des
normais, mostrando a alternancia entre os desenvolvimentos direto (ciclo de vida

parasitaria ou homogonico) e indireto (ciclo de vida livre ou heterogbnico) do

0T AT 100 [T TSRS 29
Figura 2 - Espécimes de Callithrix penicillata.............cccoeveiiiieeiiiiiice e 66
Figura 3 - Biotério de Primatas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG........... 68

Figura 4 - Grupo familiar de Callithrix penicillata com detalhe do solario de um dos

viveiros e artificios utilizados no enriquecimento fiSiCO...........cccocevvviviieii i 69

Figura 5 - Formula estrutural da dexametasona ...........ccocvevrererenenienicrieeseeeee s 77

Figura 6 - Resultados das andlises de fezes de Callithrix penicillata durante a infecgédo

experimental pelo Strongyloides Stercoralis. ..........ccocvvvviiiiiiiie e 87

Figura 7 - Numero médio de larvas por grama de fezes de trés espécimes de Callithrix
penicillata experimentalmente infectados com 500 larvas filarioides de Strongyloides

Y (=] (0101 &1 L1 TR T O T U U U TS OO PP PRTTRRR 89

Figura 8 - Disperséo e linha de tendéncia do numero de larvas por grama de fezes em
funcdo do tempo em trés Callithrix penicillata experimentalmente infectados com 500

larvas filariodes de Strongyloides stercoralis. ........cccoooveviiiiie e 90

Figura 9 — Numero cumulativo de fémeas parasitas de Strongyloides stercoralis
recuperadas dos intestinos delgado e grosso de Callithrix penicillata considerando o

seu grau de desenvolvimento (jovens ou adultas) e a sua localizagao. ...........c.......... 96


Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386751
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386752
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386753
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386753
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386754
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386756
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386756
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386756
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386757
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386757
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386757
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386758
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386758
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386758

Figura 10 — Percentual de larvas de Strongyloides stercoralis recuperadas de diferentes
6rgdos de trés espécimes de Callithrix penicillata que apresentaram hiperinfeccéo e
disseminacdo do parasito apds imunossupressdo induzida pelo tratamento com a

HEXAMEBLASONA. ..o eeeeeeee ettt r e e e e e reeeeees 08

Figura 11 — Linhas de tendéncia da evolucdo dos pesos médios de Callithrix
penicillata em relagcdo ao tempo de infeccdo experimental pelo Strongyloides

SE B O ALIS. ettt e e e e e e aaaarr——————— 100

Figura 12 — Seccdo histoldgica de intestino delgado de Callithrix penicillata

experimentalmente infectado pelo Strongyloides stercoralis ..........ccccovvveiiveieennnnn, 108

Figura 13 — LesBes em secc¢éo histoldgica de pulméo de Callithrix penicillata durante

a fase de migracdo larvar do Strongyloides stercoralis.........ccccoceviveriiininiisresiesnnn, 109

Figura 14 — Altera¢cBes da mucosa observadas em seccBes histologicas de intestino
delgado de exemplares de Callithrix penicillata apresentando as formas néo

complicada e complicada da infeccdo pelo Strongyloides stercoralis........................ 111

Figura 15 — Atrofia de vilosidades e hiperplasia de criptas em secc¢des histoldgicas de
intestino delgado de Callithrix penicillata experimentalmente infectado pelo

Strongyloides STErCOraliS.........ccuviiie i 112

Figura 16 — AlteracOes nas camadas submucosa e muscular observadas em secgdes
histologicas de intestino delgado de exemplares de Callithrix penicillata apresentando
as formas ndo complicada e complicada da infeccdo pelo Strongyloides

SEO O ALIS. oot e e e e e aar e ————— 113

Figura 17 — Secg¢des histologicas de intestino delgado de Callithrix penicillata
mostrando as variacOes das lesdes observadas na submucosa em fungdo do tempo de

infeccdo pelo Strongyloides Stercoralis..........ooviieiiiiiiiieie e 114


Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386759
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386759
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386759
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386759
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386760
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386760
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386760
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386761
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386761
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386762
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386762
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386763
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386763
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386763
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386764
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386764
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386764
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386765
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386765
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386765
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386765
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386766
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386766
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386766

Figura 18 — Broncopneumonite observada a histopatologia de pulméo de Callithrix

penicillata experimentalmente infectado pelo Strongyloides stercoralis ................... 115

Figura 19 — “Figado cardiaco” observado em secgOes histologicas hepéticas de

Callithrix penicillata experimentalmente infectado pelo Strongyloides stercoralis...116

Figura 20 — AlteracGes observadas em sec¢fes histologicas de intestino delgado de
Callithrix penicillata apresentando a infeccdo disseminada pelo Strongyloides

SE O O AIS. vvveee e e ettt ettt et e e e e e ettt e e e eeeeee et e e aaraeeeeeer e ———raaaerrerr 118

Figura 21 — Seccdes histoldgicas do intestino grosso de Callithrix penicillata
apresentando necrose em regido de submucosa durante a infeccdo disseminada pelo

Strongyloides StEICOTAlIS ........ccviiiiiieieic e 119

Figura 22 — Seccdes histoldgicas de intestino grosso de Callithrix penicillata exibindo
alteracBes relacionadas ao processo de autoinfeccdo enddgena durante a forma

disseminada da infeccdo pelo Strongyloides stercoralis. .........ccccocovvviveiieeiie e 121

Figura 23 — Secc¢do histologica mostrando o aspecto geral de pulmédo de Callithrix

penicillata apresentando a infec¢do disseminada pelo Strongyloides stercoralis.......122

Figura 24 — AlteracGes intersticiais e alveolares em seccdes histologicas de pulmao de
Callithrix penicillata apresentando a infeccdo disseminada pelo Strongyloides

SEO T O ALIS. vt e e aarr————— 123

Figura 25 — Seccdes histoldgicas de pulmdo mostrando eventos trombo-hemorragicos
em Callithrix penicillata durante a infeccdo disseminada pelo Strongyloides

SE O O ALIS oot e e e e aaarr————— 124


Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386767
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386767
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386768
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386768
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386769
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386769
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386769
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386770
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386770
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386770
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386771
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386771
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386771
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386772
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386772
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386773
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386773
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386773
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386774
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386774
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386774

Figura 26 — Microtrombos observados em sec¢do histologica de glomérulo renal de

Callithrix penicillata experimentalmente infectado pelo Strongyloides stercoralis...125

Figura 27 — Seccdo pulmonar mostrando apoptose in situ de células inflamatdrias do
intersticio durante a migracdo larvar do Strongyloides stercoralis em Callithrix

QLT gL o] = PSR 127

Figura 28 — Seccdes histologicas de intestino delgado de exemplares de Callithrix
penicillata durante a infeccdo por Strongyloides stercoralis evidenciando a ocorréncia

dE APOPLOSE 1N SITUL ©eevveeiieeitie ettt e et e e re e srae e s reeesreeesneeenreeas 128

Figura 29 — Fémea parasita e ovos de Strongyloides stercoralis recuperados de raspado

intestinal de Callithrix penicillata experimentalmente infectados............ccccccceeevennee. 133

Figura 30 — SeccBes histoldgicas de intestino delgado de Callithrix penicillata
experimentalmente infectado pelo Strongyloides stercoralis mostrando alteracGes

relacionadas ao habitat das fémeas parasitas Na MUCOSA. ..........ccuevereereereseeieriesieenns 134


Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386775
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386775
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386776
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386776
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386776
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386777
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386777
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386777
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386778
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386778
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386779
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386779
Tese%20de%20doutorado%20-%20Versão%20da%20banca/Tese%20-%2001102013.doc#_Toc368386779

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Lista atualizada de Strongyloides spp. e de seus respectivos

NOSPEABITOS. ... et e et e et et e e te e teenre e e 26

Tabela 2 — Percentual de fémeas parasitas recuperadas ap6s o inéculo de larvas

infectantes de Strongyloides stercoralis em Callithrix penicillata............cccccccoeeveenen 95

Tabela 3 — Numero de larvas e fémeas de Strongyloides stercoralis recuperadas de
diferentes Orgdos de trés espécimes de Callithrix penicillata que apresentaram

hiperinfeccéo e disseminacao do parasito apds tratamento imunossupressor................ 97

Tabela 4 — Percentuais de ocorréncia de diferentes aspectos semioldgicos observados a
inspecdo de exemplares de Callithrix penicillata durante a estrongiloidose
experimental ndo complicada ou complicada pés-tratamento imunossupressor com a

X AIMIETASONA. ... e e ettt e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeee e e e aeeeeeeeeeeeennnaneeeeeeeeennnnns 101

Tabela 5 — Principais achados antomopatolégicos em espécimes de Callithrix

penicillata experimentalmente infectados com Strongyloides stercoralis................... 103

Tabela 6 — Dados morfométricos de fémeas parasitas de Strongyloides stercoralis
recuperadas de exemplares de Callithrix penicillata experimentalmente infectados
apresentado a estrongiloidose ndo complicada ou complicada apos a administracdo de

AN B ASONA. ... ettt ettt e e e e e e e e et et eeeeeeseeeeeeee e e aseseeeeeeessnsnansessesseeessnsnaassesseeeesnnnes 130



SUMARIO



1. INTRODUGAO. ...ttt es ettt 23

SECCAO Ll ettt 29
Passado e presente da estrongiloidOSe ..........c.ccvveiieiiiiieiic e 30
1.1.1. A descoberta da doenca e a biologia basica do parasito...........ccccccvevvereriranenn, 30
1.1.2. Primeiros relatos e causas associadas a estrongiloidose complicada............... 33
1.1.3. AsSpectos epidemiolOQICOS .......cciviiiiiieriiieiese e 36
1.1.4. Imunologia da infeccdo humana: doenca disseminada, virus
IMUNOSSUPressores € GlICOCOITICOIURS ........iiuriiiiieiie e 39
T o 1 0] [T | - APPSR 42
] =01 07X @ 1 N 47
A estrongiloidose sob a perspectiva da experimentagdo animal ............c.cccceveveveenne. 47
1.2.1. Generalidades sobre modelos animaiS.........ccccuereriierieiienee e 47
1.2.2. Estudos com Strongyloides Spp. de r0dOreS.........ccovereeierereeiienieseeiee e 49
1.2.3. Modelos experimentais que possibilitam o completo desenvolvimento do
Strongyloides StErCOTAliS .........ooviiuiiiiii e 51
1.2.3.1. Canis lupus familiaris ..........ccouriiiiiiie e 52
1.2.3.2. Meriones UNQUICUIALUS ..........cccvereiieiiee e se et 56
1.2.3.3. ErythroCebus Patas ..........ccooiiiiiiiiiieecsee e 57
1.2.4. Potencialidade do uso de saguis na investigacdo biomeédica de Strongyloides
0] O PP P PR PP PRI 58
1.2.4.1. Primatas ndo humanos como modelo..........ccoerviiiiiiiiiiiiiie e 58
1.2.4.2. Estrongiloidose natural e experimental em saguiS..........cccovevvrieienennnnn, 60
SECCAD 1.3ttt ettt ettt 62
JUSTITICAtIVA € ODJELIVOS......eeeie e 62
1.3.1. ODJEtIVO GEIAl ....cveiiiiiiee e 62
1.3.2. ODbjetivos €SPECITICOS .....cviiiiiiecie e 63
2. MATERIAL E METODOS......o oottt en sttt en st 64
2.1. Modelo primata N80 NUMANO .........cceiiiiiiie e 65

2.1.1. Callithrix PeNICHIALA.........c.eoieeiiiiie s 65



2.1.2. ESPECIMES EStUAAUOS. ... .ccvviiieeiieciie et reenaaene s 65

2.1.3. Criagao € alimentagao ..........ccueruiriiieie e 67
2.1.4. Controle parasitolOgiCo.........cceiviiiieii it 70
P o 1 - ] 1 (o TSRS PPRT PR 71
2.2.1. Strongyloides StErCOraliS ........couiiiiiiiiieiie e 71
A I 1] T To =1 o OSSP USRS 71
2.2.3. Obtencdo de larvas de 3° estadio infectantes (L3i).........ccccoveeevevrrereecieeeennnene, 71
2.2.4. CoONAgEM U L3l..uiiiieiiiieiie ettt te et e nee e e e nneeennee s 72
2.3. ConsideracOes sobre o delineamento experimental ............ccoevviveiiieniieiiienneinns 72
2.3.1. Experimento I: Padronizagao da primoinfecGao...........ccovvvrieneienienienennen, 73
2.3.2. Experimento Il: Avaliacdo da possibilidade de reinfeccao .........cccccccvevvvennnn 73

2.3.3. Experimento Il1: Efeitos da imunossupressao induzida por glicocorticoides .73

2.4. Manuseio geral doS Primatas ..........cccecveereeiieeieesieesie e e e see e snaeenree s 73
2.5, INFECGAD ...ttt 74
2.6. Inspecdo e aspectos clinicos doS Primatas ........cccevvveveeieeiieeieesee e e e se e 74
2.7. Exames parasitol0gicoS de FEZES........ccoveieiriiiiiirice e 75
2.7.1. QUANTALIVOS ....eevvieieeieeie et e st e b e e re e beennaene s 75
2.7.2. QUANTITATIVOS ....eecivie ettt ettt e e et e e e s b e e e s be e e e sraeeeenns 75
2.8. Determinacgdo de cura parasitolOgiCa.........covevrirereieieiene e 76
P (=] [ 1 =ToloF- o S TRSSSTR 76
2.10. Tratamento imunossupressor com dexametasona (DEX).........ccccoevvvenenennnnn, 76
P U 72T g T WSS PR 78
P \\[=Tod (] 1] - LSRR U P PSPPI 78
N R T AN g =100 0 110 o 1 0] oo T USSR SSPR 78
0 I T I AV o] {0 LYo o T WSS TSSSSPR 78
P I V[ Tod {0 Kol ] o - LSO PP PP 79

2.13.2.1. Processamento hiStOlOQICO ........cceiveiieiieiicce e 79

2.13.2.2. Coloragao hiStolOgICa.........cecvveiieiie e 79

2.13.2.2.1. HEMAtOXiliNa € BOSING .......ecviiiieiiieiiie sttt 79

2.13.2.2.2. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick-end
Labeling (TUNEL) .....ooiiie e 80



2.13.2.3. Analise e captura de iMagENS.........cevveiieieeiie e 81

2.13.2.4. AvaliaG8o e QPOPLOSE .....evvirrieiiiisiie e sieesiee et 81
2.14. Recuperagao de S. StercoraliS........cooooiiiiiiiiiiiiic e 82
2.15. Mensuragao d0OS PAraSitOS ........ccueiveireiieiiesieseesieseeseeseese e e e sre e s e e e enreeneas 82
2.17. CONSIAEIAGOES ELICAS .....vverveteterieiesie ettt sttt sae s 84
2.18. ANALISE BSTALISTICA .. ..vveveeeeiiieieiie e 84

CRESULTADOS ...ttt sttt sttt naenannennenne e 85
3.1. Suscetibilidade do modelo primata ndo humano ao S. stercoralis..................... 86
3.2. Andlise parasitoldgica de fezes na primoinfecGdo.........ccoccevvvviieieiicicsesnenn, 86
A B O TN T L[ -1 1 AV USSP 86
3.2.2. QUANTITALIVA....cvve et e e sa e e re e e e e e 88
3.3. Representatividade de formas anatomoclinicas da estrongiloidose humana no
hospedeiro experimental normal e ImunoSSUPTIMIdO..........ccoveiiiiiiiieiiee e, 91
3.3.1. Estrongiloidose N80 cOMPliCada ........c.coovverieeiie e 91
3.3.2. Estrongiloidose complicada..........ccooveieiiiiiieiiiiese e 92
3.4. Letalidade € NECIOPSIAS .....cvivirieeieitesieeie sttt bbb 92

3.5. Fémeas e larvas de S. stercoralis obtidas de calitriquineos ndo tratados ou

tratados COM & deXAMETASONA .......eeviverieeiieiieeite ettt nes 93
3.6. Dad0S SEMIOIOQICOS ......cccvveiieiieeiie e e e e nraene s 99
3.7. ANAtOMOPALOIOGIA. ... ettt e 102
K R |V - ot £ 01T o] - USSR 102
T OV Tod {01 Tode] o - DO TSSO PP URRTRTRPO 107
3.7.2.1. Caracteristicas gerais das lesdes causadas pelo S. stercoralis................. 107
Estrongiloidose ndo complicada .........cccccveeiieeiie i 107
Estrongiloidose complicada (hiperinfeccdo/disseminacdo do parasito) .............. 110
3.7.2.2. APOPLOSE 1N SITU...cvvreiieeiiiiesiie e e e e e e e et e et e e e neeeenes 120
3.8. Tentativas de reiNTECCAD ........cccueiieiieiieci e 126
3.9. Andlise morfométrica dos vermes adultos...........cccovvviiverenesienese e, 129

3.10. ObservacOes sobre o habitat das fémeas parasitas e a formacédo de tuneis na

mucosa intestinal do NOSPEAEITO .......cuiieiiiiiieie s 131



3.11. Aspectos hiologicos das formas heterogOniCas ..........cccoveveereerieeiesiieeie e, 135
3.11.1. Sobre a possibilidade de uma segunda geracdo de adultos de vida livre ....135
3.11.2. Sobre a ocorréncia de partenogénese no ciclo de vida livre............c.c.c...... 136
4. DISCUSSAO

B, CONCLUSOES .....coe oo e et e e e e e s e e e e e e es e e e e et e s e e er e e, 178

B. REFERENCIAS . .coeeoeeeee oottt e et ee et e e e s e e es e e et e s e e es e e e e e e e s eeereaeareeas 182



1. INTRODUCAO



O género Strongyloides Grassi, 1879 contém 59 espécies validas de nematddeos
parasitos de vertebrados, exceto peixes (Tabela 1), sendo que no ciclo bioldgico destes
helmintos ocorre a alternancia entre formas parasitarias e de vida livre (Figura 1).

Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) € o principal agente etiolégico da
estrongiloidose humana e apresenta a peculiaridade, entre todos os nematddeos de
interesse em parasitologia médica, de ser o Unico capaz de se multiplicar no
hospedeiro, atingindo niveis criticos, ndo raramente letais (Genta 1989a, Steinmann et
al. 2007, Olsen et al. 2009, Krolewiecki et al. 2013). Strongyloides fuelleborni von
Linstow, 1905, parasito natural de primatas do Velho Mundo, é também responsavel
por casos humanos de estrongiloidose nas Filipinas e em areas centrais e orientais da
Africa, mas em namero inferior aos casos de estrongiloidose por S. stercoralis
(Wallace et al. 1948, Pampiglione & Riccardi 1971, 1972, Pampiglione et al. 1979,
Speare 1988). Apenas em Papua Nova Guiné, outra espécie, Strongyloides kelleyi
(Viney, Barnish & Ashford, 1991), relaciona-se a infec¢cdo humana com caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas Unicas (Viney et al. 1991, Ashford et al. 1992).

Fatores como o acometimento majoritario de individuos de baixa renda e
residentes em paises em desenvolvimento (Genta 1989a, Bethony et al. 2006, Schar et
al. 2013), limitacbes para o adequado diagndstico (até 70% dos casos ndo sdo
detectados por metodologias convencionais; Siddiqui & Berk 2001) e a auséncia de
modelos viaveis para o estudo do S. stercoralis de origem humana tém contribuido
para que a estrongiloidose, parasitose com vasta distribuicdo e conhecida desde o
século XIX, permaneca negligenciada, a despeito de estimativas indicarem que a
infeccdo possa acometer atualmente entre 30 e 100 milhGes de pessoas em todo o
mundo (Bethony et al. 2006). Entretanto, esta estimativa parece demasiadamente
conservadora e pode estar subestimando o real niUmero de casos de estrongiloidose,
principalmente ao se considerar recente metanalise conduzida a partir de dados
parasitoldgicos de varios paises (Schar et al. 2013). Somente a Republica Popular da
China (RPC) com uma prevaléncia media de 14% de estrongiloidose, de acordo com
estes autores, teria cerca de 200 milhdes de pessoas infectadas pelo S. stercoralis.

O relativo desinteresse por esta infeccdo tem suscitado, inclusive,

questionamentos se seria ela a mais negligenciada entre as doencas tropicais
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negligenciadas (DTN) (Olsen et al. 2009). Curiosamente, a propria Organizacdo
Mundial de Saiude (OMS) ndo incluiu a estrongiloidose na lista original das 17 DTN,
embora a helmintose agora também esteja sob a responsabilidade do Departamento de
Doencas Tropicais e Negligenciadas da OMS e tenha sido classificada como uma de
quatro outras condicOes tropicais negligenciadas (other ‘neglected’ conditions)
juntamente a acidentes ofidicos, micetoma e podoconiose (OMS 2013).

Sem duvida, ha ainda uma caréncia substancial de informacdo, inclusive de
estudos experimentais, sobre aspectos da biologia do S. stercoralis de origem humana
e da doenca por ele causada. No presente estudo, esta relacdo parasito-hospedeiro foi
experimentalmente avaliada no primata Callithrix penicillata (E. Geoffroy, 1812),
popularmente conhecido como sagui, mico-estrela, mico-estrela de tufo-preto ou
sagui-de-tufo-preto.

Como os dados referentes a variados aspectos da estrongiloidose encontram-se
dispersos na literatura, apdés uma adequada revisdo, buscou-se expor as informacdes
obtidas de maneira ordenada na parte introdutoria. Para este fim, a introducdo foi
dividida em sec¢bes. Na primeira delas (pag. 29; Seccdo 1.1. Passado e presente da
estrongiloidose), uma abordagem histérica da parasitose, inexistente em lingua
portuguesa, foi feita. Buscou-se ordenar cronologicamente as principais descobertas
referentes a infeccdo pelo S. stercoralis até os dias atuais e explanar as contribuicdes
de pesquisadores brasileiros para o conhecimento desta relacdo de parasitismo. Foram
tratados de modo geral, aspectos da biologia basica do nematddeo, formas clinicas,
epidemiologia, imunologia e anatomopatologia da doenca humana. Na sec¢do seguinte
(pag. 46; Seccdo 1.2. A estrongiloidose sob a perspectiva da experimentacdo animal),
sdo apresentados pormenores do uso de modelos bioldgicos, especialmente no estudo
da estrongiloidose. Aborda-se aspectos relacionados ao emprego de saguis na
investigacdo cientifica, a estrongiloidose natural e experimental nestes primatas. Como
nem toda a informacdo apresentada na Seccdo 1.1 estd diretamente relacionada aos
experimentos realizados, a ndo leitura desta seccdo, apesar da perda de detalhes
complementares, ndo impossibilita o entendimento da presente tese, cuja justificativa e
objetivos sdo explicitados no segmento final da parte introdutoria (pag. 61; Seccédo 1.3.

Justificativa e objetivos).
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Tabela 1 — Lista atualizada de Strongyloides spp. e de seus respectivos hospedeiros.

Espécie de Strongyloides*

Hospedeiros**

v n nu unu U unu unu unu om

w unu uvu m

w nu unu unu unu unu m

w unu unu unu unu umu om

. agoutii Griffiths, 1940

. akbari Mirza & Narayan, 1935

. amphibiophilus Perez-Vigueras, 1942

. ardeae Little, 1966

. avium Cram, 1929

. bufonis Rao & Singh, 1954

. carinii Pereira, 1935

. callosciureus Sato, Torii, Une & Ooi, 2007
. cebus Darling, 1911

. chapini Sandground, 1925

. cruzi Rodrigues, 1968

. cubaensis Perez-Vigueras, 1942
. darevskyi Sharpilo, 1976

. dasypodis Little, 1966

. elephantis Greve, 1969

. erschowi Popov, 1938

. felis Chandler, 1925

. ferreirai Rodrigues, Vicente & Gomes, 1985
. fuelleborni von Linstow, 1905

. gulae Little, 1966

. herodiae Boyd, 1966-1967

. kelleyi (Viney, Barnish & Ashford, 1991)"

. lutrae Little, 1966

. mascomai Navarro, Lluch & Izquierdo, 1989
. minimum Travassos, 1930

. mirzai Singh, 1954

. mustelorum Cameron & Parnell, 1933

Dasyprocta aguti

Suncus murinus

Peltophryne peltocephalus

Nyctanassa violacea, Butorides virescens

Gallus gallus, Crypturellus parvirostris, Fulica atra
Duttaphrynus melanostictus

Leptodactylus gracilis

Callosciurus erythraeus e C. notatus

Cebus capucinus, Ateles geoffroyi, Lagothrix lagotricha, L.
cana, Saimiri sciureus e Sapajus apella.

Hydrochoerus hydrochaeris

Hemidactylus mabouia, Ophiodes striatus.

Butorides virescens

Darevskia saxicola, D. armeniaca, D. rostombekovi e D.
rudis

Dasypus novemcinctus

Elephas indicus

Nyctereutes procyonoides

Felis catus

Kerodon rupestris

Pan troglodytes, Papio spp., Macaca spp., Homo sapiens.
Natrix cyclopion, N. sipedon, N. taxispilota, Agkistrodon
piscivorus, A. contortix, Coluber constrictor, Lampropeltis
getulis, Heterodon platyrhinos.

Ardea herodias

H. sapiens

Lutra canadensis

Pelophylax perezi

Anas bahamensis, Butorides striata

Ptyas mucosa

Martes zibelina, Mustela erminea

Continua...
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Tabela 1 — Continuacao.

Espécie de Strongyloides*

Hospedeiros**

S. myopotami Artigas & Pacheco, 1933
S. nasua Darling, 1911

S. natricis Navarro & Lluch, 1993

S. ophidiae Pereira, 1929

. ophiusensis Roca & Hornero, 1992
. oswaldoi Travassos, 1930
. papillosus (Wedl, 1856)

. pereirai Travassos 1932
. physali Little 1966

. planiceps Rogers 1943

. procyonis Little, 1966

. putorii Morosov, 1939

. quiscali Barus, 1968

. ransomi Schwartz & Alicata, 1930
. ratti Sandground, 1925

. robustus Chandler, 1942

. rostombekowi Gamzemlidse, 1941
. serpentis Little, 1966

v nu O unu unu O U O U nu nu unu unu unu umu om

. Spearei Skerratt, 1995
. spiralis Grabda-Kazubska, 1978
. stercoralis (Bavay, 1876)

w unu unu um

. suis von Linstow, 1905
. thylacis Mackerras, 1959

. tumefaciens Price & Dikmans, 1941

w »nu unu omw

. turkmenicus Kurtieva, 1953

. pavonis Sakamoto & Yamashita, 1970

. prokopici Moravec, Barus & Rysavy, 1987

. sigmodontis Melvin & Chandler, 1950

Myocastor coypus, Ctenomys talarum e C. pearsoni

Nasua narica

Natrix maura

Mastigodryas bifossatus, Boa constrictor, Epicrates
cenchria, Liophis miliaris, Xenodon merremii e Oxyrhopus
guibei

Podarcis pityusensis

Gallus gallus, Crypturellus undulatus

Ovis aries, Bos taurus, Bubalus bubalis e Capra hircus
Pavo muticus

Hylodes sp.

Incilius valliceps

Felis catus

Procyon lotor

Bufo regularis

Mustela putorius

Quiscalus niger

Sus scrofa

Rattus novergicus, Ondatra zibethicus

Scirius niger, S. carolinensis

Erinaceus europaeus

Natrix cyclopion e demais hospedeiros listados para S.
gulae.

Sigmodon hispidus

Vombatus ursinus

Pelophylax esculentus, P. lessonae

H. sapiens, P. troglodytes, Gorilla, Hylobates, Canis lupus
familiaris, Vulpes spp.

Sus scrofa

Isoodon macrourus

Felis catus

Himantopus candidus, Scolopax rusticola

Continua...
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Tabela 1 — Continuacao.

Espécie de Strongyloides* Hospedeiros**
S.venezuelensis Brumpt, 1934 Rattus novergicus
S. vituli Brumpt, 1921% Bos taurus

S. vulpis Petrov, 1940 Vulpes vulpes

S. westeri lhle, 1917 Equus caballus

* A presente lista de espécies de Strongyloides foi concebida a partir do levantamento de Speare (1989), cuja
informacdo foi revisada e atualizada, baseando-se em diferentes autores (Schwartz & Alicata 1930, Yamashita
1963, Little 1966a, b, Okulewicz 1984, Rodrigues et al. 1985, Costa et al. 1986, Moravec et al. 1987, Navarro
et al. 1989, Viney et al. 1991, Kharchenko & Tkach 1992, Roca & Hornero 1992, Navarro & Lluch 1993,
Skerratt 1995, Vicente et al. 1997, Mati et al. 2005, 2011b, 2013a, b, Sato et al. 2007, Mapeli et al. 2008,
Rossin et al. 2009, Santos et al. 2010, Pinto et al. 2011, Birmani et al. 2012).

** Para algumas espécies ha relatos de hospedeiros adicionais com identificagdes presumidas ou sem que a
metodologia utilizada seja detalhada, ndo sendo considerados neste levantamento.

# Estudos moleculares indicaram que S. kelleyi ndo é uma subespécie de S. fuelleborni (Dorris et al. 2002).

* Eberhardt et al. (2008), com o auxilio de analises moleculares, consideraram S. papillosus distinto de S. vituli

e sugeriram a revalidacdo desta espécie, segundo os autores, a predominante em bovinos.
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Figura 1 — Esquema do ciclo biolégico do Strongyloides stercoralis em condi¢des normais,
mostrando a alternéncia entre os desenvolvimentos direto (ciclo de vida parasitaria ou
homogonico) e indireto (ciclo de vida livre ou heterogbnico) do nematodeo.
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SECCAO 1.1

Passado e presente da estrongiloidose

1.1.1. A descoberta da doenca e a biologia basica do parasito

A estrongiloidose foi primeiramente documentada por Normand (1876), médico
do Hépital maritime St. Mandrier em Toulon, Franca, que observou larvas de um
nematddeo até entdo desconhecido em fezes diarreicas de cinco soldados que
retornavam de missdo militar nas colbnias francesas no sudeste asidtico, mais
precisamente da Cochinchina, sudeste do atual Vietnd. Sem conseguir identificar a
espécie do parasito, enviou amostras do material para o colega farmacéutico Bavay, do
Conseil Supérieur de Santé. Este descreveu a nova espécie com o nome Anguillula
stercoralis. No ano seguinte, ao analisar formas intestinais do nematodeo, as quais
foram também obtidas por Normand durante a autopsia de pacientes que morreram em
consequéncia da diarreia da Cochinchina, pensando tratar de outra espécie, denominou
as formas parasitas como Anguillula intestinalis (Bavay 1876, 1877). Normand e
Bavay acreditavam a época que as formas rabditoides e de vida livre (ciclo indireto ou
heterogbnico, hoje amplamente conhecido) seriam de A. stercoralis, enquanto as
formas parasitas intestinais e as larvas filarioides encontradas nas fezes (ciclo direto ou
homogonico) corresponderiam a A. intestinalis.

Em 1878, uma série de autopsias foi realizada em Pavia, Italia, sendo observado
que as formas parasitas de A. intestinalis liberavam ovos na luz do intestino delgado
humano e apos a eclosdo das larvas, que ocorria quase imediatamente, formas
rabditoides semelhantes a A. stercoralis eram liberadas e desenvolviam-se para as
formas filarioides (Grassi & Parona 1879). O novo género Strongyloides (“Strongylos”
= curvo, “eidos” = similar) foi entdo erigido e o nome Strongyloides intestinalis

proposto para o parasito (Grassi 1879a, b).
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No ano seguinte, a estrongiloidose humana foi relatada no Brasil. Luz (1880,
apud Ronciére 1880), médico e quimico mineiro, estudando 0s seus préprios
pacientes, concluiu que um tipo especial de diarreia estava ocorrendo no pais, a qual,
além de frequente, variava de subaguda a crbnica e se caracterizava pela resisténcia as
medicagOes habituais, facilidade e multiplicidade de recidivas e rapidez do
desenvolvimento de problemas carenciais (p. ex., anemia) advindas das constantes
perdas intestinais. Ao considerar as semelhancgas entre os seus casos de diarreia e a dita
diarreia da Cochinchina, ja suspeitando de natureza parasitaria, Luz, entdo profissional
da Irmandade da Santa Casa da Misericérdia de Valenca, estado do Rio de Janeiro,
encontrou larvas de S. stercoralis nas fezes de uma crianca doente que ha cerca de um
ano, quase mensalmente, apresentava episodios de diarreia. Foi este o primeiro relato
da infeccdo no continente americano. Posteriormente, mais de 50 novos casos de
estrongiloidose, a maioria referente a trabalhadores rurais, foram relatados por Lutz
(1885) em localidades variadas dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Este
pesquisador foi o primeiro a avaliar aspectos do ciclo do parasito em territorio
nacional, além de destacar que a distribuicdo dos casos de estrongiloidose era
coincidente com a ocorréncia de ancilostomose, observacdo que auxiliaria no
esclarecimento do modo de infecgéo do S. stercoralis.

A comprovacdo de serem as formas intestinal e fecal deste nematédeo uma
Unica espécie e a demonstracdo da alternancia entre as formas de vida livre e parasita
do S. stercoralis couberam a Leuckart (1883, apud Grove 1990). Golgi & Monti
(1884) também observaram a ocorréncia do desenvolvimento direto e indireto do
parasito e sugeriram que 0 primeiro seria 0 mais comum. Pouco tempo depois,
baseando-se no estudo de uma série de casos, a ideia de que o desenvolvimento direto
seria a regra foi confirmada (Leichtenstern 1898, apud Thayer 1901).

Apesar do nome S. intestinalis ter sido inicialmente aceito, o A. stercoralis foi
descrito antes de A. intestinalis e assim a espécie causadora da estrongiloidose foi
renomeada como S. stercoralis de acordo com as regras internacionais de
nomenclatura zoolégica (ICZN) (Stiles & Hassall 1902).

A ocorréncia de partenogénese ou hermafroditismo na fémea parasita de S.

stercoralis foi postulada por Grassi (1882). Entretanto, segundo Thayer (1901), outros
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pesquisadores, incluindo Leuckart, inclinavam-se a epoca para a ultima hipotese e foi
Rovelli, em 1888, o primeiro a concluir, baseando-se em uma real anélise do aparelho
reprodutor do nematddeo, que 0s parasitos eram de fato partenogenéticos. Sandground
(1926a) afirmou ndo ter lido o trabalho original de Rovelli, mas teve acesso a uma
revisdo de Braun, 1888, que mencionava que o autor italiano teria analisado
Strongyloides obtidos de porcos e ratos e jamais observado espermatozoides. Nao
obstante, o0s debates sobre essa questdo continuaram nas décadas seguintes,
principalmente em funcéo dos achados, hoje desacreditados, da existéncia de machos
de S. stercoralis parasitos (Kreis 1932, Faust 1933) e mesmo da presenca de
espermatozoides nas fémeas parasitas, indicando um possivel hermafroditismo
(Sandground 1926a), ideia esta aceita por eminentes parasitologistas da época como
Brumpt, Cobb, Cort, Filleborn e Travassos (Frées 1930a).

A infeccdo experimental de cobaios com larvas filarioides do nematodeo,
provavelmente S. fuelleborni, possibilitou estabelecer a ocorréncia de penetragdo ativa
da pele do hospedeiro por larvas do parasito (Van Durme 1902). Este mecanismo de
infeccdo foi comprovado de modo inconteste por Looss que apGs expor a préopria pele
a formas infectantes de S. stercoralis verificou, cerca de dois meses depois, a presenca
de larvas em suas fezes (Looss 1905, apud Grove 1990), sendo que o encontro prévio
de formas larvares no sangue periférico de pacientes infectados com o parasito
indicava a possibilidade de larvas do S. stercoralis migrarem no organismo humano
(Teissier 1895a, b).

Com o conhecimento de que larvas rabditoides de S. stercoralis eram capazes
de se transformar em filarioides dentro do hospedeiro e diante da observacdo de que
espécimes imaturos do parasito foram comuns na autopsia de um paciente, o qual antes
de morrer permaneceu confinado ao leito por um longo periodo, por este motivo com
reduzida possibilidade de reinfeccdo, Grassi (1883) sugeriu a ocorréncia de
autoinfeccdo. Porém, como a rota de migracdo do nematddeo ainda ndo era conhecida,
a ideia de autoinfeccdo somente ganhou notoriedade apds a publicacdo de estudos
experimentais sobre a biologia do S. stercoralis em cées. Destaca-se o relato de
Fulleborn (1914), no qual se aventou pela primeira vez a necessidade de passagem do

parasito pelo sistema circulatério (confirmando as observagdes de Teissier em
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humanos), pulméo e tubo digestivo do hospedeiro, sendo estes fatos confirmados de
modo ulterior (para detalhes vide topico 1.2.3.1). O achado de larvas filarioides do
parasito no escarro de pacientes (Gage 1911) foi igualmente importante na
determinacdo do processo de autoinfeccdo e Fulleborn (1926) admitiu que as larvas de
S. stercoralis liberadas nas fezes ja transformadas em filarioides poderiam penetrar na
regido perianal caracterizando uma autoinfeccdo externa. Além disso, nos anos
seguintes, Nishigori (1928) e Faust (1935) relataram evidéncias adicionais da
ocorréncia deste processo relacionadas a transformacao acelerada de larvas rabditoides
em filarioides e Ophils (1929) descreveu, a partir do exame de um caso humano fatal,
0 encontro de larvas penetrando a mucosa do intestino grosso e entdo sugeriu 0 6rgao
como um provavel local de autoinfeccdo. Esses primeiros estudos indicando a
ocorréncia de autoinfeccdo foram corroborados a posteriori pelo longo periodo de
positividade, superior a 30 anos, observado em individuos de areas ndo endémicas que
quando jovens haviam estado em areas com a presenca do parasito (Brown & Perna
1958, Gill & Bell 1979, Grove 1980, Gill et al. 2004).

1.1.2. Primeiros relatos e causas associadas a estrongiloidose complicada

Ainda nas primeiras décadas do século XX, casos graves da estrongiloidose
referentes a pacientes que apresentavam historia de condi¢bes capazes de modular o
sistema imunoldgico do hospedeiro como o alcoolismo (Gage 1911), cancer (Shimura
& Ogawa 1920) e hanseniase (Torres & Azevedo 1938) foram descritos. A ocorréncia
de autoinfeccdo e hiperinfeccdo ja era discutida a época, mas a ideia de infeccdo
disseminada em pacientes albergando o S. stercoralis ndo era ainda clara, apesar de
larvas de S. stercoralis terem sido encontradas em substancias outras que ndo as fezes,
0 sangue ou o0 escarro de pacientes. De fato, larvas do parasito foram também
observadas no vomito (Shimura & Ogawa 1920) e em fluidos ndo relacionados aos
sistemas digestivo e respiratdrio de pacientes, como a urina (Fornara, 1923).

Froes (1929) relatou, em uma nota prévia, o encontro de larvas de S. stercoralis

em liquido pleural sero-hemorragico de um paciente ainda em vida, mas que evoluiu
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para Obito, cujo caso clinico e autdpsia foram detalhados em sua tese de concurso a
catedra de medicina tropical na Faculdade de Medicina da Bahia no ano seguinte. Este
foi o primeiro registro de um caso de estrongiloidose fatal autopsiado no Brasil, sendo
larvas encontradas em grande numero nos pulmdes e liquidos pleural e pericardico.
Mesmo com a pesquisa negativa para Mycobacterium tuberculosis, Froes (1930a)
mencionou como causa mortis do paciente uma provavel pleurite tuberculosa,
baseando-se no exsudato de natureza hemorragica rico em linfécitos e na
epidemiologia do agravo, uma vez que a maioria absoluta dos processos inflamatorios
da pleura a época devia-se a tuberculose. Ele sugeriu que a infeccéo pelo S. stercoralis
poderia ter desempenhado um papel na diminuicdo da resisténcia organica do paciente
favorecendo a multiplicacdo do M. tuberculosis. Entretanto, a luz do conhecimento
atual, parece provavel que sejam as infec¢fes por Mycobacterium spp. que beneficiem
0 desenvolvimento do nematodeo no hospedeiro (Torres & Azevedo 1938, Caymmi-
Gomes 1980, Dwarakanath et al. 1994). Sem duvida, a maior contribuicdo de Froes ao
estudo da estrongiloidose refere-se ao achado de que quase a totalidade das larvas
encontradas em localizacBes ectdpicas eram rabditoides e ndo filarioides, o que
caracteriza uma infeccdo disseminada pelo S. stercoralis. Tal fato causou surpresa ao
préprio pesquisador e o levou a trocar correspondéncias com autores como Brumpt,
Cort, Fulleborn, Yokogawa e Travassos, dentre outros, que reconheceram a
consisténcia e o ineditismo de seu achado. Baseando-se nas informacdes obtidas, Frées
(1930a) defendeu a ocorréncia da autoinfeccdo que alguns autores, como o proprio
Brumpt, ainda contestavam. Ciente da importancia da nova sindrome que observara,
intitulou 0 seu manuscrito como “Contribui¢do ao estudo da biologia do Strongyloides
stercoralis: a margem de um caso raro, provavelmente inédito, de estrongyloidose”,
sendo a doenca disseminada, que viria a ser mais bem estudada nas décadas seguintes,
pela primeira vez, detalhadamente documentada. Apesar de sua descoberta ter sido
publicada também em inglés (Frées 1930b) e francés (Frdes 1930c), ela tem sido
largamente ignorada, talvez em decorréncia do termo infeccdo disseminada néo ter

sido usado.
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A partir da analise de casos de estrongiloidose fatal até entdo descritos na
literatura, Galliard (1951) concluiu que em todos eles os pacientes apresentavam
alguma debilidade prévia em sua saude.

Desde esses relatos, casos graves de estrongiloidose, seguidos ou ndo de dbito,
foram também descritos em associacdo a tuberculose (Caymmi-Gomes 1980,
Dwarakanath et al. 1994, Corti et al. 2011) e novos registros tém sido frequentemente
realizados em pacientes com diversos tipos de cancer (sobretudo linfoma, leucemia
linfocitica crénica e mieloma multiplo), na presenca ou auséncia de quimioterapia
(Rogers & Nelson 1966, Adam et al. 1973, Lam et al. 2006, Vigg et al. 2006, Osuafor
et al. 2007, Kia et al. 2008, Marcos et al. 2008, Yassin et al. 2010, Stewart et al. 2011),
em diabéticos (Venturi & Viliotti 1984, Lam et al. 2006, Murali et al. 2010) e
dependentes de alcool (Adedayo et al. 2002, Teixeira et al. 2010).

Sabe-se que as manifestacbes da estrongiloidose sdo bastante variaveis. As
caracteristicas clinicas decorrentes da infeccdo pelo S. stercoralis em individuos
imunocompetentes variam desde as formas assintomaticas e cutaneas as intestinais
graves com ocorréncia de sindrome dispéptica e disentérica (Caplan 1949, Jones 1950,
Biagi et al. 1975, Gill & Bell 1979, Sanchez et al. 2001, Gill et al. 2004, Concha et al.
2005, Vadlamudi et al. 2006). Este amplo espectro clinico foi inclusive foco de
controvérsias no passado. Normand (1876) ja relatara que a sintomatologia relacionada
ao nematddeo era variada e tinha ciéncia de que o parasito causava diarreia e, em
alguns casos, a morte dos pacientes. Ao contrério, Darling (1911), baseando-se em
casos estudados na regido do Canal do Panama, reforcou a ideia bastante difundida
entre pesquisadores no inicio do século passado de que o S. stercoralis ndo se
associava a ocorréncia de diarreia.

Atualmente ndo ha& davidas que pacientes imunossuprimidos podem
desenvolver hiperinfeccdo associada a forma disseminada que é caracterizada, como
brevemente aludido acima, por uma invasao significativa de diversos orgaos pelo
parasito (larvas rabditoides e filarioides e mesmo fémeas parasitas), resultando em
uma sindrome potencialmente fatal que pode associar diarreia, desidratacao,
hemorragia pulmonar, broncopneumonia, septicemia, coagulacdo intravascular

disseminada (CIVD) e encefalopatia (Froes 1930a, Cruz et al. 1966, Rogers & Nelson
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1966, Rivera et al. 1970, Adam et al. 1973, Purtilo et al. 1974, Velloni 1975, Caymmi-
Gomes 1980, Sanchez et al. 2001, Adedayo et al. 2002, Keiser & Nutman 2004, Ghosh
& Ghosh 2007, Veloso et al. 2008, Stewart et al. 2011, Azira et al. 2013).

Ha autores, principalmente médicos clinicos, que optam por ndo distinguir
pacientes com hiperinfeccdo dos que apresentam critérios diagnosticos de doenca
disseminada, denominando-as em conjunto como estrongiloidose complicada (ou
grave), por saberem que essas duas formas clinicas nem sempre sdo distinguiveis em

pacientes vivos (Fardet et al. 2007).

1.1.3. Aspectos epidemiologicos

A estrongiloidose apresenta distribuicdo cosmopolita. Entretanto, notaveis
diferencas no numero de casos de infeccdo pelo S. stercoralis sdo observadas quando
considerados aspectos socioecondmicos e areas geograficamente distintas, além de
caracteristicas singulares ao hospedeiro como idade, habitos e doencas de base.
Embora ocorra em paises de clima temperado, as maiores prevaléncias da infec¢do sdo
registradas nas regibes umidas e tropicais do globo (Genta 1989a, Steinmann et al.
2007, Olsen et al. 2009, Schar et al. 2013).

Em relacdo a idade do hospedeiro, inquéritos comparando criancas e adultos
tém identificado prevaléncias mais baixas no primeiro grupo, sendo as taxas de
infeccdo normalmente maiores em idosos (Mangali et al. 1994, Jongsuksuntigul et al.
2003, Dancesco et al. 2005, Paula & Costa-Cruz 2011).

No Brasil, dependendo da regido e populacédo estudadas, sua prevaléncia pode
ser superior a 30% (Pessda & Martins 1988, Melo 1995, Costa-Cruz 2011), entretanto
0s dados disponiveis sdo limitados em decorréncia da escassez de inqueritos
coproscopicos especificos para a estrongiloidose. Paula & Costa-Cruz (2011), em uma
revisdo compilando diversos levantamentos parasitologicos realizados nas duas
décadas que precederam a publicacdo de seu estudo, verificaram que o Brasil
permanece hiperendémico para o S. stercoralis. O percentual médio de positividade

dos exames foi de 5,5%. Entre individuos acima de 60 anos foi de 12,1% e quando
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métodos sorologicos foram utilizados a positividade atingiu 29,2%. Este ultimo dado,
no entanto, deve ser avaliado considerando-se a possibilidade de resultados falso-
positivos, inclusive devido a reagdes soroldgicas cruzadas com antigenos de outros
nematodeos.

Em metanalise recentemente publicada sobre a prevaléncia da estrongiloidose
em varios paises do mundo (Schar et al. 2013), na qual foram também considerados
inqueéritos parasitolégicos realizados no Brasil com metodologias variadas, uma
prevaléncia ainda maior da infeccdo por S. stercoralis em um periodo semelhante de
avaliacdo (artigos publicados entre 1989 e 2011) foi calculada para o pais. As
prevaléncias médias relativas a levantamentos feitos em comunidades e em servigos
hospitalares brasileiros foram de 13% e 17%, respectivamente.

Dados atualizados sobre a incidéncia da estrongiloidose, bem como da
ocorréncia das formas fatais da parasitose sdo inexistentes. Entretanto, Velloni (1975)
e Caymmi-Gomes (1980) encontraram 0,86% (30/3479) e 1,88% (73/3885) de casos
de infeccdo por S. stercoralis no total de autopsias por eles avaliadas, respectivamente,
em hospitais gerais dos estados de Sdo Paulo e Bahia, indicando um nimero
significativo de Obitos relacionados a este parasito no Brasil. De fato, em casos de
hiperinfeccdo e disseminacdo do nematddeo altas taxas de letalidade sdo verificadas,
chegando a 87% em uma série de 38 casos (Link & Orenstein 1999).

Mendonca et al. (2006) mostraram que pacientes com diabetes apresentaram
mais frequentemente sorologias positivas para o S. stercoralis que o grupo controle e
sugeriram que a triagem da infeccdo para o parasito deveria ser realizada em pacientes
com este disturbio endocrino, os quais normalmente desenvolvem um parasitismo
assintomatico, mas que, algumas vezes, pode evoluir para a doenca complicada e um
desfecho fatal. Entretanto, o diabetes permanece como um fator de risco secundario
para a estrongiloidose, ainda ndo estatisticamente estabelecido.

Ja o alcoolismo, bastante comum na sociedade brasileira, € um fator de risco
significativo para a infeccdo pelo S. stercoralis, embora frequentemente tratado com
incuria nos servigos de saude. O abuso e uso cronico de alcool etilico sabidamente

associam-se a maior prevaléncia (Gaburri et al. 1997, Oliveira et al. 2002, Zago-
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Gomes et al. 2002, Marques et al. 2010), hiperinfeccdo e morte pelo S. stercoralis
(Adedayo et al. 2002, Teixeira et al. 2010).

Considerando a relacdo entre infeccBes por virus imunossupressores e a
ocorréncia de estrongiloidose, ha também indicios solidos de um aumento na
prevaléncia do S. stercoralis nos pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) sem que um maior nimero de casos de estrongiloidose complicada seja
necessariamente registrado nestes pacientes (Lucas 1990, Feitosa et al. 2001, Viney et
al. 2004, Assefa et al. 2009, Corti et al. 2011). Quanto ao virus linfotropico de células
T humanas do tipo 1 (HTLV-1), a presenca prévia de uma infeccdo pelo virus é hoje
considerada o fator de risco ndo controlavel mais importante associado ao S.
stercoralis, favorecendo inclusive a ocorréncia de doenca grave e podendo induzir
uma resposta inadequada a anti-helminticos (Carvalho & Fonseca-Porto 2004, Hirata
et al. 2006, Marcos et al 2008, Pays 2011, Stewart et al. 2011).

Schér et al. (2013) avaliaram alguns dos fatores predisponentes para a infecgéo
pelo nematédeo mais amplamente aceitos e a odds ratio (OR) agrupada foi calculada
para cada caso. Para individuos alcodlatras e aqueles infectados pelo HIV as OR
agrupadas foram, respectivamente, 6,69 (IC 95%, 1,47-33,8) e 2,17 (IC 95%, 1,18-
4,01). Em relacdo a presenca ou auséncia de infeccdo pelo HTLV-1 ndo houve
diferenca estatistica (OR agrupada = 2,48; 1C 95%, 0,70-9,03).

Outros fatores de risco em potencial como a presenca de neoplasias e 0 uso de
imunossupressores sdo dificeis de serem mensurados. No entanto, seguramente o
advento dos glicocorticoides sintéticos, bem mais potentes que o cortisol, resultou em
um namero crescente de casos de infeccdo disseminada pelo S. stercoralis e na
atualidade a administracdo de glicocorticoides em pacientes infectados com o
nematddeo é o principal fator associado a um maior risco para a hiperinfeccdo e
disseminacdo do parasito (Sanchez et al. 2001, Fardet et al. 2007, Marcos et al. 2008).
De fato, Buonfrate et al. (2013), com base em uma extensa revisdo de casos clinicos da
forma complicada da infec¢do, encontraram que 67% (164/244) dos pacientes, por eles
considerados, tinham sido tratados com glicocorticoides. Salienta-se que justamente
em consequéncia do aumento de casos complicados e fatais, muitas vezes relacionados

a causas iatrogénicas decorrentes do inadequado uso de drogas imunossupressoras
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(Cruz et al. 1966, Vadlamudi et al. 2006, Ghosh & Ghosh 2007, Veloso et al. 2008,
Marcos et al. 2008, Buonfrate et al. 2013), o interesse pela estrongiloidose tem se
ampliado, embora ainda de maneira insuficiente.

Para o efetivo controle da infeccédo pelo S. stercoralis e prevencao de oObitos, as
peculiaridades da estrongiloidose em comparagdo as principais geo-helmintoses tém
de ser consideradas em seu controle. Os responsaveis pelas politicas publicas de saude
devem estar cientes da elevada morbidade (aguda inclusive, mas principalmente
crénica), potencialidade de casos fatais, aspectos inerentes ao diagnostico e
acompanhamento dos casos clinicos, bem como ao objetivo do tratamento desta
parasitose que devera buscar sempre a cura do paciente, ndo sendo satisfatoria apenas

uma reducdo na intensidade de infeccdo (Krolewiecki et al. 2013).

1.1.4. Imunologia da infeccdo humana: doenca disseminada, Vvirus

imunossupressores e glicocorticoides

O entendimento corrente de que ha relacdo entre estrongiloidose disseminada e
a diminuicdo da imunidade celular do hospedeiro foi primeiramente sugerido em
estudos conduzidos de modo independente hd quase 50 anos que relacionaram a
disseminacdo do parasito a presenca de linfoma (Rogers & Nelson 1966) e a terapia
com corticosteroides (Cruz et al. 1966, Willis & Nwokolo 1966).

Mais recentemente, as observacdes clinicas referentes a ocorréncia da
estrongiloidose assintomatica, intestinal ou das sindromes de hiperinfeccdo e
disseminacdo do parasito e os seus fatores predisponentes, em particular o tratamento
com glicocorticoides e as coinfec¢des por S. stercoralis e virus imunossupressores,
tém sido discutidas considerando-se o perfil de producdo de citocinas por células T
helper (Th) e a resposta por elas induzida. Os processos de imunossupressdo
desencadeados pela infeccdo pelos virus HIV ou HTLV-1 e por tratamentos com
glicocorticoides, cujos efeitos serdo discutidos adiante, apresentam similaridades, uma
vez que em todos eles a adequada atividade do sistema imune do organismo é afetada,

sobretudo, devido a interferéncias no funcionamento da imunidade mediada por
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células (Czock et al. 2005, Satou & Matsuoka 2013, Tsunetsugu-Yokota & Muhsen
2013).

Entretanto, as diferencas especificas existentes entre as propriedades
imunoldgicas desses virus sdo suficientes para se explicar por que 0 numero de casos
de infeccdo disseminada pelo S. stercoralis € maior em pacientes com infecgdo prévia
com o HTLV-1 do que com o HIV. A infeccdo pelo HIV resulta usualmente na
reducdo da resposta das células T helper do tipo 1 (Th1), enquanto a resposta mediada
por células T helper do tipo 2 (Th2) pode ndo estar diminuida ou até mesmo estar
aumentada (Siegel & Simon 2012). Por outro lado, individuos infectados pelo HTLV-
1 apresentam um predominio da resposta Th1l (Pays 2011, Siegel & Simon 2012).

De fato, na infeccdo humana pelo S. stercoralis, quando ha coinfeccdo com o
HTLV-1, observa-se um aumento da producdo de interferon-y (IFN-y) e de
interleucina-10 (IL-10) e uma diminuicdo da producédo de interleucina-5 (IL-5) em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC), além de reducdo nos niveis de
imunoglobulina E (IgE), indicando uma mudanca do perfil da resposta de Th2 para
Thl (Porto et al. 2001). Em um estudo andlogo, fora j& sugerido que o IFN-y
produzido por células T ativadas, pelo menos em alguns pacientes infectados por
HTLV-1, poderia modular a resposta imune ocasionando uma reducdo nos niveis
séricos de IgE (Neva et al. 1998). Além disso, a estimulacdo de PBMC de individuos
com HTLV-1, ao contréario do observado em pacientes sem a infeccdo viral, resultou
em reduzida producdo de interleucina-4 (IL-4). Mesmo ap0s o tratamento da
helmintose com ivermectina os niveis de IgE e a quantidade de eosindfilos
permaneceram maiores em pacientes infectados exclusivamente com o S. stercoralis
do que naqueles coinfectados com o HTLV-1 (Hirata et al. 2006).

Estudos realizados em humanos e em modelos experimentais tém confirmado
que a resposta imune com producdo de citocinas do tipo Th2 e imunoglobulinas é
benéfica para o hospedeiro durante o parasitismo intestinal por diferentes espécies de
nematodeos. De fato, IL-4 e IL-5 estimulam a migracgéo de eosinofilos e a producgéo de
IgE que desempenha um papel central na degranulacdo de mastdcitos prevenindo a
fixacdo do parasito e a invasdo da mucosa intestinal do hospedeiro, além de aumentar

a frequéncia e intensidade das ondas peristalticas que podem contribuir para a
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expulsdo de nematodeos intestinais (Finkelman et al. 1988, Onah & Nawa 2000,
Vadlamudi et al. 2006). Eosindfilos e anticorpos participam ainda da imunidade do
organismo humano contra as larvas do S. stercoralis, provavelmente reduzindo a
possibilidade de desenvolvimento de formas graves, uma vez que 0s niveis de
imunoglobulinas A (IgA), M (IgM) e G (IgG) e o numero de eosinofilos foram
significativamente menores em pacientes com a doenca complicada (Carvalho et al.
1983). Além disso, a ocorréncia de ambas as respostas humoral e celular foi também
demonstrada em Erythrocebus patas infectado por um isolado humano de S.
stercoralis (Genta et al. 1984, Harper et al. 1984), bem como o0 aumento do nimero de
masticitos e dos niveis de histamina na mucosa do intestino destes animais (Barrett et
al. 1988; vide detalhes em 1.2.3.3).

Os mecanismos relacionados a ocorréncia da hiperinfeccdo e/ou disseminacéao
do S. stercoralis ap0s o tratamento com glicocorticoides tém sido objeto de discusséo.
Estas drogas possuem efeitos variados sobre o sistema imune, podendo interferir em
mecanismos moleculares e celulares. Citocinas pro-inflamatérias como interleucina-1
(IL-1), IFN-y, fator de necrose tumoral-o (TNF-a), quimiocinas, enzimas correlatas ao
processo inflamatdrio e moléculas de adesdo podem ter sua expressdo reduzida devido
ao tratamento com glicocorticoides (Schleimer 2004, Czock et al. 2005). Além disso,
interferem no numero e nas caracteristicas das células circulantes no hospedeiro
vertebrado e a migracdo de leucdcitos para o sitio de infec¢do pode ser alterada pela
administracdo da droga (Melo et al. 1994, Steer et al. 1998, Corrigan 1999, Mager et
al. 2003, Mati 2009). Um maior numero de neutréfilos e linfocitos Th na corrente
sanguinea (Steer et al. 1998, Mager et al. 2003), uma reducdo no numero de
monacitos, baséfilos e eosindfilos circulantes (Corrigan, 1999) foram observados
durante tratamentos por glicocorticoides em humanos. A inibicdo da proliferacdo
celular e a ocorréncia do fendbmeno de apoptose de células do sistema imunoldgico,
inclusive linfocitos e eosinofilos, sdo também favorecidas pela administracdo desta
classe de drogas (Corrigan 1999, Schmidt et al. 2000, Czock et al. 2005, Mati 2009).
Embora normalmente os glicocorticoides possuam efeitos amplos sobre o sistema
imune do hospedeiro, ha indicios de que a resposta Th2 pode ser mais afetada pelo uso

destes farmacos, ocorrendo uma reducdo na quantidade de eosindéfilos e na atividade
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de mastdcitos que poderia favorecer o processo de hiperinfeccdo ou disseminacdo do
S. stercoralis no organismo humano (Barrett et al. 1988, Concha et al. 2005,
Vadlamudi et al. 2006).

Em relacdo aos glicocorticoides, cabe ainda uma mencdo a uma hipotese
alternativa, ndo relacionada diretamente ao hospedeiro, proposta para se explicar a
ocorréncia da disseminacéo do S. stercoralis. Genta (1992) afirmou que a abordagem
meramente imunoldgica deste fendmeno deixa de considerar que o nematédeo pode
dentro do hospedeiro desempenhar um papel crucial na sua propria regulacao,
inclusive em nivel populacional. Corticosteroides enddgenos ou exdgenos, segundo
este autor, os quais apresentam semelhancgas estruturais com os ecdisteroides de
nematddeos, poderiam entdo acelerar a ecdise das larvas rabditoides do S. stercoralis e
induzir um aumento na quantidade de larvas filarioides capazes de penetrar na mucosa
intestinal (autoinfeccdo) (Genta 1992). Embora esta ideia ainda nédo tenha sido
confirmada experimentalmente para espécies de Strongyloides, estudos in vitro
apontam que baixas doses de ecdisteroides podem estimular a transformacao de larvas
dos nematodeos Ascaris suum, Dirofilaria immitis e Nematospiroides dubius (Barker
& Rees 1990).

1.1.5. Patologia

Muitos dos pacientes que morreram em decorréncia da estrongiloidose foram
autopsiados e submetidos a anatomopatologia, havendo uma importante contribuicdo
de pesquisadores brasileiros nessa parte (Ophils 1929, Froes 1930a, Torres &
Azevedo 1938, Cardoso 1959, De Paola 1962, De Paola et al. 1962, Andrade &
Caymmi-Gomes 1964, Cruz et al. 1966, Poltera 1972, 1974, Velloni 1975, Caymmi-
Gomes 1980, Kinjo et al. 1998). Estes estudos proporcionaram um precioso
conhecimento das lesGes bésicas induzidas pelo S. stercoralis em humanos,
principalmente na hiperinfeccdo e infeccdo disseminada pelo parasito, uma vez que
nas series de autopsias disponiveis na literatura, a maioria dos casos consiste, por

razdes manifestas, de pacientes apresentando a estrongiloidose complicada.
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Na estrongiloidose fatal as lesbes sdo habitualmente graves e na maioria das
vezes caracterizadas por intensa inflamacgéo, erosdes e ulceragbes nas mucosas dos
intestinos delgado (normalmente uma duodenojejunite) e grosso (colite), além de
processos hemorragicos focais ou generalizados nos pulmdes (De Paola 1962, De
Paola et al. 1962, Andrade & Caymmi-Gomes 1964, Poltera 1972, Caymmi-Gomes
1980, Genta & Caymmi-Gomes 1989, Kinjo et al 1998).

As lesdes do trato gastrointestinal podem ser classificadas em enterite catarral
(vilosidades preservadas, mas com infiltrado inflamatério e hiperplasia de células
caliciformes, estando os vermes limitados as criptas), enterite edematosa (vilosidades
atrofiadas, infiltrado inflamatério moderado a intenso, edema da lamina propria e
submucosa) e enterite ulcerativa (além de atrofia de vilosidades, epitélio com erosdes
ou ulcerado, infiltrado inflamatério intenso, fibrose de submucosa e comumente
muitos parasitos) (De Paola 1962, De Paola et al 1962, Genta & Caymmi-Gomes
1989), sendo que a intensidade e o tipo das lesdes variam em fun¢do do momento de
parasitismo e da fase do ciclo evolutivo do S. stercoralis, especialmente se ha
ocorréncia de autoinfecgéo e hiperinfecgéo.

Caymmi-Gomes (1980) observou que na maioria dos casos por ele estudados as
lesBes intestinais caracterizaram-se por inflamacGes duodenais, jejunais e coldnicas de
caracteristicas edematosa ou ulcerativa, cuja patogénese foi julgada variavel.
Baseando-se em seus resultados e na literatura especializada, ele considerou as fémeas
adultas, habitantes da mucosa intestinal, como o agente lesivo principal na enterite alta
(duodenojejunite), enquanto na colite, larvas migrantes, realizando a autoinfeccéo,
foram incriminadas como o principal elemento agressor. Ainda segundo o autor, 0
acometimento extraintestinal dependeu fundamentalmente da exacerbacao do processo
de autoinfeccdo no qual a disseminacdo de larvas filarioides por via linfo-
hematogénica poderia resultar em linfadenite regional, hepatite reacional e
hemorragias pulmonares.

E sabido que os pulmdes e vias aéreas, assim como 0s intestinos, sio regides
gravemente afetadas pelo S. stercoralis na doenca complicada em humanos e
catarrinos ndo humanos (Andrade & Caymmi-Gomes 1964, Poltera 1972, De Paoli &

Johnsen 1978, Harper et al. 1984, Kinjo et al. 1998). Em func¢éo da autoinfeccado, focos
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de hemorragia alveolar e edema, além de graus variados de congestdo, areas de
broncopneumonia e mesmo fibrose entre as pleuras podem ocorrer. Nos casos de
hiperinfeccdo e disseminacdo do parasito, 0 achado mais comum nos pulmoes,
frequentemente relacionado a causa mortis do paciente, € a intensa hemorragia intra-
alveolar (Andrade & Caymmi-Gomes 1964, Poltera 1972, Genta & Caymmi-Gomes
1989, Kinjo et al. 1998). Nestes casos graves, hd mencdes ao encontro de larvas de S.
stercoralis nos alvéolos, no intersticio dos septos e também no tecido conjuntivo
interlobular, estando, muitas vezes, as larvas integras e sem qualquer reacédo
inflamatdria ao redor (Poltera 1972, Velloni 1975, Caymmi-Gomes 1980, Kinjo et al.,
1998). Entretanto, como a intensidade do acometimento do pulmdo e vias aéreas,
incluindo a gravidade das hemorragias pulmonares, usualmente ndo se relaciona ao
namero de larvas de S. stercoralis observadas no 6rgao (Andrade & Caymmi-Gomes
1964, Velloni 1975, De Paoli & Johnsen 1978, Genta et al. 1984, 1986, Harper et al.
1984), foram sugeridas, como explicacdo para a génese das lesdes, causas indiretas
que ndo relacionadas a acdo mecanica e/ou enzimatica das larvas durante a sua
migracdo. Entre as possiveis explicagbes aventadas citam-se distarbios locais na
coagulacdo sanguinea e aumento da fragilidade capilar por mecanismos imunes ou
mesmo uma variacdo do fendmeno de Sanarelli-Shwartzman restrito ao 6rgao, embora
estudos comprobatdrios sejam necessarios (Andrade & Caymmi-Gomes 1964, Velloni
1975, Genta et al. 1984).

Com o maior acesso a endoscopia digestiva alta, principalmente nas ultimas
duas décadas, achados de S. stercoralis em bidpsias gastricas e duodenais tém sido
relativamente  frequentes e  proporcionado informacGes  histopatoldgicas
complementares. Em uma série de 21 casos de estrongiloidose intestinal apresentada
por Coutinho et al. (1996), a intensidade das manifestacdes clinicas foi relacionada
pelos autores ao grau das lesbes verificadas por meio de biopsias. Eles observaram,
principalmente nos pacientes cujas manifestacdes clinicas eram mais significativas,
edema, atrofia de vilosidades e hiperplasia das criptas duodenais, além de presenca de
linfécitos intraepitelias e infiltrado da 1amina prépria com plasmacitos positivos para
IgA, mas sempre com reacdo inflamatoria ao redor de larvas do parasito ausente ou

discreta.
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Graus variados de alteragdes (edema, hiperemia, mudancas estruturais de
vilosidades e criptas, erosbes e Ulceras na mucosa, hemorragia, dentre outras)
relacionados a diferentes tipos de duodenite tém sido encontrados com frequéncias
diversas em analises endoscopicas e biopsias de pacientes com estrongiloidose
sintomatica, 0s quais, em sua maioria, tinham algum fator imunossupressor conhecido
(Coutinho et al. 1996, Thompson et al. 2004, Arévalo & Cerrillo 2006, Kishimoto et
al. 2008). Entretanto, em estudos referentes a estrongiloidose de pacientes
imunocompetentes, a maioria dos casos presumivelmente de portadores crénicos do S.
stercoralis, pouca ou nenhuma alteracdo patoldgica foi relatada com base em bidpsias
de fragmentos intestinais para os quais anormalidades estruturais e aumentos do
namero de células inflamatdérias na mucosa foram na maioria das vezes discretos
quando presentes (Silva et al. 1959, Coutinho et al. 1961, Laudanna et al. 1978,
Trajman et al. 1997). E provavel que estas formas anatomoclinicas brandas devam-se a
um equilibrio bem estabelecido na relacdo parasito-hospedeiro com processo de
autoinfeccdo circunstancialmente ausente ou ocorrendo em escala reduzida, o que
resultaria em uma quantidade de parasitos mais ou menos fixa, cujos niveis o
hospedeiro tolere.

Aspectos adicionais da inter-relacdo entre o S. stercoralis e o hospedeiro,
incluindo possiveis influéncias de sua microbiota sobre o desfecho do processo de
parasitismo, tém sido estudados. Sipahi et al. (1991) verificaram no intestino delgado
de pacientes infectados pelo parasito um aumento do crescimento bacteriano e
alertaram para a possibilidade desta alteracdo interferir na patogénese da
estrongiloidose. Segundo Andrade & Caymmi-Gomes (1964), a migracdo das larvas
de S. stercoralis durante o processo de autoinfeccdo e em consequéncia a maior
quantidade de parasitos no intestino do hospedeiro amplia a possibilidade de
ocorréncia de invasdo bacteriana secundéaria e de doenca fatal. De fato, meningite e
septicemia tém sido complicacOes relatadas na estrongiloidose grave e muitas vezes se
relacionam a morte do paciente (Owor & Wamukota 1976, Carvalho et al. 1980, Link
& Orenstein 1999, Adedayo et al. 2002, Lam et al. 2006, Ghosh & Ghosh 2007,
Kishimoto et al. 2008, Miyazaki et al. 2010, Azira et al. 2013). Dois mecanismos

foram propostos como provaveis justificativas para a bacteremia verificada na infeccéo
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humana pelo S. stercoralis: larvas do parasito na circulacdo sanguinea carreariam
germes durante sua migracao ou a porta de entrada de bactérias poderia ser as proprias
ulceragbes da mucosa intestinal (Woodruff 1968, Carvalho et al. 1980, Caymmi-
Gomes 1980). Adicionalmente, a infeccdo pelo S. stercoralis parece induzir uma
reducdo na capacidade de proliferagdo celular e aumentos nos indices de apoptose das
células do duodeno e jejuno do hospedeiro, 0 que pode estar na génese de um
desequilibrio entre morte e a proliferacdo celular no epitélio do 6rgéo, interferindo na
integridade da mucosa e consequentemente na barreira intestinal (Werneck-Silva et al.
2006).
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SECCAO 1.2

A estrongiloidose sob a perspectiva da experimentacdo animal

1.2.1. Generalidades sobre modelos animais

O uso de modelos animais em pesquisas, especialmente na experimentacao
biomédica, é necessario para o avango do conhecimento cientifico e ha séculos vem
proporcionando beneficios para a espécie humana (Loeb et al. 1989). As primeiras
referéncias a estudos nos quais animais foram empregados remetem a Antiguidade.
Aristoteles e posteriormente Erasistrato, junto a Herofilo, foram os primeiros a realizar
experimentagfes com animais vivos, frequentemente porcos, contribuindo para o
conhecimento da fisiologia e anatomia ainda incipientes. Quatro séculos depois, 0s
manuscritos de Galeno, além de mencdes aos estudos gregos, trouxeram informacdes
referentes a novas dissecacdes de porcos, cabras e também de simios e, entdo, 0s
primordios da anatomia comparada foram estabelecidos. Mais de um milénio depois,
os estudos de Vesalius (seculo XVI) e de Harvey (século XVII), além do
estabelecimento da fisiologia moderna por Bernard e do desenvolvimento da
experimentacdo microbiologica por Pasteur (século XIX) foram possiveis mediante a
utilizacdo de modelos animais (Loew & Cohen 2002, Chow 2008, Pissinatti &
Andrade 2010).

Estudos experimentais com animais versam principalmente sobre
desenvolvimento de drogas (23%), ensaios vacinais e afins (21%), cancer (12%) e
testes de toxicidade de farmacos (9%). Entre 75 e 100 milhGes de vertebrados séo
utilizados a cada ano em medicina experimental, sendo camundongos (44% do total),
ratos (33%), cobaios (2%) e coelhos (1%) os mamiferos mais amplamente empregados
(Baumans 2005). Em parte devido a esses elevados numeros, o uso de modelos
animais por vezes tem sido discutido. De fato, ele é considerado eticamente aceitavel

quando se segue 0 preceito de ndo se usar animais caso a resposta a hipotese testada

47



possa ser obtida por meios alternativos (Gowans 1974) e se os beneficios advindos do
experimento proposto superarem os danos imputados aos animais como individuo ou
espécie (Baumans 2004).

E reconhecido que os modelos classicos (roedores de pequeno porte, cobaios e
coelhos) sdo distantes do ponto de vista taxonémico e filogenético dos seres humanos
e cada qual é anatomicamente e fisiologicamente especializado. Assim sendo,
considerando-se essencialmente os aspectos bioldgicos, esses animais podem ser
considerados menos adequados para a experimentacdo se comparados aos primatas
ndo humanos (vide tépico 1.2.4.1). Porém, por varias razfes, como custos elevados,
dificuldades de manutencdo, incluindo baixas taxas de natalidade (Hill 1969), os
modelos primatas permanecem, pelo menos comparativamente aos modelos
tradicionais, sendo pouco utilizados.

O emprego de modelos experimentais em estudos parasitologicos tem
propiciado avangos consideraveis no conhecimento das relacBes parasito-hospedeiro,
servindo para isolar linhagens de parasitos e manter seu ciclo evolutivo no laboratorio
(Hiddleston 1978, Lunn & Hearn 1978). De acordo com Pereira (1990), se a interacdo
parasito-hospedeiro € condi¢do bésica de um experimento, 0 modelo experimental se
impoe.

Nem sempre, entretanto, aspectos particulares de uma enfermidade estudada em
um dado modelo podem ser extrapolados para a relagdo parasito-hospedeiro natural.
Alguns parasitos ndo se adaptam convenientemente aos modelos convencionais. Uma
alternativa é utilizar outras espécies de parasito similares ao que se quer estudar, mas
neste caso ndo sO 0 hospedeiro é diferente do natural como também o parasito. Em
relacdo ao Strongyloides, a maioria dos representantes do género é capaz de infectar
um numero restrito de espécies hospedeiras o0 que caracteriza um grau de
especificidade ndo desprezivel (Pessba & Martins 1988, Speare 1989, Viney & Lok
2007).

Considerando a dificuldade de se isolar e manter em laboratorio linhagens de
Strongyloides de origem humana e buscando melhor conhecer a biologia deste género

de nematodeo, tem-se utilizado, na estrongiloidose experimental, espécies do
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nematddeo isoladas de outros animais como macacos e principalmente ratos (Dawkins
1989).

1.2.2. Estudos com Strongyloides spp. de roedores

Dentre parasitos naturais de ratos utilizados na experimentacdo biomedica o
Strongyloides ratti Sandground, 1925 e o Strongyloides venezuelensis Brumpt, 1934
tém proporcionado resultados interessantes em roedores.

As contribuicdes de Graham (1936) que estudou o S. ratti em ratos merecem ser
destacadas. Este autor obteve exames parasitoldgicos positivos em animais infectados
com uma Unica larva filarioide e jamais encontrou machos parasitos. Além disso,
Chitwood & Graham (1940) ndo encontraram espermatozoides e nem indicios de
fertilizacdo nas fémeas parasitas de S. ratti, concluindo que pelo menos a forma
parasitaria era partenogenética e auxiliando a dirimir as davidas que ainda persistiam
quanto a esta ideia.

Nas Gltimas décadas, a utilizacdo das espécies de Strongyloides naturais de
roedores possibilitou o conhecimento de aspectos adicionais da relagcdo parasito-
hospedeiro. Diversos autores tém demonstrado em detalhes que o sistema imunoldgico
do hospedeiro (respostas humoral e celular) atua no controle da infeccdo tanto no
periodo de migracdo das formas larvares de Strongyloides quanto em momentos do
processo de parasitismo em que nematddeos adultos ja se encontram na mucosa do
intestino delgado (Mogbel 1980, Dawkins et al. 1982, Korenaga et al. 1986, 1994,
Horii et al. 1993, Nawa et al. 1994, Shi et al. 1994, Ovington et al. 1998, Martins et al.
1999, 2009, Maruyama et al. 2000, Negrdo-Corréa 2001, Martins 2004, Maruyama et
al. 2000, Onah & Nawa 2004, Gazzinelli 2005, Melo et al. 2006, Vadlamudi et al.
2006, Gazzinelli & Melo 2008, Vlaminck et al. 2010, Tefé-Silva et al. 2012). Tem sido
demonstrado que a infeccdo, como sugerido para a doenca humana, induz uma
resposta complexa, predominantemente de perfil Th2, na qual participam diversos
mecanismos como o sistema de complemento, imunoglobulinas e variados tipos

celulares, em especial eosinofilos e mastocitos (Rotman et al. 1997, Gazzinelli 2005,
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Sasaki et al. 2005, Negréo-Corréa et al. 2006, Machado et al. 2009, 2011, Eschbach et
al. 2010, Tefé-Silva et al. 2012), podendo 0s mecanismos imunes que buscam eliminar
0 parasito serem redundantes (Bonne-Année et al. 2011).

O melhor entendimento do processo de reinfecdo tem sido também possivel
mediante extrapolagcbes de resultados obtidos com o uso desses modelos na
estrongiloidose experimental, uma vez que as observaces realizadas em seres
humanos no inicio do século XX sobre a inducdo de imunidade protetora pelo S.
stercoralis ndo foram conclusivas (Sandground 1928, Desportes 1944, Freedman
1991). Na reinfeccdo de roedores pelo S. ratti ou S. venezuelensis, poucas larvas
tornam-se adultas, apresentando-se as fémeas parasitas, quando presentes, pouco
desenvolvidas. Poucos ovos sdo encontrados nas fezes dos animais reinfectados e o
tempo para a eliminagdo do parasito € menor (Dawkins et al. 1980, Dawkins & Grove
1982b, Uchikawa et al. 1989, Sato & Toma 1990, Abe et al. 1993, Khan et al. 1993 b,
Nakai & Amarante 2001, Gazzinelli 2005, Melo et al. 2006).

Além disso, em ensaios utilizando-se camundongos isentos de germes,
gnotobidticos e convencionais corroborou-se a ideia de que alteracdes no ecossistema
intestinal do hospedeiro pode afetar o processo de parasitismo. Na infeccdo pelo S.
venezuelensis a presenca da microbiota foi benéfica ao hospedeiro e o tratamento dos
roedores pela ceftazidima e fosfato dissdédico de dexametasona favoreceu o
parasitismo, sendo a microbiota intestinal alterada (Martins et al. 1999, 2000, 2009,
Martins 2004).

O estudo de Strongyloides em roedores tem contribuido, sem divida, para o
conhecimento de aspectos da biologia das espécies do género e a imunologia da
estrongiloidose, porém, neste caso, como a espécie do nematdédeo ndo é o S.
stercoralis e 0 hospedeiro experimental € filogeneticamente distante do ser humano,
nédo é possivel se avaliar determinados aspectos da doenga. De fato, ha caracteristicas
especificas ao nematdédeo que acomete mais comumente os seres humanos. O S.
stercoralis é a Unica espécie, até o0 momento, sabidamente relacionada a casos de
hiperinfeccdo (Pessda & Martins 1988, Concha et al. 2005, Vadlamudi et al. 2006),

embora Speare & Tinsley (1987), ao estudar gatos infectados com Strongyloides felis
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Chandler, 1925, tenham encontrado larvas filarioides com caracteristicas que sugerem
a possibilidade de autoinfec¢do também nesta relacdo de parasitismo.

Neste contexto, como principais limitagcdes do uso de roedores como modelo na
estrongiloidose experimental, cita-se a impossibilidade de se estudar processos de
autoinfecgdo e a doenca complicada nestes animais, além de dificuldades no estudo da
infeccdo crbnica, uma vez que apenas gerbis mantém o S. venezuelensis por longos
periodos (Horii et al. 1993, Tsuji et al. 1993). Gerbilineos mostraram-se suscetiveis a
diferentes espécies de Strongyloides (Tsuji et al. 1993, Sato et al. 2008), inclusive S.
stercoralis de origens canina e humana (Nolan et al 1993, Sithithaworn et al. 1998,
Mati & Melo 2012), mas o seu uso também apresenta limita¢6es (vide tépico 1.2.3.2).

Além disso, a infeccdo de diferentes modelos animais com o S. venezuelensis,
por exemplo, pode ocasionar diferencas em parametros parasitolégicos como a
fecundidade das fémeas parasitas e a duracdo do periodo patente em funcéo da espécie
ou linhagem do hospedeiro (Wertheim 1970, Sato & Toma 1990, Tamura 1993, Tsuji
et al. 1993, Khan et al. 1993 a, b, Shi et al. 1994, Nakai & Amarante 2001, Amarante
& Oliveira-Sequeira 2002, Baek et al. 2002, 2003, Martins 2004, Gazzinelli 2005,
Melo et al. 2006, 2012, Martins et al. 2009), podendo n&o ser nesses casoS

representativa da relacdo de parasitismo natural.

1.2.3. Modelos experimentais que possibilitam o completo desenvolvimento do

Strongyloides stercoralis

Aspectos da infeccdo pelo S. stercoralis permanecem desconhecidos,
principalmente pela falta de modelos experimentais que possam ser mais amplamente
utilizados.

O S. stercoralis, por ndo ser estritamente hospedeiro-especifico, pode causar
infeccOes patentes em gato, quati, cdo, guaxinim e alguns primatas ndo humanos, mas
nesses casos, a infecgdo mostrou-se, muitas vezes, de curta duragdo (Fulleborn 1914,
1927, Sandground 1926a, 1928, Augustine 1940, Johnson 1962, Yamashita 1963,
Little 1966b, Grove & Northern 1982).
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Dawkins & Grove (1982a), utilizando larvas filarioides de S. stercoralis
provenientes de um paciente humano, ndo obtiveram sucesso nas tentativas de
infeccdo de coelhos, cobaios e nem de camundongos pertencentes a uma linhagem
multicolorida heterogénica (Canberra) e a onze outras isogénicas (A/J, AKR/J,
AQR/SF, BALB/c, C57B1/6, C3H/He, C3H.SW, CBA, DBA/2, NZW, SJL/J). Neste
estudo, diferentes fatores que sabidamente favorecem a infec¢do de camundongos ao
S. ratti como a administracdo de imunossupressor, vias de infeccdo, idade e sexo dos
hospedeiros ndo alteraram o padrdo de resisténcia dos animais a infeccdo. Em outro
estudo utilizando uma linhagem canina de S. stercoralis, fémeas do nematddeo
também ndo foram obtidas de camundongos BALB/cByJ, embora em alguns
espécimes da linhagem C.B-17-SCID (Severe Combined Immunodeficiency) um
namero reduzidissimo de larvas tenha se desenvolvido (Rotman et al. 1995).
Fendmenos imunologicos relacionados a eliminacdo de larvas infectantes do parasito
foram ainda avaliados em camundongos (Brigandi et al. 1997, Rotman et al. 1997).
Além disso, apesar de notorias dificuldades préticas, apds a transferéncia de fémeas
parasitas adultas de S. stercoralis de origem canina, por via oral, para camundongos
(C57BL/6J e C.B-17-SCID), paténcias foram observadas, sendo, no entanto, verificada
nas fezes uma baixa razdo de larvas rabditoides/fémea parasita (Nolan et al. 1999b).
N&o obstante, o uso destas linhagens de camundongos para o estudo da interagdo entre
vermes adultos e o hospedeiro e também na avaliacdo de mecanismos que possam
impedir a autoinfeccao foi sugerido.

Em decorréncia da melhor suscetibilidade, trés hospedeiros experimentais séo

mais bem conhecidos e foram mais utilizados no estudo da biologia do S. stercoralis:

1.2.3.1. Canis lupus familiaris

Cées (Canis lupus familiaris) podem ser experimentalmente infectados pelo S.
stercoralis e foram vérias vezes empregados como modelo animal para a
estrongiloidose (Fulleborn 1914, Sandground 1926a, b, 1928, Faust 1933, 1935, Grove
& Northern 1982, Grove et al. 1983, 1988, Schad et al. 1984, 1989, 1993, 1997, Genta
et al. 1986, Mansfield & Schad 1992, Mansfield et al. 1995), visto que a
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suscetibilidade destes animais a algumas linhagens humanas e caninas de S. stercoralis
é conhecida desde os estudos pioneiros realizados no inicio do século passado.

No estudo de Flleborn (1914), ap6s a infeccdo de cdes com diferentes isolados
humanos do parasito, 0s animais apresentaram um parasitismo cuja duracdo foi de
poucas semanas. Além disso, espécimes experimentalmente infectados com
Strongyloides obtido de cdo, morfologicamente indistinguivel do S. stercoralis
humano, possibilitaram observagfes fundamentais para o conhecimento do ciclo do
parasito. A fim de identificar a rota e a necessidade de migracdo do nematddeo por
determinados 6rgdos do hospedeiro, cdes, cuja ligacdo natural entre a traqueia e o
esofago fora previamente interrompida por procedimento cirdrgico, receberam
inoculos contendo larvas infectantes do parasito. Pela primeira vez foi demonstrado
que para o desenvolvimento do S. stercoralis a migracdo pelos pulmdes e traqueia do
hospedeiro era necessaria. Adicionalmente, quando Filleborn colocou os nematodeos
recuperados do pulmdo de um animal diretamente no estbmago de outro cdo, 0S
vermes ainda imaturos alcancaram o intestino do hospedeiro e tornaram-se fémeas
adultas parasitas, ndo sendo mais necessaria qualquer migracao tecidual. Estes achados
foram corroborados com menor riqueza de detalnes e complementados com
informacdes adicionais sobre o parasito por outros pesquisadores (Sandground 1926a,
b, 1928, Kreis 1932, Faust 1933) que trabalharam igualmente com o modelo canino.

Faust (1935) descreveu as lesdes induzidas pelo parasito durante a sua migragéo
nestes animais, da penetracdo das larvas na pele as fémeas adultas na mucosa
intestinal. Demonstrou que a resposta do hospedeiro é variada e que o infiltrado
inflamatorio provocado pelas formas larvares, quando presente, ocorria na periferia do
parasito e ao longo de seu trajeto migratério. Além disso, em alguns casos, a reacao
inflamatoria parecia englobar e destruir o nematédeo formando granulomas que entéo
evoluiriam para fibrose.

A influéncia da cortisona sobre aspectos da estrongiloidose experimental foi
pela primeira vez investigada por Galliard & Berdonneau (1953) que observaram que
cades que receberam previamente o corticosteroide foram mais suscetiveis ao S.

stercoralis e nestes casos 0 tempo de duracdo do parasitismo foi maior. Estes autores
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talvez tenham antevisto a questdo da hiperinfeccdo e infeccdo disseminada pelo
parasito, frequentemente associada ao uso de imunossupressores.

Grove et al. (1983), utilizando um isolado humano de S. stercoralis, verificaram
a ocorréncia de autoinfeccdo e hiperinfeccdo em cées experimentalmente infectados
pelo parasito que receberam tratamento imunossupressor. Posteriormente, estes
achados foram corroborados por Schad et al. (1984) que trabalharam com cées da raca
Beagle infectados com S. stercoralis obtidos de um espécime desta mesma raca
naturalmente infectado.

Desde entdo a linhagem oriunda de beagles tem sido mantida nestes animais na
University of Pennsylvania, Estados Unidos da América (EUA), tendo possibilitado se
estudar as causas da esterilidade das fémeas do parasito observada durante infeccdes
cronicas, o0 processo de hiperinfeccdo em animais imunossuprimidos e aspectos
adicionais referentes a migracdo do S. stercoralis no hospedeiro canino (Schad et al.
1984, 1997, Genta et al. 1986). Nestes estudos, sobre a migracdo do parasito, um
aspecto significativo foi diferente do classicamente relatado. Com base em larvas
radiomarcadas demonstrou-se que a rota traqueobronquica, pelo menos em filhotes
desta raca de cdo, ndo € utilizado pela maioria das larvas, consistindo a via migratéria
de uma dispersao aleatoria ao longo do organismo (Schad et al. 1989, Mansfield et al.
1995).

No entanto, ha a possibilidade de uma dada populacdo de S. stercoralis se
alterar ap0s sucessivas passagens em um mesmo hospedeiro ou quando a adaptacdo de
uma linhagem do parasito a outra espécie hospedeira é tentada. Esta ideia é
corroborada pelo fato de uma linhagem de S. stercoralis, isolada de um paciente do
Sudeste Asiatico e mantida em primata ndo humano, ter o periodo pré-patente, ja apos
a segunda passagem em beagles, diminuido. A partir da quarta geracédo, o processo de
hiperinfeccdo e qualquer tipo de migragéo extraintestinal deixaram de ser observados
mesmo quando os cées receberam altas doses de glicocorticoide (Genta 1989b). Como
explicacdo para estes achados, resultados de um possivel processo de selecéo,
postulou-se que o cdo seria um hospedeiro anormal para a linhagem de S. stercoralis
utilizada e que as mudancas observadas seriam decorrentes de uma reacdo do parasito,

buscando completar a sua maturacéo e reproduzir antes de ser expelido. O mesmo néo
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fora observado quando das sucessivas passagens da linhagem de S. stercoralis canino
em beagles, sendo ainda mencionado que a infeccdo experimental de cdes com
isolados humanos do parasito resultam em diferencas substanciais de intensidade
parasitaria e duracédo da infeccéo.

Grove & Northern (1982), avaliando cées infectados com S. stercoralis de
origem humana, obtiveram resultados interessantes referentes a infeccéo pelo parasito,
incluindo aspectos relacionados a eosinofilia e a resposta humoral dos animais.
Entretanto, reconheceram dificuldades praticas na realizacdo de seu estudo
relacionadas as limitacBes fisicas e aos altos custos do alojamento de cdes que
apresentam um porte relativamente grande, o qual restringe a utilizagcdo deste modelo.
Além disso, os autores reforcaram a grande variabilidade na suscetibilidade de cées a
infeccdo pelo S. stercoralis, j& observada pelos primeiros investigadores, e sugeriram
que estas variacOes poderiam refletir peculiaridades do parasito, do hospedeiro ou de
ambos.

Dentre as limitacBes expostas, talvez a principal desvantagem atribuida ao
modelo canino seja a sua suscetibilidade extremamente varidvel ao Strongyloides.
Falleborn (1914, 1927) ja observara que linhagens humanas de S. stercoralis de
diferentes regibes apresentavam uma capacidade variavel de penetrar e se desenvolver
em cdes. De fato, ele obteve sucesso na infec¢do experimental de cdes com o parasito
oriundo da China (RPC), mas quando larvas do nematddeo originarias do leste da
Africa foram inoculadas neste modelo animal os resultados foram negativos. Os cies
que se infectaram, todos exclusivamente por nematddeo de origem chinesa, nao
apresentaram infeccdo duradoura, como ja comentado, podendo ser o modelo canino
insuficiente para o estudo do parasito humano. Em outro experimento, no qual um
isolado humano de S. stercoralis dos EUA foi utilizado, a maior parte dos cées
experimentalmente infectados pelo parasito se curaram espontaneamente em poucas
semanas e adquiriram resisténcia a reinfeccdo. Um terco dos animais, no entanto,
sobretudo os mais novos, apresentou uma infeccdo comparativamente mais longa, que
chegou a durar alguns meses (Sandground 1928). No Vietnd, cdes mostraram-se
também suscetiveis ao parasito de origem humana e a cura espontanea dos animais

ocorreu tardiamente (Galliard 1967).
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Entretanto, ha indicios experimentais de que as larvas de Strongyloides obtidas
de céo seriam incapazes de produzir infecgdo em humano, sendo a infec¢do natural de
cdes praticamente nula em regibes norte-americanas endémicas para 0 parasito
(Augustine & Davey 1939, Augustine 1940). Por outro lado, S. stercoralis foi relatado
em canideos de areas que até entdo sdo consideradas livres da infecgdo humana (Kapel
& Nansen 1996, Dillard et al. 2007).

Diferencas moleculares entre S. stercoralis de cdo e humano também foram
demonstradas. Hasegawa et al. (2010) sugeriram que a transmissao entre hospedeiros
de grupos diferentes é pouco frequente. Além dos relatos de casos humanos de
estrongiloidose com o parasito de origem canina serem raros, esses autores se
basearam na demonstracéo de que as diferencas de infectividade do parasito que foram
observadas relacionam-se a sua genetica. De fato, a analise filogenética de S.
stercoralis de diferentes hospedeiros e localidades colocou as variedades do parasito
de cdo e de humano em clados diferentes, ndo se repetindo o mesmo por regido
geografica. Amostras de S. stercoralis de origem canina do Japdo foram
filogeneticamente mais proximas ao S. stercoralis de cdo dos EUA do que das
amostras de humanos e chimpanzés obtidas de diferentes localidades japonesas e

também da Tanzania (Hasegawa et al. 2010).

1.2.3.2. Meriones unguiculatus

Com uma importancia histérica como modelo para a estrongiloidose
experimental notoriamente menor do que a do céo, o gerbil da Mongolia (Meriones
unguiculatus) foi proposto como um alternativa para o estudo da parasitose.

Os gerbilineos mostraram-se suscetiveis a infeccdo experimental por S.
stercoralis isolado e mantido por passagens sucessivas em cées (linhagem da
University of Pennsylvania; Schad et al. 1984), sendo até o momento o unico roedor
viavel para o estudo de aspectos especificos a este parasito (Nolan et al. 1993).

Contudo, reduzido nimero de larvas de S. stercoralis s&o encontradas nas fezes

de gerbilineos infectados, indicando uma baixa fecundidade do parasito, o que
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dificulta a manutencdo do S. stercoralis por passagens sucessivas entre exemplares de
M. unguiculatus (Nolan et al. 1993, Mati & Melo 2012).

Espécimes deste roedor foram também suscetiveis a infeccdo por isolados
humanos de S. stercoralis mantidos em cées (Sithithaworn et al. 1998) e saguis (Mati
& Melo 2012), mas 0s animais mostraram-se também pouco permissivos ao parasito.

Além disso, a autoinfeccdo nédo parece ocorrer com facilidade, uma vez que este
processo foi identificado somente em determinadas situages, como em infec¢des com
elevado numero de larvas ou em exemplares de M. unguiculatus neonatos (Nolan et al.
1993, 1995, 1999a, b, 2002, Kerlin et al. 1995).

1.2.3.3. Erythrocebus patas

Casos de estrongiloidose disseminada fatal espontanea em Catarrhini (primatas
do Velho Mundo), especialmente em orangotangos (McClure et al. 1973), gibdes (De
Paoli & Johnsen 1978), chimpanzés e gorilas (Penner 1981), com caracteristicas
clinicas e patologicas bastante semelhantes a doenga humana foram relatados.
Posteriormente, a ocorréncia de infeccdo disseminada fatal foi também descrita em
Erythrocebus patas (familia Cercopithecidae), popularmente conhecidos como
macacos-patas ou macacos-vermelhos, mantidos em cativeiro (Harper et al. 1982).

Com o conhecimento destes casos clinicos, a infeccdo experimental de E. patas
com um isolado humano de S. stercoralis foi realizada (Harper et al. 1984, Genta et al.
1984) e a participacdo de ambas as respostas humoral e celular observada neste
modelo primata ndo humano. Genta et al. (1984) relataram titulos elevados de 1gG
anti-superficie larval do parasito e a presenca de IgE na maioria dos primatas
estudados, além de uma resposta linfoproliferativa modesta a antigenos de S.
stercoralis durante a fase precoce (entre 20 e 40 dias) da infec¢do. Entretanto, a
intensidade da resposta imune, pelo menos de acordo com os parametros avaliados,
ndo se correlacionou diretamente com o curso da infeccdo, visto que varios animais
morreram de doenca disseminada. Macacos-patas infectados com o parasito e
submetidos a novas inoculacdes de larvas infectantes apresentaram aumento do

ndamero de mastécitos e dos niveis de histamina intestinais, mas na fase cronica o
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numero destas células na mucosa retornou aos niveis basais (Barrett et al. 1988).
Ainda neste estudo, ap0s o tratamento com prednisona, 0S mastocitos perderam a
capacidade de responder a estimulacdo antigénica e com o prolongamento do
tratamento imunossupressor verificou-se a reativacdo da infeccdo crénica resultando
em estrongiloidose disseminada seguida da morte dos cercopitecideos, a qual se
relacionou a uma marcante reducao na quantidade de mastocitos intestinais.

Entretanto, apesar de ser um potencial modelo que representa razoavelmente os
principais aspectos da infeccdo humana pelo S. stercoralis, 0s macacos-patas sao
animais de porte significativo, o que eleva muito os custos de manutencdo e acarreta
dificuldades experimentais. De fato, talvez em funcdo destas desvantagens
relacionadas a seu tamanho, ainda hoje, apenas o estudo de Barrett et al. (1988) foi
realizado ap0Os os experimentos que apresentaram e descreveram o modelo (Genta et
al. 1984, Harper et al. 1984), sendo na préatica ainda necessario o encontro de modelos

primatas alternativos para o estudo da estrongiloidose.

1.2.4. Potencialidade do uso de saguis na investigacdo biomédica de Strongyloides
spp.

1.2.4.1. Primatas nao humanos como modelo

A importancia de primatas em pesquisas cientificas deve-se principalmente as
suas similaridades filogenética e fisioldgica com o ser humano. Os outros hominideos
(i.e., bonobos (Pan paniscus), chimpanzés (Pan troglodytes), gorilas (Gorilla spp.) e
orangotangos (Pongo spp.)), por serem 0S mais proXimos a nossa espeécie, seriam, na
teoria, os melhores modelos. Entretanto, além das dificuldades técnicas de se trabalhar
com estes primatas, os debates éticos sobre o seu uso experimental tém assumido
grandes proporcdes (envolvendo desde aspectos conservacionistas a riscos biologicos
para a especie humana), sendo os estudos restringidos a casos especiais (como
virologia) ou mesmo proibidos (Pissinatti & Andrade 2010, De-Waal 2012).
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Por outro lado, tem-se observado atualmente um interesse crescente por
Platyrrhini (primatas do Novo Mundo ou neotropicais) devido a perspectiva de sua
aplicagdo como modelo primata experimental.

Os platirrinos sdo morfologicamente e de habitos bastante variados, havendo,
por exemplo, espécies com garras, cauda preénsil ou habito noturno, caracteristicas
incomuns na ordem Primates (Fleagle 1998). N&o por acaso, controversias
taxonémicas sobre o grupo tém sido comuns nas Gltimas décadas. No presente estudo,
utilizou-se a classificacdo recentemente proposta que divide os primatas do Novo
Mundo em apenas trés familias: Atelidae, Cebidae (Cebinae e Callitrichinae) e
Pitheciidae (Rosenberger 2011, Perelman et al. 2011). Entretanto, ha autores que
consideram como validas também as familias Aotidae (Groves 2001, Rylands et al.
2000, Rylands & Mittermeir 2009) e Callitrichidae (Rylands et al. 2000, Rylands &
Mittermeir 2009). Atualmente, considera-se que 118 espécies de macacos neotropicais
ocorrem no Brasil, a maior diversidade mundial (Paglia et al. 2012), sendo 0s géneros
Callithrix, Callibella, Callimico, Cebuella, Leontopithecus, Mico e Saguinus
pertencentes a subfamilia Callitrichinae.

Nos ultimos anos, um esforco substancial tem sido realizado na criagdo de
primatas neotropicais, visando a sua preservacdo e, em menor escala, a produgao para
utilizacdo na experimentacédo cientifica (Pereira & Melo 1984, Pereira 1990, Rylands
et al. 2000, Abbott et al. 2003, Mansfield 2003).

Ainda que ndo sejam, do ponto de vista filogenético, tdo proximos do homem
quanto os catarrinos, os platirrinos apresentam vantagens que compensam a sua
utilizacdo cientifica: a) porte menor, b) abundéncia de algumas espécies, c) facilidade
de manejo, d) custo reduzido e e) risco relativamente menor de transmissdo de
zoonoses (Pereira & Melo 1982, 1984, Pereira et al. 1988, Pereira 1990, Mansfield
2003, Carrion & Patterson 2012, Melo et al. 2012).

De fato, cebideos da subfamilia Callitrichinae (saguis, micos) que inclui os
menores representantes da ordem, tém sido empregados como modelos experimentais
em diversas areas de pesquisas biomédicas, tais quais microbiologia, toxicologia,
biologia reprodutiva, desenvolvimento de drogas, neurociéncias (Carvalho et al. 1991
a, b, ¢, Cisalpino et al. 1991, Gaspar et al. 1992, Mitchell & Carrol 1997, Johannessen
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& Crawford 1999, Curry 2001, Mansfield 2003, Hart et al. 2004, Eslamboli 2005,
Wang 2007, Lima et al. 2008, Silva et al. 2008, Chellman et al. 2009, Nelson et al.
2009, 2010, Kramski et al. 2010, Carrion et al. 2011, Omatsu et al. 2011, Carrion &
Patterson 2012) e também em estudos parasitologicos experimentais (Warren &
Simdes 1966, Pereira et al. 1988, 1993 a, b, Denham et al. 1989, Resende & Melo
1992, Oliveira et al. 2004, Griffiths et al. 2008, Mendes et al. 2008, Mati et al. 201143,
Melo et al. 2012).

E valido mencionar que o emprego de calitriquineos na pesquisa biomédica
enfatiza a importancia do conhecimento dos parasitos naturais destes animais,
principalmente se considerada a possibilidade de interferéncia em experimentos nos
quais saguis estejam sendo usados. Estes platirrinos s&o comumente parasitados por
Platynosomum  fastosum, Primasubulura jacchi, Trichospirura leptostoma,
Trypanosoma minasense e microfilarias de Dipetalonema, entre outras espécies
(Levine 1970, Orihel 1970, Kuntz & Meyers 1972, Porter 1972, Melo & Pereira 1986,
Potkay 1992, Resende et al. 1994, Melo 2004).

1.2.4.2. Estrongiloidose natural e experimental em saguis

Embora ndo haja na literatura relato da infeccdo experimental de platirrinos
pelo S. stercoralis, ha registros referentes a ocorréncia de Strongyloides spp. em
primatas do Novo Mundo (Yamashita 1963, Cosgrove et al. 1968, Hershkovitz 1977b,
Toft 1982, Campos 1985, Santa-Cruz et al. 2001, Arrojo 2002, Phillips et al. 2004,
Beltran-Saavedra et al. 2009, Pereira et al. 2010, Mati et al. 2013a). No entanto, a
identificacdo do parasito ndo foi realizada até o nivel especifico na maioria dos casos,
uma vez que a maior parte dos diagnosticos tem sido feito apenas pelo encontro de
ovos ou larvas de Strongyloides spp. nas fezes (Mati et al. 2013a).

Além de platirrinos serem parasitados pelo Strongyloides cebus, que € a espécie
natural de primatas neotropicais (Little 1966a, Toft 1982, Campos 1985, Mati et al.
2013a), o parasitismo ocasional pelo S. stercoralis, sobretudo em animais de cativeiro
tem sido pontualmente observado. A infeccdo por S. stercoralis ja foi relatada em

Ateles geoffroyi (Yamashita 1963, Hershkovitz 1977b), Brachyteles arachnoides

60



(Pissinatti 2001), Cebus apella e Saimiri sciureus (Pereira et al. 2010), além dos
calitriquineos Cebuella pygmaea (Yamashita 1963) e Saguinus midas niger
(Hershkovitz 1977b). Recentemente, em uma apresentacdo relativa a diversidade
parasitaria de Saguinus niger de fragmento florestal urbano de Ananindeua, Para, fez-
se saber que, de acordo com a coproscopia, quatro dos oito primatas analisados
encontravam-se positivos para o S. stercoralis (Marques-Neto et al. 2011).

Em relacéo ao S. fuelleborni, a terceira espécie reconhecidamente de primatas e
amiude encontrada nos animais do Velho Mundo, Yamashita (1963) a relatou como
parasito de A. geoffroyi de cativeiro no Japdo. Entretanto, como S. cebus e S.
fuelleborni foram considerados sinbnimos em seu manuscrito e ndo ha informacao se o
individuo parasitado foi importado ou nascido no cativeiro, considera-se que estudos
confirmatorios deste achado sdo necessarios.

Do ponto de vista experimental, espécimes de C. penicillata foram previamente
utilizados como modelo primata ndo humano para a estrongiloidose, sendo a infec¢éo
dos animais realizada com uma linhagem de S. venezuelensis mantida por passagens
sucessivas em camundongos AKR/J desde 1987 (Melo et al. 2012). Neste estudo,
todos os primatas infectados foram suscetiveis a linhagem de parasito oriunda de
roedor.

As informagOes acima expostas corroboram que primatas neotropicais,
incluindo saguis, tém se mostrado suscetiveis a espécies de Strongyloides e que a

utilizacdo destes animais na estrongiloidose experimental & promissora.
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SECCAO 1.3

Justificativa e objetivos

Dada a importancia médica da estrongiloidose e a despeito da ampliacdo do
conhecimento da relacdo parasito-hospedeiro acumulado desde a descricdo do S.
stercoralis, ha alguns pontos que necessitam ser mais estudados. Dentre eles a
elucidacdo de aspectos adicionais referentes a biologia basica do nematodeo e da
patogénese da infeccdo, o aperfeicoamento dos métodos diagnosticos, a realizacdo de
ensaios vacinais e imunologicos, além do desenvolvimento de drogas alternativas
ativas contra o parasito e/ou novas medidas profilaticas.

Considerando-se cada um destes aspectos, avancos tém ocorrido aquém do
necessario, em partes, por dificuldades relacionadas a modelos experimentais para o S.
stercoralis o que tem impossibilitado a obtencdo de linhagens humanas do nematodeo
para diferentes fins. Nesse sentido, modelos animais para o estudo da infeccdo, que
sejam de pequeno porte, facil manuseio e permitam a manutencdo do parasito em
laboratorio, principalmente se filogeneticamente proximos ao hospedeiro natural e

suscetiveis a um isolado de origem humana do nematddeo, fazem-se necessarios.

1.3.1. Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo a avaliacdo da viabilidade de C.
penicillata como um modelo primata para o estudo de isolado humano de S.
stercoralis, buscando melhor conhecer aspectos da relacdo parasito-hospedeiro,
principalmente aqueles referentes a biologia do parasito e a patogénese das formas ndo

complicada e complicada da estrongiloidose.
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1.3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a suscetibilidade de C. penicillata ao S. stercoralis de origem humana
na infeccdo priméria e na reinfeccdo, determinando os periodos pré-patente e

patente;

e Conhecer o padrdo de migracdo e desenvolvimento do parasito neste modelo

primata ndo humano;

e Analisar a quantidade de larvas de S. stercoralis excretadas e a sua variagao em

funcéo de alteracdes de imunidade do hospedeiro e tempo de infec¢éo;

e Avaliar aspectos da hiperinfeccdo e disseminacdo apds a administracdo de

droga imunossupressora;

e Estudar os aspectos anatomoclinicos e a letalidade das formas ndo complicada e
complicada da estrongiloidose em C. penicillata, realizando a analise

macroscopica e a histopatologia dos animais mortos;

e Realizar estudo morfoldgico das fémeas parasitas de S. stercoralis recuperadas
e comparar o grau de desenvolvimento e fecundidade individual dos exemplares
do nematodeo obtidos de saguis apresentando a infeccdo ndo complicada

daqueles com a forma disseminada;

e Descrever aspectos relacionados a biologia das fémeas parasitas ha mucosa do

hospedeiro e das formas de vida livre;
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2. MATERIAL E METODOS



2.1. Modelo primata ndo humano

2.1.1. Callithrix penicillata

A espécie de primata estudada é atualmente assim classificada (Perelman et al.
2011, Rosenberger 2011):

Classe: Mammalia Linnaeus, 1758

Ordem: Primates Linnaeus, 1758

Subordem: Haplorhini Pocock, 1918

Infraordem: Simiiformes Haeckel, 1866
Parvordem: Platyrrhini E. Geoffroy, 1812
Familia: Cebidae Bonaparte, 1831

Subfamilia: Callitrichinae Gray, 1821

Género: Callithrix Erxleben, 1777

Espécie: Callithrix penicillata (E. Geoffroy, 1812)

Callithrix penicillata (Figura 2) é considerada a espécie do género mais bem
sucedida ecologicamente, em funcdo de sua ampla distribuicdo geografica e elevadas
densidades populacionais (Stevenson & Rylands 1988), sendo comum nos estados de
Goiéas, Bahia, Minas Gerais e Sdo Paulo (Hershkovitz 1977a). A populacdo de C.
penicillata na natureza tem aumentado, ndo sendo preocupante a situagao desta espécie

no que tange o seu risco de extin¢édo (Rylands & Mendes 2008).

2.1.2. Espécimes estudados

No total foram utilizados 18 exemplares adultos, machos, com peso entre 300 e

405 g (media de 370 * 45) quando do inicio dos experimentos, criados e mantidos no
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Figura 2 - Espécimes de Callithrix penicillata.



Biotério de Primatas do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Dentre eles, 15 foram infectados com o parasito e o

restante mantido como controle da infecgéo.

2.1.3. Criacéo e alimentacéo

Seguindo recomendacdes prévias (Pereira & Melo 1984, Melo et al. 2012), a
colbnia do Biotério de Primatas do ICB/UFMG tem sido mantida ha mais de 25 anos,
atualmente em um pavilhdo com uma area (til de aproximadamente 200 m? provido de
um corredor central, ao longo do qual, tem-se de ambos os lados 0s acessos aos
viveiros (Figuras 3a, b).

As dimensbes padrdes destes viveiros sd@o: 1 m de largura x 3 m de
comprimento X 2,5 m de altura. As paredes sdo de alvenaria e no limite superior de
cada um ha uma parte completamente fechada proxima a porta, enquanto o restante do
recinto é coberta com uma grade de aco que propicia uma area de exposicao direta de
luz solar aos animais. Cada um dos viveiros comporta uma pequena familia de saguis
visando a reproducdo e é provido com itens de enriquecimento fisico (troncos,
poleiros, cordas, pneus e ninhos de madeira) para o bem-estar dos animais (Figuras 4a,
b).

Os primatas ndo tém um contato visual com a sala adjacente, sendo cada baia
lavada todos os dias e a 4gua para os animais ofertada de modo continuo. A comida é
distribuida duas vezes por dia: frutas (banana, macd, maméo e frutas da estacao,
quando disponivel) na parte da manh& e racdo ad libitum na parte da tarde. Quando
necessario, a alimentacdo da manha é substituida por gema de ovo ou gelatina, a qual é
adicionado um suplemento multivitaminico (Pereira et al., 1986).

Apesar de ndo ser especifica para primatas, a composicdo nutricional da racéo
utilizada (Frolic Junior ®) se assemelha as especificacdes alimentares para primatas
ndo humanos do National Research Council (US) (2003). De acordo com o fabricante,

ela apresenta a seguinte composicdo basica:

67



Figura 3 - Biotério de Primatas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG. A. Vista externa; B. Area interna do pavilhdo mostrando
portas de acesso aos Viveiros.
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[ % :
Figura 4 - Grupo familiar de Callithrix penicillata com detalhe do
solario de um dos viveiros (A) e artificios utilizados no
enriquecimento fisico (B).
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Umidade (maximo): 22%
Proteina Bruta (minimo): 19%
Extrato etéreo (minimo): 5,5%
Fibras (méximo): 5%

Matéria mineral (méaximo): 12%
Calcio (maximo): 2,5%

Fosforo (minimo): 1%

Ha ainda suplementos como vitaminas A, B1, B2, B6, B12, D, E, niacina, acido
pantoténico, acido folico, colina, cloreto de potassio, 6xido de zinco, sulfato de cobre,
iodato de calcio, cloreto de sodio, sorbato de potassio, além de corantes.

Durante todo o periodo de duragdo do estudo, os animais selecionados para a
experimentacdo biomeédica foram mantidos em gaiolas individuais (45 x 45 x 90 cm),
que continham também poleiros e um tubo de PVC (10 cm de didmetro x 20 cm)
suspenso junto a parte superior das mesmas, caracterizando um abrigo para cada sagui

se esconder e repousar.

2.1.4. Controle parasitoldgico

Apesar da higienizacdo diaria dos viveiros e de serem os calitriquineos
empregados no presente estudo nascidos e criados em cativeiro, a inspecdo e exames
parasitologicos destes animais foram periodicamente realizados para a identificagéo de
possiveis agentes (endo e ectoparasitos) que poderiam interferir na salde dos primatas

e mesmo em resultados experimentais.
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2.2. Parasito

2.2.1. Strongyloides stercoralis

A classificagdo taxondmica para o Strongyloides stercoralis (De Ley & Blaxter
2002, 2004) é a que se segue:

Classe: Chromadorea Inglis, 1983

Ordem: Rhabditida Chitwood 1933

Subordem: Tylenchina Thome 1949

Infraordem: Panagrolaimomorpha De Ley & Blaxter, 2002
Superfamilia: Strongyloidoidea Chitwood & Mclintosh 1934
Familia: Strongyloididae Chitwood & Mcintosh 1934
Género: Strongyloides Grassi 1879

Espécie: Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876)

2.2.2. Linhagem

Quanto a linhagem do nematodeo utilizada no presente estudo, ela foi obtida de
material fecal humano oriundo dos municipios de Candeias e Rio Acima, Minas
Gerais, sendo posteriormente mantida por passagens sucessivas em exemplares de C.

penicillata.

2.2.3. Obtencao de larvas de 3° estadio infectantes (L3i)

Para a obtencdo de L3i de S. stercoralis, culturas de fezes humanas, em um

primeiro momento, e depois também de fezes dos saguis infectados, foram realizadas,
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sendo o material fecal misturado a vermiculita e incubado em estufa a 27° C por um
periodo de 48 a 72 horas.

Em seguida, para a recuperacdo das formas larvares utilizou-se o método de
Baermann, modificado por Moraes (1948) com pequenas adaptacdes. A coprocultura
foi depositada sobre gaze cirirgica de 11 malhas/cm® e depois de ser devidamente
envolvida pela mesma, ela foi transferida para uma peneira plastica e colocada sobre
um funil analitico liso de vidro (250 ml) ligado por uma mangueira de borracha (10 cm
de comprimento) a um pequeno tubo de hemolise e contendo agua filtrada a
temperatura de 42°C. Duas horas depois, 0 tubo de hemdlise contendo 0os nematodeos
era desprendido e centrifugado a baixa rotagdo (150 g) por 5 minutos. O sedimento
obtido era entdo lavado em agua destilada e novamente centrifugado, procedimento
este repetido por pelo menos trés vezes.

A descontaminacao das L3i utilizadas nas infec¢des foi realizada de acordo com
Martins et al. (2000). As formas infectantes foram deixadas por 10 minutos em
solucdo de hipoclorito de sodio 0,25%, sendo depois transferidas para agua destilada

estéril.

2.2.4. Contagem de L3i

O nudmero de L3i na suspensdo aquosa foi determinado. Aliquotas de 25ul
foram colhidas com o auxilio de pipeta automatica e gotejadas em laminas para
realizacdo da contagem. O nimero medio foi calculado mediante a avaliagdo de pelo
menos trés aliquotas. A suspensdo foi diluida ou concentrada para que o volume final a

ser inoculado (0,5ml) contivesse 100, 300 ou 500 L3i, conforme a necessidade.

2.3. Consideragdes sobre o delineamento experimental

Instrutivamente, pode-se considerar que a presente tese engloba trés

experimentos principais que buscam esclarecer por meio de andlises parasitoldgicas e
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anatomopatoldgicas o0s aspectos seguintes da estrongiloidose experimental em

calitriquineos:

2.3.1. Experimento |: Padronizagdo da primoinfeccao

Na avaliagcdo da suscetibilidade e padronizacdo da infeccdo de S. stercoralis no
modelo primata ndo humano proposto, todos os 15 saguis experimentalmente
infectados (vide condicGes no item 2.5.) foram considerados. Trés primatas sem

infeccao foram utilizados como controle.

2.3.2. Experimento I1: Avaliacdo da possibilidade de reinfeccdo

Seis espécimes de C. penicillata infectados pelo parasito que evoluiram para a

cura parasitoldgica foram reinfectados (vide resultados e item 2.9.).

2.3.3. Experimento I11: Efeitos da imunossupressao induzida por glicocorticoides

Dentre os 15 animais infectados com o parasito, trés receberam tratamento
imunossupressor com glicocorticoide e outros trés nédo tratados foram pareados como

controle desta avaliacdo (vide item 2.10).

2.4. Manuseio geral dos primatas

Na contencdo dos saguis luvas de raspa de couro foram utilizadas e os animais
imobilizados de acordo com Kindlovits & Kindlovits (2009b) para a realizagdo de

procedimentos rapidos (inoculacdo de larvas, injecdo de farmaco, coletas de sangue de
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rotina). Uma mesa de apoio para manter os animais ja imobilizados em posicdo de

decubito dorsal foi empregada.

2.5. Infeccéo

Os saguis (n = 15) foram infectados por via subcutdnea com 0,5 mL de
suspensao contendo diferentes quantidades de L3i de S. stercoralis obtidas de culturas
de material fecal humano (H) ou de C. penicillata (Cp).

Os animais P1, P2 (n = 2) e P3, P4 (n = 2) receberam indculos de 100 e 500 L3i
do parasito (H), respectivamente. O restante dos espécimes de calitriquineos foi
infectado com 100 (P5, P6; n = 2), 300 (P7, P8; n = 2) e 500 (P9, P10, P11, P12, P13,
P14, P15; n=7) L3i de S. stercoralis (Cp).

2.6. Inspecdo e aspectos clinicos dos primatas

Apos a inclusdo no estudo e a infeccdo com as L3i de S. stercoralis, 0s animais
permaneceram alojados em gaiolas individuais ao longo de todo o experimento como
mencionado no topico 2.1.3. Os saguis foram cuidadosamente inspecionados para a
verificagdo de seu estado geral e de possiveis alteragfes de postura, comportamento,
estado nutricional e caracteristicas do pelame diariamente. Quando removidos de suas
gaiolas eram também avaliados quanto ao seu nivel de hidratacdo, reducdo do paniculo
adiposo, esforco respiratério, presenca de alopecia, alteragbes mucosas (palidez,
presenca de secre¢des, cianose, ictericia) e neurologicas. Manifestacbes como quadros
diarreicos e apatia foram anotadas quando observadas. Posteriormente, durante a fase
crénica da infeccdo, esta analise passou a ser realizada duas vezes por semana,
excetuando-se 0s animais que apresentaram deterioracdo clinica. A afericdo do peso

dos saguis foi realizada a cada quinze dias.

74



2.7. Exames parasitologicos de fezes

Os periodos pré-patente e patente foram avaliados baseando-se no encontro de

larvas de S. stercoralis nas fezes dos calitriquineos.

2.7.1. Qualitativos

O material fecal dos primatas foi coletado diariamente, sendo as analises
parasitoldgicas realizadas pelos métodos de sedimentacdo espontanea (Lutz 1919) e
Baermann-Moraes (Moraes 1948) a partir do oitavo dia pdés-infeccdo (DPI).
Posteriormente, a coleta das fezes passou a ser realizada cinco vezes por semana. Para
as coproculturas utilizava-se todo o material fecal, exceto a por¢do separada para o
exame de sedimentacao espontanea. Trés vezes por semana, procedia-se a recuperagédo

dos nematodeos das culturas, conforme descrito no item 2.2.3.

2.7.2. Quantitativos

Durante os estudos de infec¢cdo priméria de alguns primatas (P12, P13 e P15) e
da reinfeccdo (P7, P9, P10, P12, P13 e P15; vide item 2.9.) as fezes foram pesadas em
balanca analitica antes de se fazer as coproculturas. Este procedimento possibilitou que
0 numero de larvas recuperado de uma dada quantidade de fezes pudesse ser

conhecido pela férmula:

Larvas por g de fezes (LPG) = total de larvas observadas

peso das fezes (g) usadas na coprocultura
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2.8. Determinacdo de cura parasitoldgica

Foram considerados parasitologicamente curados da infeccdo pelo S. stercoralis
aqueles primatas cuja série de exames fecais permaneceu negativa ao longo de trés

meses.

2.9. Reinfecgéo

A tentativa de reinfeccdo dos saguis, cujas analises parasitologicas
encontravam-se negativas ha cinco (P9), 15 (P10) e 17 (P7) meses, deu-se em paralelo
a primoinfeccdo dos animais P12, P13, P14 e P15 (controles deste experimento) com
500 L3i do parasito.

Adicionalmente, os animais P12 e P13, 11 meses ap6s a negativacdo da
coproscopia, receberam um novo inéculo de 1000 L3i de S. stercoralis. O sagui P15,
nove meses apos a sua cura parasitoldgica, foi também reinfectado, mas com apenas
100 L3i do parasito.

2.10. Tratamento imunossupressor com dexametasona (DEX)

O glicocorticoide sintético dexametasona (DEX), cuja poténcia equivale a 30
vezes a observada para a hidrocortisona, foi empregada como droga imunossupressora
no presente estudo.

O farmaco comercializado na forma de fosfato dissédico de dexametasona
(Decadron® 4mg/ml, Aché, Brasil) é classificado, de acordo com a International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), como (8S, 9R, 10S, 11S, 13S, 14S
,16R ,17R) - 9- fluoro - 11, 17 - di-hidroxi - 17 - (2 - hidroxiacetil) -10, 13, 16 -
trimetil - 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, 16 octa - hidrociclopenta [a] fenantreno - 3 - ona. A

sua meia-vida varia entre 36 e 54 horas, sendo a sua féormula molecular C,,H,FO5 € a
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estrutural representada na figura 5.

Trés primatas (P2, P6 e P8) receberam inoculos subcutdneos de DEX (2,5
mg/Kg/dia), durante cinco dias consecutivos, a partir da quarta (P6 e P8) ou quinta
(P2) semana de infeccdo. Como controles deste experimento foram utilizados trés
animais (P1, P5 e P7), os quais foram pareados em relacdo ao peso, origem e nimero
de L3i de S. stercoralis utilizadas na infeccdo dos saguis imunossuprimidos. Os
primatas foram propositalmente infectados com um menor nimero de L3i (100 ou
300) para que eles tolerassem melhor e por um maior periodo a infeccdo e suas

provaveis complicacdes advindas do tratamento com a DEX.

Figura 5 - Formula estrutural da dexametasona (Modificado de DrugBank®).
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2.11. Eutanasia

A eutanasia do sagui P3 foi realizada com uma dose letal de pentobarbital
sédico administrada por via intraperitoneal, obedecendo a Resolugdo n°. 1000 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (2012).

2.12. Necropsia

Os saguis submetidos a eutanasia ou que espontaneamente evoluiram para o
6bito foram necropsiados com o intuito de se subsidiar, juntamente aos parametros
clinicos e parasitologicos, a determinacdo da causa mortis. Os exames foram
realizados em animais com pouco tempo de morte, antes do surgimento de alteragdes
transformativas do post mortem. Quando a necropsia imediata ndo foi possivel, 0s
calitriquineos foram refrigerados, mas ndo mais do que por 12 horas.

Procedeu-se a fixacdo dos primatas sobre a mesa de necropsia em decubito
dorsal e mediante uma incisdo mento-pubiana o térax e a cavidade abdominal foram
abertos (Pereira 1990). Apds a conclusdo dos estudos anatomopatoldgicos as carcacas

foram imdediatamente congeladas e depois incineradas.

2.13. Anatomopatologia

2.13.1. Macroscopia

Ainda durante a necropsia as visceras foram examinadas in situ e a presenca de
liquido livre em cavidades analisada. Buscou-se descrever as alteragfes macroscopicas
observadas nos 6rgdos dos saguis, bem como selecionar amostra representativa destes

6rgdos e tecidos para o estudo microscopico. Anormalidades quanto a adequada
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posicdo anatdmica, aspecto geral, presenca de lesdes, tamanho, cor e consisténcia dos

6rgdos foram avaliadas.

2.13.2. Microscopia

2.13.2.1. Processamento histoldgico

Para a histopatologia, fragmentos de intestino, pulmao, baco, rim, pancreas,
figado, coracéo, pele e encéfalo foram recolhidos e fixados em solucdo de formol a
10%. Procedeu-se entdo a lavagem dos mesmos em agua corrente por trés horas e a
seguir a desidratacdo em série de alcoois (70°, 80°, 95° GL e absoluto por trés vezes).

Ap0s o processo de desidratacdo, a diafanizacdo destes fragmentos foi realizada
pela imerséo seriada em trés diferentes recipientes contendo xilol (30 minutos em cada
um) (Langeron 1949, Luna 1968, Melo 2003). As amostras foram entdo incluidas em
parafina histoldgica (Merck - Alemanha) derretida, assim permanecendo durante uma
hora a 56° C em estufa (Fanem - Brasil).

Cortes semifinos (4 pum) dos blocos de parafina foram obtidos com o auxilio de

micrétomo Spencer (American Optical Company - EUA).

2.13.2.2. Coloracao histologica

Os cortes histoldgicos foram corados pelas metodologias abaixo descritas. Para

a montagem de laminas permanentes utilizou-se laminulas e Balsamo do Canada.

2.13.2.2.1. Hematoxilina e eosina

Quatro cortes histoldgicos ndo consecutivos para cada animal foram corados
pela hematoxilina e eosina (HE) de acordo com metodologia previamente estabelecida

(Langeron 1949, Luna 1968) com minimas modificacdes.
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Ap0s a parafina dos cortes ser removida por duas passagens de 30 minutos em
recipientes contendo xilol, realizou-se a hidratagdo em série decrescente de alcoois
(absoluto, 95° 80° e 70° GL), permanecendo as laminas por cinco minutos em cada
alcool. A seguir, ap6s cinco minutos em agua corrente, procedeu-se a coloracdo pela
hematoxilina e uma nova lavagem. As laminas com os cortes histologicos foram
transferidas para recipiente contendo eosina, lavadas em agua e desidratadas em série
crescente de alcoois (70°, 80°, 95° GL e absoluto, por trés vezes). Para a diafanizacéo

do material, recorreu-se a duas passagens em xilol, com cinco minutos de duracéo.

2.13.2.2.2. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick-end
Labeling (TUNEL)

Laminas foram também submetidas ao meétodo TUNEL (Gavrieli et al. 1992),
que identifica, in situ, a fragmentacdo do genoma, caracteristica de células em
apoptose. Utilizou-se o kit especifico ApopTag® Plus Peroxidase (Chemicon
International - EUA), sendo seguidas as orientag6es do fabricante.

Foram utilizadas laminas silanizadas e a parafina dos cortes histologicos
retirada por imersdo em xilol. A passagem por serie decrescente de alcoois seguida de
lavagem em tampéo fosfato-salino (PBS) foi realizada e os cortes entdo tratados por
Proteinase K (20ug/ml). Apds lavagem em agua destilada, pela adicdo de solucdo de
agua oxigenada a 3%, a peroxidase endogena foi inativada. Todas as laminas foram
novamente enxaguadas em solucdo salina tamponada, sendo entdo aplicado um
tampdo de equilibrio do préprio kit. Procedeu-se entdo a incubacdo das laminas por
doze horas em camara Umida, a 37°C, juntamente a enzima TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferase) e nucleotideos ligados a digoxigenina. A reacdo foi
interrompida com o tampédo de parada, também do kit, sendo em seguida realizada,
novamente em camara uUmida, durante uma hora, a incubacdo com o anticorpo
antidigoxigenina conjugado a peroxidase. Apds a realizacdo de nova lavagem em PBS

0 DAB (diaminobenzidina) foi aplicado para a revelacdo das marcacdes.
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A coloracdo pelo verde luz foi utilizada como contracoloracdo dos cortes

histolégicos submetidos a reacdo TUNEL.

2.13.2.3. Analise e captura de imagens

As laminas histoldgicas foram analisadas, em um primeiro momento, em
microscopio de luz Olympus BH2 (Japdo). A captura de imagens das sec¢des teciduais
selecionadas foi posteriormente realizada por meio de microscopio Leica DM500
(Leica Microsystems, Suica) acoplado a um microcomputador, sendo para esta

finalidade o aplicativo Leica Application Suite (EZ LAZ, version 2.0) utilizado.

2.13.2.4. Avaliacéo de apoptose

A identificacdo das células em apoptose foi realizada pelo TUNEL e
caracteristicas morfolégicas foram também consideradas. De acordo com Vasconcelos
(2001) as células em apoptose apresentam pelo menos trés dos seguintes critérios

morfologicos:

. anoiquia (retracdo celular e perda de ades@es entre células);

. condensacéo nuclear e do citoplasma (compactacdo da cromatina nuclear
em massas densas uniformes, alinhadas no lado interno da membrana nuclear,
inclusive com aspecto de crescentes);

. fragmentacdo nuclear (convolucao e fragmentacdo da membrana nuclear,

sem cariorrexe ou ruptura);

. fragmentacdo celular (formacédo dos corpos apoptoticos);

. fagocitose dos corpos apoptoticos pelas células adjacentes (“canibalismo
celular™);

. auséncia de inflamacdo (ndo aplicadvel na avaliacdo da apoptose em

celulas inflamatdrias).
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2.14. Recuperacéo de S. stercoralis

Os intestinos dos animais necropsiados foram abertos longitudinalmente em
placas de Petri contendo solucéo salina (NaCl, 0,85%). Em um primeiro momento,
apos a raspagem dos intestinos realizada com o auxilio de uma lamina, a pesquisa de
larvas e de fémeas parasitas de S. stercoralis nos intestinos delgado e grosso dos
primatas foi realizada ao microscépio estereoscépio.

Em seguida, as amostras foram transferidas para peneiras colocadas sobre
calices de sedimentacdo, também contendo solucdo salina, tendo as mesmas
permanecido em banho-maria a 37° C durante trés horas. O sobrenadante foi
desprezado e os nematddeos recuperados, contados, fixados em formalina 10% e
diafanizados em lactofenol. De modo semelhante, a presenca de formas de S.
stercoralis foi avaliada em outros 6rgéos, incluindo pulmdes, figado, baco e rins.

As fémeas parasitas foram classificadas em jovens e adultas, de acordo com
critérios descritos por Faust (1933). A fémea jovem, cuja vulva ja é evidente, ndo
ultrapassa 1,5 mm de medida total, sendo menor que as formas adultas. Além disso, a
proporcdo do comprimento do es6fago em relacdo ao comprimento do corpo
(aproximadamente 1/3) é intermediaria entre 0 que é observado na larva filarioide
(1/2) e na fémea adulta (1/4), sendo a cauda (distancia entre o anus e a extremidade

posterior) proporcionalmente mais longa do que a da fémea madura.

2.15. Mensuracéo dos parasitos

A morfometria de fémeas parasitas adultas de S. stercoralis recuperadas de C.

penicillata foi realizada e os seguintes parametros foram estudados:

A) comprimento total do verme;
B) comprimento do es6fago;
C) proporcao do comprimento do eséfago/comprimento total do verme;

D) distancia entre a boca e a vulva;
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E) proporgdo da distancia entre a boca e a vulva/comprimento total do
verme;

F) comprimento da cauda;

G) largura na altura da vulva;

H) NUmero de ovos intrauterinos.

Para a avaliagdo do comprimento total do verme, comprimento do esofago,
distancia entre a boca e a wvulva e proporcbes do comprimento do
esofago/comprimento total do verme e da distincia entre a boca e a
vulva/comprimento total do verme, esbocos dos corpos do nematédeo foram
realizados com o auxilio de camara clara acoplada a um estereomicroscopio (Wild
Heerbrugg M5 - Suica) e as medidas dos desenhos obtidas com o auxilio de
curvimetro (Tokyo Sakurai - Japdo). Por meio de uma lamina milimetrada foi
conhecida a proporcéo entre as medidas do curvimetro e os valores reais, sendo assim
possivel calcular cada um destes parametros.

As informacdes relativas ao comprimento da cauda, largura na altura da vulva e
nimero de ovos intrauterinos foram avaliadas diretamente ao microscopio de luz
(Olympus BH2 - Japdo). Uma ocular milimetrada (Wild Heerbrugg, 10x - Suica) foi
utilizada para a obtencdo das medidas desses dois primeiros parametros. Os valores

observados foram corrigidos com base no coeficiente micrométrico.

2.16. Observacdes sobre o ciclo de vida livre

Paralelamente, observacg6es sobre a biologia do S. stercoralis (larvas e adultos
de vida livre) foram realizadas no material recuperado das coproculturas (vide item
2.2.3.) com o intuito de melhor conhecer caracteristicas do ciclo heterogbnico do
nematodeo. Procedeu-se também o estudo individualizado do desenvolvimento de
larvas rabditoides obtidas de fezes frescas dos primatas e também da descendéncia de
fémeas de vida livre recuperadas pelo método de Baermann-Moraes das culturas
fecais. Para tal, coproculturas em escala reduzida, utilizando-se agua, pequenos gréos

de vermiculita e material fecal de camundongos (sabidamente livre de parasitos),
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foram preparadas em placas de culturas de tecidos de fundo chato com 24 pocos,
sendo em cada poco colocado um Unico estadio evolutivo do nematodeo (uma fémea
jovem de vida livre ou uma larva rabditoide de primeiro (L1) ou segundo (L2)
estadio). Em seguida as preparacdes foram incubadas em estufa a 27° C e a avaliacdo
em microscépio esteroscopico realizada depois de 48-72 horas. Dependendo do

namero e do estadio evolutivo obtidos, nova(s) cultura(s) era(m) realizada(s).

2.17. Considerac0es éticas

O uso de saguis do biotério de primatas do ICB/UFMG em pesquisas
biomédicas possui autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA).

Seguiu-se os preceitos do comité local de ética para experimentacdo animal
(Comité de Etica em Experimentacdo Animal/Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CETEA/CEUA (UFMG)) em todos os procedimentos realizados no presente estudo
que € parte de projeto ja avaliado e aprovado (Protocolo 167/06, renovado em marco
de 2012).

2.18. Anélise estatistica

Para determinacdo da normalidade utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk. Os
dados obtidos foram submetidos ao teste T de Student quando a distribui¢cdo mostrou-
se Gaussiana e ao teste de Kruskal-Wallis quando a distribuicdo foi ndo paramétrica,
utilizando-se o pacote estatistico Statistic 5.0. (StatSoft®) (Snedecor & Cochran
1989).

84



3. RESULTADOS



3.1. Suscetibilidade do modelo primata ndo humano ao S. stercoralis

No presente estudo, espécimes de C. penicillata foram suscetiveis ao S.
stercoralis, independentemente do namero (100, 300 ou 500) e origem (H ou Cp) das
L3i inoculadas. A infeccdo dos saguis foi confirmada pela presenca do parasito na
coproscopia e/ou em necropsias conforme sera apresentado em detalhes ao longo desta
seccdo de resultados.

A maioria dos saguis infectados (86,7%; 13/15) apresentou periodo patente com
excrecdo de larvas rabditoides de S. stercoralis junto as fezes, sendo excecdes oS
saguis P11 e P14 que morreram antes da paténcia. Entretanto, também nestes dois
animais, espécimes de S. stercoralis e/ou lesdes induzidas pelo parasito em seus

tecidos foram observados.

3.2. Analise parasitologica de fezes na primoinfeccao

3.2.1. Qualitativa

Os periodos pré-patente e patente médios foram de 16,1 + 3,0 e 161,1 + 72,2
DPI, respectivamente. Larvas rabditoides de S. stercoralis foram observadas nos
exames parasitoldgicos de fezes dos calitriquineos a partir do 13° (P4 e P13) e no
maximo no 22° DPI (P9), enquanto as curas parasitoldgicas (i.e., negativacio
definitiva dos exames) mais precoce (P13) e tardia (P10) deram-se, respectivamente,
aos 70 e aos 308 DPI.

Como apresentado na figura 6, referente aos resultados semanais das analises
coproscopicas qualitativas para cada animal, houve uma alternancia entre resultados
positivos e negativos durante a infeccdo. Periodos de longa positividade e mesmo de
maior permanéncia de analises negativas foram observados. Os maiores periodos

continuos de resultados positivos (25 semanas) e negativos (quatro semanas) se
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Nao tratados Tratados
Pl1 P3 P4 PS5 P7 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P2 P6 P8
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162 a 168
169 a 175
176 a 182
183 a 189
190 a 196
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204 a 210
211 a 217
218 a 224
225 a 231
232 a 238
239 a 245
246 a 252
253 a 259
260 a 266
267 a 273
274 a 280
281 a 287
288 a 294
295 a 301
302 a 308 - DEX Tratamento comdexametasona

Primatas

L3i

|:lExames parasitolégicos negativos

ames parasitoldgicos positivos

- Ultimo perido com exame positivo

® Obito do animal

O Eutanasia do animal

Figura 6 - Resultados das analises de fezes de Callithrix penicillata durante a infeccdo
experimental pelo Strongyloides stercoralis. Avaliou-se, a cada semana, material fecal dos
saguis correspondente a pelo menos cinco dias distintos, sendo as analises realizadas até a
confirmacédo da cura parasitologica ou a morte do animal. L3i = larvas infectantes inoculadas;
H = humano; Cp = C. penicillata; DEX = tratamento com dexametasona.
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referem, respectivamente, aos animais P1 e P10. Para a maioria dos primatas néao
tratados pela DEX as analises de fezes com resultados negativos tornaram-se
proporcionalmente mais comuns a medida que a duracdo da infecgcdo progredia e a
definitiva negativacdo dos exames se aproximava.

Entretanto, os saguis (P2, P6 e P8) que receberam o tratamento de glicocorticoide
ndo apresentaram resultados parasitologicos negativos em nenhum momento da
paténcia da infeccdo por S. stercoralis. Laminas contendo material fecal destes
animais, a analise microscopica, mostraram campos repletos de larvas do parasito,
principalmente nas duas Ultimas semanas que antecederam o Obito de cada um deles.
Entretanto, em um animal (P8), analises fecais foram impossibilitadas nos dias que

antecederam a sua morte devido a auséncia de evacuacao.

3.2.2. Quantitativa

A analise parasitologica quantitativa das fezes durante a primoinfeccdo foi
realizada em trés saguis (P12, P13 e P15), os quais foram também utilizados como
controle no experimento de reinfeccdo. Os dados médios referentes ao nimero de LPG
para estes animais sdo apresentados na figura 7. Entre o 15° e 35° DPI foram
normalmente verificados os maiores valores, embora dentro deste periodo percebam-se
duas elevagBes mais abruptas na média do numero de LPG (a primeira logo no inicio
da paténcia e a segunda a partir dos 30 DPI). Em seguida observou-se uma reducéo
gradual da quantidade de LPG com algumas pequenas elevacdes até a completa
negativacao parasitoldgica.

Com base em una analise individual dos resultados obtidos para cada um destes
saguis (Figura 8) constatou-se que no espécime P13 houve uma elevacdo mais abrupta
e precoce nos valores do LPG, seguida de uma negativacdo relativamente rapida, aos
70 DPI. Adicionalmente, entre todos os resultados quantitativos dos trés primatas
estudados, o valor maximo do LPG observado, pela metodologia utilizada, foi de 393 e

deu-se durante a analise das fezes do sagui P13 no 18° DPI. Os calitriquineos P12 e
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Figura 7 - Namero médio de larvas por grama de fezes de trés espécimes de Callithrix penicillata (P12, P13 e P15) experimentalmente
infectados com 500 larvas filarioides de Strongyloides stercoralis. A linha pontilhada representa a média movel de 3 dias. L3i = larvas
infectantes inoculadas.

89



L3i/ g de fezes

500 -+

400 -

300 -

100 -

-100 -

OopP13

A P15

Dias apos a infecgao

150

¢ P12

180

Figura 8 - Disperséo e linha de tendéncia do nimero de larvas por grama de fezes em funcdo do tempo em trés Callithrix penicillata
(P12, P13 e P15) experimentalmente infectados com 500 larvas filariodes de Strongyloides stercoralis. L3i = larvas infectantes

inoculadas.
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P15 que apresentaram, no inicio do periodo patente, elevacdes menos acentuadas nos
valores de LPG, tornaram-se parasitologicamente negativos aos 165 e 83 DPI,
respectivamente.

Apesar de analises quantitativas das fezes ndo terem sido realizadas durante a
estrongiloidose complicada observada nos saguis P2, P6 e P8 tratados com a DEX,
resultados obtidos a partir da realizacdo de exames esporadicos indicam que os valores

de LPG chegaram a 2500 nos dias anteriores ao 6bito do animal P2,

3.3. Representatividade de formas anatomoclinicas da estrongiloidose humana no

hospedeiro experimental normal e imunossuprimido

O parasitismo nos saguis foi representativo do que é observado na infeccdo
humana pelo S. stercoralis. Com base na avaliacdo de parametros parasitologicos (vide
item 3.5) e anatomoclinicos (itens 3.4, 3.6 e 3.7) pode-se afirmar que ambas as formas
da doenca humana foram também observadas nos primatas, sendo determinadas pela

presenca ou auséncia de imunossupressao.

3.3.1. Estrongiloidose ndo complicada

Na auséncia de imunossupressdo exdgena induzida pela administracdo da DEX,
a maior parte dos exemplares de C. penicillata tolerou bem a infeccdo experimental
pelo S. stercoralis, sobretudo apds ja estabelecida a paténcia. Além de terem
possibilitado o completo desenvolvimento do parasito, 0s primatas nao
imunossuprimidos apresentaram sinais caracteristicos da estrongiloidose intestinal

com curso representativo do que € verificado em seres humanos imunocompetentes.
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3.3.2. Estrongiloidose complicada

Os animais que receberam indculos de DEX apresentaram sinais adversos
reversiveis decorrentes do tratamento com glicocorticoide como edema e alteracdes
cutaneas, sugerindo imunossupressao durante e nos dias seguintes a administracdo da
droga. Entretanto, as principais alteracfes na historia natural da infeccdo foram
observadas mais tardiamente, culminando em tipico quadro de hiperinfec¢do seguido

de disseminacdo do S. stercoralis e morte do hospedeiro.

3.4. Letalidade e necropsias

A letalidade geral observada entre 0s saguis nas primeiras semanas da
estrongiloidose experimental, antes que o tratamento de primatas com a DEX fosse
instituido, foi de 20% (3/15). No entanto, excluindo-se os animais que foram em
algum momento imunossuprimidos, o valor desta taxa tem um aumento discreto para
25% (3/12).

Ao se considerar todo o periodo de estudo, especificamente em relacdo a
estrongiloidose complicada induzida em saguis que receberam o tratamento com o
glicocorticoide (P2, P6 e P8), a letalidade da infeccdo pelo S. stercoralis nestes
animais foi de 100% (3/3) e de zero (0/3) nos respectivos controles (P1, P5 e P7)
(Figura 6).

Houve indicios de que a proporcao de 6bitos foi afetada pela quantidade de L3i
inoculadas. De fato, todos os Obitos de saguis ndo tratados com a droga deram-se
precocemente e em animais que receberam 500 L3i do parasito (aos 3, 12 e 21 DPI
para P11, P14 e P3, respectivamente). Tendo em vista apenas este periodo inicial, até a
terceira semana da infeccdo, a letalidade entre saguis infectados com 500 L3i de S.
stercoralis foi 33,3% (3/9) e 0 (0/6; aqui incluindo também os trés animais cuja
imunossupressdo foi posteriormente realizada) entre aqueles que receberam inéculos
de 100 ou 300 L3i do nematddeo.
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Ao contrario dos Obitos dos animais ndo tratados com a DEX, os primatas que
receberam o imunossupressor e desenvolveram a estrongiloidose morreram mais
tardiamente, entre quatro e 12 semanas apds o término do esquema de administracdo
do farmaco.

No presente estudo, estando o primata morto, necropsias foram sempre
realizadas. Do total de animais que em algum momento albergaram o parasito, 46,7%
(7/15) foram submetidos ao exame necroscépico, tendo a maioria destes individuos
(85,7%; 6/7) evoluido para 0 Obito sem necessidade de eutanasia. Um unico animal

(P3) foi eutanasiado para a obtencdo de parasitos e a realizacdo da histopatologia.

3.5. Fémeas e larvas de S. stercoralis obtidas de calitriquineos néo tratados ou

tratados com a dexametasona

Excetuando-se o animal morto aos 3 DPI, em todos os outros saguis
experimentalmente infectados pelo S. stercoralis fémeas parasitas foram encontradas
nos intestinos, principalmente no intestino delgado. Entretanto, nos primatas
imunossuprimidos, fémeas do nematédeo foram também recuperadas em localizacBes
ectdpicas.

A tabela 2 traz os percentuais de L3i de S. stercoralis inoculadas que foram
recuperadas como fémeas parasitas, além da localizacdo e do numero total deste
estadio evolutivo obtido de cada animal.

A recuperacdo média de fémeas de S. stercoralis nos primatas sem tratamento
foi 17,3% + 6,6 das L3i utilizadas na infeccdo. Nos calitriquineos tratados com a DEX,
este valor foi de 524,7% + 310,5 e no sagui P2 o nimero de adultos foi superior a 7
vezes 0 indculo inicial de L3i. Estatisticamente, os percentuais de recuperacdo do
parasito nos animais com a estrongiloidose ndo complicada e complicada foram
diferentes (p < 0,05).

Salienta-se ainda que os trés saguis tratados com a DEX, nos quais se verificou
a disseminacédo do parasito, morreram albergando um ndmero total de vermes adultos

semelhante (512, 657 e 747, respectivamente, em P8, P6 e P2), a despeito do nimero
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de larvas inoculadas (100 ou 300 L3i). Uma média de 638,7 + 118,6 fémeas parasitas
foram recuperadas destes primatas, enquanto que este valor foi bem menor (86,3 + 33)
entre os primatas que néo receberam o glicocorticoide.

Fémeas jovens de S. stecoralis, inclusive em momentos mais avancados da
infeccdo, foram observadas nos intestinos dos animais ndo tratados e também nos que
receberam o glicocorticoide, comprovando, para ambos 0s casos, a ocorréncia de
autoinfeccdo. A figura 9 traz os dados referentes ao numero de fémeas de S. stercoralis
recuperadas dos intestinos dos saguis durante a estrongiloidose experimental (ndo
complicada ou complicada), considerando o grau de desenvolvimento das fémeas do
parasito (jovens ou adultas) em paralelo a sua localizagdo (intestino delgado ou
intestino grosso).

Uma maior proporgdo de fémeas jovens foi observada nos animais que tinham
recebido o tratamento com DEX e fémeas ainda ndo desenvolvidas foram encontradas
também no intestino grosso destes primatas (em média cerca de 1/3 das formas
parasitas recuperadas do 6rgdo). Observou-se que o0 namero total de fémeas de S.
stercoralis no intestino grosso, apesar de em menor nimero do que aquelas do
intestino delgado em todos os saguis, foi proporcionalmente maior nos animais ndo
tratados, principalmente ao se considerar apenas 0s primatas nos quais havia ja tempo
habil para o adequado estabelecimento da infeccéo intestinal (P3 e P4).

Durante a necropsia destes dois espécimes de C. penicillata néo
imunossuprimidos, larvas filarioides de S. stercoralis em pequeno numero migrando
por tecidos de seus intestinos e mais raramente pulmdes (uma Unica larva em um
animal) foram encontradas. As larvas do nematodeo observadas nestes primatas eram
usualmente rabditoides e encontravam-se em sua maioria ja livres no limen do tubo
digestivo. De maneira oposta, em todos os animais tratados com DEX observou-se a
disseminacdo do parasito por diferentes orgdos do hospedeiro experimental. Nos
calitriquineos P2, P6 e P8, um grande numero de formas do S. stercoralis (larvas
rabditoides e filarioides, principalmente, mas também fémeas parasitas jovens e
adultas) foi recuperado dos intestinos e em localizacdes extraintestinais como
estdmago, pulméo e traqueia, figado, vesicula e vias biliares extra-hepaticas, coracéo,

rim e baco (Tabela 3). Um total de 4652 espécimes de S. stercoralis em diferentes
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Tabela 2 — Percentual de fémeas parasitas recuperadas ap6s o inoculo de larvas infectantes de Strongyloides
stercoralis em Callithrix penicillata.

Primatas Dias apds Percentuais de fémeas parasitas recuperadas
a infeccéo
Intestino delgado Intestino grosso Outros 6rgdos Total
P3 21 21,6 (108/500) 2,2 (11/500) 0 23,8 (119/500)
ENC P4 73 15,8 (79/500) 1,6 (8/500) 0 17,4 (87/500)
P14 12 10,6 (53/500) 0 (0/500) 0 10,6 (53/500)
Média + desvio padréo 16,0£5,5 13+£11 0 17,3+6,6
P2 - DEX 60 719 (719/100) 18 (18/100) 10 (10/100) 747 (747/100)
EC  P6-DEX 71 613 (613/100) 37 (37/100) 7 (7/100) 657 (657/100)
P8 - DEX 109 156 (468/300) 3 (9/300) 11,7 (35/300) 170, 1 (512/300)
Média £ desvio padréo 496 + 299,2 19,3+17,0 9624 524,7 + 310,5
Valor p <0.05 N.S. <0.005 <0.05

ENC = estrongiloidose ndo complicada; EC = estrongiloidose complicada; DEX = tratamento prévio com dexametasona.
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Tabela 3 — NUmero de larvas e fémeas de Strongyloides stercoralis recuperadas de diferentes érgdos de trés espécimes de
Callithrix penicillata que apresentaram hiperinfeccéo e disseminacao do parasito apds tratamento imunossupressor.

Primatas Estadio do Orgao analisado
parasito
Estdmago Intestino Intestino Pulmdes e Coracéo Figado, Outros* Total
delgado grosso traqueia vesicula e vias
biliares extra-
hepaéticas
P2 - DEX LlelL2 0 94 84 5 1 6 7 197
L3el4 5 415 230 7 1 18 20 696
Q jovens 2 269 4 1 0 1 2 279
Q adultas 0 450 14 2 0 1 1 468
Total 7 1228 332 15 2 26 30 1640
P6 - DEX Llel?2 2 99 63 2 0 2 12 178
L3el4 17 197 106 4 0 9 11 344
Q jovens 2 211 12 1 0 1 0 227
Q adultas 2 402 25 1 0 0 0 430
Total 23 909 206 8 0 12 21 1179
P8 - DEX LlelL2 16 217 245 14 0 9 40 541
L3el4 15 478 212 10 0 20 45 780
Q jovens 7 79 4 2 0 7 6 105
Q adultas 8 389 5 3 0 0 2 407
Total 46 1163 466 29 0 36 93 1833
Média Llel2 6,0 136,7 130,7 7,0 0,3 5,7 19,0 305,3
L3el4 12,3 363,3 182,7 7,0 0,3 15,7 25,3 606,7
Q jovens 3,7 186,3 6,7 1,3 0 3,0 2,7 203,7
Q adultas 3,3 413,7 14,7 2,0 0 0,3 1,0 435,0
Total 25,3 1100,0 334,8 17,3 0,6 24,7 48 1550,7

* Demais tecidos e 6rgdos das cavidades abdominal e pelvica; DEX = tratamento prévio com a dexametasona; L1 e L2 = larvas
rabditoides de primeiro e segundo estadios; L3 e L4 = larvas filarioides de terceiro e quarto estadios; Q = fémeas.
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Figura 10 — Percentual de larvas de Strongyloides stercoralis recuperadas de diferentes 6rgaos de trés
espécimes de Callithrix penicillata que apresentaram hiperinfec¢do e disseminacdo do parasito apos
imunossupressdo induzida pelo tratamento com a dexametasona. L1 e L2 = larvas rabditoides de
primeiro e segundo estadios; L3 e L4 = larvas filarioides de terceiro e quarto estadios.
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estadios de desenvolvimento foi recuperado dos trés saguis e 0s percentuais medios de
larvas rabditoides, larvas filarioides, fémeas jovens e fémeas adultas foram de 19,7%,
39,1%, 13,1% e 28,1%, respectivamente. Mesmo nestes casos de infeccédo
disseminada, os intestinos permaneceram apresentando a maior quantidade de larvas e
fémeas do parasito entre os Orgdos avaliados. Considerando-se exclusivamente a
distribuicdo das formas larvares pelos 6rgaos estudados chama a atengdo o percentual
pequeno de larvas que se encontravam nos pulmdes e traqueia, semelhante, inclusive,
ao observado no figado (Figura 10). Embora as carcacgas dos animais, masculos e pele
ndo tenham sido rotineiramente avaliados, chama a atencdo o achado de que em um
fragmento de pele e anexos (aproximadamente de 1 cm?) do dorso de um espécime

apresentando eczema (P8), cerca de 500 larvas do parasito foram observadas.

3.6. Dados semioldgicos

O peso medio dos primatas com a estrongiloidose intestinal ndo variou
significativamente ao longo da histéria natural da helmintose. Entretanto, nos animais
que apresentaram a doenca complicada observou-se perda de paniculo adiposo e a
média de peso reduziu-se de modo gradual e constante (Figura 11), havendo diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05).

As caracteristicas clinicas verificadas durante as inspeces dos primatas sao
apresentadas na tabela 4. Apesar de a maior parte dos primatas infectados pelo S.
stercoralis e ndo submetidos ao processo de imunossupressdo ter se mantido
aparentemente bem durante o experimento, sinais como excitabilidade, ericamento do
pelame, esforco respiratério/dispneia e hiporexia foram observados, principalmente
nos periodos iniciais da infeccdo quando ocorre a fase de migracdo pulmonar do
nematddeo e a chegada do parasito ao intestino. Posteriormente, surgiram
manifestacdes gastrointestinais como diarreia, que as vezes mostrou-se intermitente e
alternada com periodos de constipacdo, ocorrendo usualmente uma melhora clinica

gradual dos animais, embora de evolucdo temporal variada, até a cura da parasitose.
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Figura 11 — Linhas de tendéncia da evolucdo dos pesos médios de Callithrix penicillata em

relacdo ao tempo de infeccdo experimental pelo Strongyloides stercoralis. ENC =
estrongiloidose ndo complicada; EC - DEX = estrongiloidose complicada ap0s tratamento

com a dexametasona; * p < 0,05.
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Tabela 4 — Percentuais de ocorréncia de diferentes aspectos semioldgicos observados a

inspecdo de exemplares de Callithrix penicillata durante a estrongiloidose experimental néo

complicada ou complicada pds-tratamento imunossupressor com a dexametasona (DEX).

Estrongiloidose ndo

Estrongiloidose

complicada complicada
(DEX)
(n=12) (n=3)
Alopécia 18,2 (2/11) 66,7 (2/3)
Cianose 0 (0/11) 33,3 (1/3)
Constipacdo intestinal 27,3 (3/11) 33,3 (1/3)
Diarreia 36,4 (4/11) 66,7 (2/3)
Dispneia 27,3 (3/11) 100 (3/3)
Eczema 9,1(1/11) 33,3 (1/3)
Emagrecimento / Reducdo de paniculo adiposo 9,1(1/11) 100 (3/3)
Ericamento de pelame 45,4 (5/11) 100 (3/3)
Eritema e petéquias em regido perianal 18,2 (2/11) 66,7 (2/3)
Excitabilidade 36,4 (4/11) 66,7 (2/3)
Hiporexia 27,3 (3/11) 100 (3/3)
Palidez 9,1(1/11) 100 (3/3)
Prostracéo 0 (0/11) 100 (3/3)
Pdrpura 0 (0/11) 33,3 (1/3)
Obito 25 (3/12)* 100 (3/3)

* Um animal morreu na fase de migracéo larvar, ndo sendo possivel seguir sua evolugdo clinica.

101



Ja os saguis que receberam a DEX apresentaram manifestacfes clinicas mais
exuberantes e graves devido ao quadro de hiperinfeccédo e disseminagdo do parasito.
Antecedendo o Obito desses animais, além das manifestagdes intestinais, constatou-se
0 acometimento relativamente tardio do sistema respiratorio e em um sagui,

particularmente, também do sistema nervoso.

3.7. Anatomopatologia

A tabela 5 traz os achados macro e microscopicos referentes a cada um dos sete
animais necropsiados (P2, P3, P4, P6, P8, P11 e P14), os quais sdo apresentados
separadamente e de maneira sumaria, e evidenciam que a exemplo das manifestacdes
clinicas e da mortalidade, também as caracteristicas das lesGes anatomopatologicas
variaram principalmente em funcdo da sindrome clinica (estrongiloidose néo

complicada ou complicada), mas também em relacéo ao tempo de infeccéo.

3.7.1 Macroscopia

Alteracdes macroscopicas foram observadas em diferentes 6rgaos, sobretudo no
intestino delgado e pulmdes, e o tipo e a intensidade das lesdes observadas a
macroscopia variaram em funcdo do tempo de infeccdo e da apresentacdo clinica do
parasitismo por S. stercoralis, que foi, em boa parte, determinado pela realizacdo de
tratamento imunossupressor prévio com a DEX. Dentre os trés primatas que receberam
a droga e evoluiram para a forma disseminada da doenca, alteragdes no intestino
grosso foram também frequentes e outros 6rgaos como a pele e o encéfalo mostraram-
se afetados, ao contrario do verificado em animais com a estrongiloidose néo

complicada.
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Tabela 5 — Principais achados anatomopatologicos em espécimes de Callithrix penicillata (n = 7) experimentalmente infectados com Strongyloides

stercoralis. Para facilitar o estabelecimento da correlacdo anatomoclinica dados sobre o periodo de duracdo e a forma clinica da parasitose referentes a cada

primata s&o sumariamente apresentados.

Dias p0s- Animal Forma e aspectos Anatomopatologia
infeccdo clinicos Macroscopia Microscopia

3 P11 Estrongiloidose inicial Pulmdes densos com Pulmao: Presenca de estruturas basofilicas amorfas e irregulares na luz de alguns alvéolos.
(fase de migrag&o larvar). hemorragia macica (hepati- Hiperemia e edema pronunciados. Areas de hemorragia alveolar. Trombos vermelhos, recentes,
Obito precoce e de forma zacdo vermelha vista através compostos por fibrina, hemacias e poucos leucécitos, ocluindo parcial ou totalmente a luz de
stbita, ndo sendo possivel da pleura). Traqueia com ramos arteriais e venosos. Pneumonite intersticial difusa com infiltrado inflamat6rio composto
identificar as alteragdes muco hemorrgico. Discreta predominantemente por células mononucleares e consequente espessamento dos septos
clinicas. esplenomegalia e tubo interalveolares. Enfisema vicariante.

digestivo sem alteragdes. Bago: Hipertrofia e hiperplasia dos foliculos linfaticos, hiperemia moderada.

12 P14 Estrongiloidose ndo Escassas lesdes hemorragicas Pulmao: Hiperemia e edema discretos.
complicada. de pequeno tamanho Intestinos: Elementos parasitarios, principalmente fémeas, em pequeno nimero na mucosa do
Exames parasitoldgicos de pontualmente distribuidas. intestino delgado. Infiltrado de células mononucleares, difuso, de moderado a acentuado na
fezes negativos (morte Enterite catarral (pregueado lamina prépria e ocasionalmente na submucosa do érgdo, histologicamente inespecifico.
durante o periodo pré- normal ou  parcialmente Alteracdes na arquitetura das vilosidades, sobretudo atrofia, com alguns enterdcitos de formas
patente). Diarreia grave desfeito) com intensa alteradas (p. ex., células clibicas) e com atipias nucleares, além da presenca de linfdcitos
com desidratagéo e producdo de muco, hiperemia intrepiteliais. Hiperplasia das criptas intestinais com aumento do ndmero de células
evolucdo para o 6bito. e raros pontos hemorragicos. caliciformes. Erosdes na mucosa associadas a pequenas areas de necrose. Hiperemia dos vasos

mesentéricos. Pancreas junto a serosa e intestino grosso sem alteracdes dignas de nota.
Baco: Hipertrofia e hiperplasia de foliculos linfaticos.
21 P4 Estrongiloidose ndo Pulmdes mostrando focos Pulm&o: Pneumonite intersticial difusa com espessamento dos septos interalveolares devido a

complicada.
Dispneia e reducdo no
paniculo adiposo, evo-

luindo para o 6bito.

hemorragicos difusamente
distribuidos. Enterite edema-
tosa (pregueado do ¢érgdo
tumefeito  e/ou  apagado,
espessamento  da  parede
intestinal, congestao e
petéquias na mucosa).Figado
em aspecto de “noz moscada”.
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edema e infiltrado inflamatério composto por células mononucleares. Hiperemia substancial
dos vasos e capilares sanguineos. Areas de hemorragia alveolar intensa e outras com exsudato
contendo neutréfilos, edema de intensidade moderada a grave na luz de alvéolos e bronquiolos
(broncopneumonite multifocal). Colonizacdo de bactérias, de tipo cocos, coradas em azul pela
hematoxilina. Enfisema vicariante e &rea de infarto vermelho.

Figado: Degeneragdo e necrose de hepatdcitos nas zonas 3 e 2, podendo atingir todo o 16bulo
hepéatico (necrose coagulativa zonal em “figado cardiaco”). Alguns poucos trombos intra-
hepaticos compostos por fibrina, hemacias e raros leucocitos, ocluindo parcialmente a luz de
ramos da veia porta. Trombos em sinusoides.

Intestinos: SeccBes de parasitos adultos e larvas na mucosa do intestino delgado onde se
observou atrofia de vilosidades e dilatagdo das criptas duodenais com hiperplasia de células

Continua...



Tabela 5 — Continuagéo.

Dias pos- Animal Forma e aspectos Anatomopatologia
infecgéo clinicos Macroscopia Microscopia
caliciformes, além de edema na submucosa, hiperemia e escassos eosindfilos. Infiltrado
inflamatério de mononucleares moderado e discreto, respectivamente, na lamina préopria das
mucosas dos intestinos delgado e grosso.
Bago: Hipertrofia e hiperplasia de foliculos linfaticos.
73 P3 Estrongiloidose ndo Hemorragia pulmonar Pulmio: Areas de pneumonite inersticial com espessamento dos septos interalveolares e
complicada. multifocal. Enterite catarral infiltrado inflamatério composto por células mononucleares. Alguns focos de edema e
Diarreia intermitente com sem alteracfes macroscopicas hemorragia alveolares.
alteracBes na consisténcia perceptiveis na mucosa e Intestinos: Secgdes de elementos parasitarios na mucosa que se mostrou em algumas partes
das fezes. O animal foi colite edematosa. completamente preservada. Linfécitos intraepiteliais frequentes. Infiltrado na lamina propria
eutanasiado. constituido principalmente de células mononucleares, rico em plasmécitos e com poucos
eosindfilos, usualmente leve, mas moderado em areas do jejuno. Submucosa usualmente sem
células inflamatorias, embora espessada por proliferacdo conjuntiva. Edema na submucosa e
subserosa do intestino grosso.
60 P2 - DEX Estrongiloidose Pulmdes apresentando  Pulmdes: Graves alteracdes assim discriminadas: 1) Presenca de numerosos émbolos compostos

complicada.
(pbs-tratamento com a
dexametasona).

Diarreia e constipagdo
intestinais  intermitentes,
emagrecimento,
ericamento de pelame,
palidez e cianose
associados a insuficiéncia
respiratoria e alteracles
neurolégicas (opist6tono).
Evolugéo para o 6bito.

hemorragia grave (hepatizacao
vermelha); liquido espumoso
hemorragico em traqueia e
vias aéreas superiores. Enterite
edematosa. Colite edematosa.
Edema cerebral.
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predominantemente por fibrina e hemacias e, em menor proporgéo, leucécitos, ocluindo total ou
parcialmente a luz de ramos arteriais; 2) areas de infarto vermelho nas zonas de parénquima
correspondentes aos vasos ocluidos; 3) colonizagdo de bactérias, de tipo cocos, coradas em azul
pela hematoxilina, formando agrupamentos as vezes extensos e confluentes; hiperemia dos
vasos e capilares e edema pronunciado e difuso com redugdo notavel da érea respiratdria (luz
alveolar); 5) presenca de grande numero de leucécitos, principalmente de granulécitos
neutrofilos na luz de brénquios e nos alvéolos (broncopneumonite em pequenos focos
confluentes).

Figado: Degeneracéo e necrose de hepatécitos principalmente na zona 3, mas também na zona
2 de l8bulos hepaticos. Microtrombos em sinusoides.

Rins: Hiperemia, trombos em veias e alguns glomérulos com microtrombos.

Intestinos: Seccdes de elementos parasitarios (ovos inclusive) na mucosa do delgado, havendo
atrofia de vilosidades e dilatagdo das criptas, além de espessamento da camada submucosa por
edema e proliferacdo conjuntiva (fibrose). Infiltrado de células mononucleares, sendo comum a
observagdo de plasmocitos, de leve a moderado na lamina propria € na submucosa,
histologicamente inespecifico. Eosinofilos em pequeno nimero. Zonas com destacamento total
das vilosidades, erosBes efou restos celulares, por vezes, permeados por infiltrado de
polimorfonucleares neutréfilos, permanecendo a submucosa integra. Colite relacionada a
espessamento da mucosa e submucosa com infiltrado mononuclear discreto na lamina propria.
Larvas ocasionalmente na submucosa, muscular ou serosa do intestino grosso com graus

Continua...



Tabela 5 — Continuacao.

Dias p0s- Animal Forma e aspectos Anatomopatologia
infeccdo clinicos Macroscopia Microscopia
variados de reacdo celular ao redor, usualmente inespecifica, mas a formacdo de
granulomas com a participacdo de células mononucleares, as vezes de células gigantes do tipo
corpo-estranho também ocorreu.
Cérebro: Neurdnios isquémicos, vacuolizagdes pericelulares; discreta inflamacdo meningea.
71 P6 - DEX  Estrongiloidose Pontos hemorrdgicos focais Pulm&o: Pneumonite intersticial multifocal com infiltrado de mononucleares, edema e
complicada. nos pulmdes. Enterite hiperemia de leves a moderadas. Enfisema vicariante.
(pbs-tratamento com a ulcerativa, erosdes e algumas Intestinos: Erosfes e Ulceras na mucosa do intestino delgado associadas a areas de necrose de
dexametasona). Ulceras multifocais, por vezes enterdcitos, destruicdo de vilosidades, hiperemia e hemorragia devido a danos vasculares.
Alopécia (principalmente coalescentes, intensa  Hiperplasia de criptas e elementos parasitarios ndo restritos & mucosa, estando associados a
na cauda), ericamento do hiperemia e areas de intenso infiltrado inflamatorio inespecifico preponderantemente mononuclear e rico em
pelame, dispneia e diarreia hemorragia. Colite edematosa plasmdcitos que em pontos variados ultrapassou a muscular da mucosa atingindo a
com desidratacdo, palidez, com deposicéo luminal submucosa e mais raramente a muscular e serosa. Houve ainda edema e proliferacéo
hiporexia e perda de peso mucoide sanguinolenta. conjuntiva fibrosa na submucosa do 6rgdo. No intestino grosso, verificou-se areas com
seguidos do 6bhito. hiperplasia de criptas e mais raramente destruicdo da mucosa. Infiltrado mononuclear
moderado a intenso na lamina propria e espessamento da submucosa (edema). Zona de
necrose com tecido conjuntivo de granulacdo. Secgdes de larvas em migracdo tecidual com
graus variados de reacgdo celular, usualmente inespecifica, em seu entorno.
109 P8 - DEX  Estrongiloidose Hemorragia pulmonar Pulmao: Edema e hemorragia intra-alveolares pronunciados, além de pequenas areas de
complicada. multifocal com lesBes as vezes intenso infiltrado mononuclear com raros eosinéfilos. Presenca de alguns émbolos compostos
(pbs-tratamento com a coalescentes, além de principalmente por fibrina e hemécias, contendo poucos leucécitos e ocluindo total ou
dexametasona). hepatizagdo em bases. Enterite  parcialmente a luz de ramos venosos e arteriais. Deposi¢do de hemossiderina e area extensa
Diarreia catarral inter- ulcerativa com pontos de necrose coagulativa de septos alveolares (infarto vermelho). Enfisema vicariante.
mitente com alteracBes na hemorragicos e pequenas Figado: Degeneracdo e necrose de hepatdcitos na zona 3 de alguns l6bulos.

consisténcia das fezes,
além de alopécia e areas de
eczema. Verificou-se uma
piora do estado geral com
ericamento do pelame,
anorexia, constipagéo
intestinal duradoura (ileo
paralitico) e desconforto
respiratdrio, antes do obito.

Ulceras de distribuicdo focal.
Colite edematosa com notavel
hiperemia. Tubo digestivo
sem sinais de obstrucdo por
lesbes vegetantes ou fibrose,
mas dilatado.

Rins: Hiperemia e microtrombos em glomérulos.

Intestinos: Formas adultas e larvares visualizadas em grande nimero, sobretudo na mucosa e
submucosa, muitas vezes em meio a infiltrado inflamatorio, difuso e acentuado, constituido
predominantemente de células mononucleares, rico em plasmdcitos e contendo alguns
esosindfilos e neutrdfilos, histologicamente inespecifico e atingindo todas as camadas dos
intestinos delgado e grosso, embora com maior intensidade no primeiro. Completa destruicéo
do epitélio da mucosa em diferentes pontos do intestino delgado, havendo ““debris” no ltmen
do 6rgdo. No intestino grosso, hiperplasia das criptas intestinais com aumento do nimero de
células caliciformes, zona de necrose com tecido de granulacdo, fibrose na submucosa e
reacGes celulares ausentes ou pouco pronunciadas (normalmente na muscular) ou presentes
(na serosa) as larvas do parasito, podendo ser inespecificas ou com granulomas mal definidos.
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Considerando-se os primatas com a estrongiloidose ndo complicada identificou-se a
macroscopia dos intestinos delgados de um animal enterite catarral sem alteracdes
macroscopicas perceptiveis na mucosa, mas houve também casos mais graves com grande
producdo de muco viscoso e de cor branco-amarelado, normalmente aderido a superficie do
6rgdo, além de pontos hemorragicos na mucosa, hiperemia e edema significativo,
caracterizando enterite edematosa. Quanto ao acometimento do intestino grosso,
macroscopicamente, entre esses primatas, apenas o animal P3 apresentou quadro de colite
edematosa, confirmando que as alteragcdes no intestino delgado foram mais significativas do
que o usualmente observado no restante do intestino. No geral, embora com menor gravidade,
em relacdo as lesdes pulmonares observadas nos saguis que apresentaram a estrongiloidose
disseminada, aqueles com a infeccdo ndo complicada apresentaram areas indicativas de
hemorragia de diferentes extensdes. E ainda digno de nota o encontro de “figado cardiaco” ou
“em noz moscada” no exame necroscopico do animal P4.

J& nos saguis com a estrongiloidose complicada (P2, P6 e P8), a enterite variou de
endematosa a ulcerativa, havendo areas de erosdes e Ulceras de distribuicdo multifocal,
hiperemia intensa € mesmo hemorragia. Foi observada em todos esses animais colite
edematosa com tumefacdo e o consequente espessamento da parede do 6rgdo, além de
hiperemia, sendo que deposicdo luminal mucoide sanguinolenta ocorreu no intestino grosso
do espécime P6. Em regra, alteracdes pulmonares intensas com caracteristicas hemorragicas
foram identificadas, tendo sido observadas lesdes sugestivas de hemorragia pulmonar
multifocal, além de consolidacdes em bases. No sagui P2 verificou-se a presenca de
hepatizacdo vermelha em ambos os pulmdes com a presenca de liquido espumoso
hemorragico em traqueia e vias aéreas superiores, além de encéfalo tumefeito com
convexidade dos hemisférios cerebrais aplanadas sugerindo um provavel edema cerebral. Em
outro animal (P8), constatou-se ainda a ocorréncia de areas de eczema nas quais lesdes
cuténeas eritemato-edematosas, as vezes de aspecto serpiginoso, podiam ser vistas.

N&o podendo a sindrome clinica da estrongiloidose ser classificada como intestinal ou
complicada no Unico animal (P11) que morreu antes da chegada do S. stercoralis ao tubo
digestivo do hospedeiro, aos 3 DPI, convencionou-se considerar o caso como estrongiloidose
inicial (fase de migracdo larvar). Conforme esperado, 0 sagui ndo apresentou a necropsia
qualquer alteracdo intestinal. Entretanto, além de uma discreta esplenomegalia, constatou-se
que os pulmdes encontravam-se densos e com aspecto hemorragico macico conforme visto

através da pleura (hepatizacdo vermelha), havendo muco hemorrégico na traqueia.
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3.7.2. Microscopia

A histopatologia os achados macroscopicos foram confirmados e
complementados e espécimes de S. stercoralis foram visualizados na mucosa intestinal

dos primatas (Figura 12).

3.7.2.1. Caracteristicas gerais das lesdes causadas pelo S. stercoralis

As caracteristicas e a intensidade das lesbes microscéopicas, bem como 0s
6rgdos acometidos, também variaram em funcdo do momento de infeccdo e da
presenca ou ndo de tratamento imunossupressor prévio dos primatas com a DEX.

Verificou-se que alteraces pulmonares graves ocorreram ja aos 3 DPI (animal
P11), durante o periodo de migracdo priméaria das larvas de S. stercoralis por tecidos
do hospedeiro (Figura 13). Tais lesbes se caracterizaram por hiperemia e edema
significativos do o6rgdo, aléem de pneumonite intersticial com predominio de células
mononucleares e areas de hemorragia alveolar, ocorréncia de trombos em ramos
arteriais e venosos, reducao da area alveolar funcional devido a enfisema vicariante e
presenca de estruturas amorfas e irregulares na luz de alvéolos. No bago foram
observadas hiperemia moderada, hipertrofia e hiperplasia de foliculos linfaticos.

O estudo microscopico de 6rgdos dos outros seis calitriquineos, nos quais
especimes de S. stercoralis atingiram a maturidade, sobretudo de pulmdes, intestinos
delgado e grosso, permitiu caracterizar em detalhes a patologia referente as duas

formas anatomoclinicas da doenca cujos achados podem ser assim sumarizados:

Estrongiloidose ndo complicada

Os achados usuais no intestino delgado dos animais P3, P4 e P14 foram a

presenca de infiltrado inflamatorio constituido por células mononucleares
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Figura 13 — Lesbes em seccdo histoldgica de pulmado de Callithrix
penicillata durante a fase de migragédo larvar do Strongyloides
stercoralis. A. Sagui controle ndo infectado. B. Sagui P11, aos trés
dias pos-infeccdo. Notar reducdo da area alveolar funcional, areas de
hiperemia, infiltrado inflamatorio e edema (setas) e trombo (T) em
vaso sanguineo calibroso. HE. Barras = 200 pm.
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(macrofagos, linfocitos e plasmdcitos), raros eosinéfilos, restrito a lamina propria
(Figuras 14a-c). Entretanto, aos 12 (P14) e 21 (P4) DPI, verificou-se em areas restritas
do intestino delgado, que o infiltrado inflamatério atingia a submucosa, havendo
edema e hiperemia. Dilatacdo e hiperplasia de criptas intestinais com aumento no
namero de celulas caliciformes, além de alteracbes na estrutura das vilosidades,
principalmente atrofia, foram observadas (Figura 15).

Posteriormente, aos 73 DPI (P3; animal eutanasiado), ndo se visualizou atrofia
de vilosidades na maioria das sec¢Oes histoldgicas avaliadas e a hipertrofia de criptas
foi pouco significativa. A hipertrofia e hiperplasia dos foliculos linfaticos esplénicos,
evidentes nos periodos mais precoces (aos 3, 12 e 21 DPI) do processo de parasitismo
ndo foram observadas. Verificou-se ainda no sagui P3 areas de proliferacdo do tecido
conjuntivo fibroso na submucosa, embora inflamacdo ativa além da muscular da
mucosa ndo tenha sido usualmente identificada (Figuras 16a-c, 17).

A presenca de fémeas adultas de S. stercoralis ndo teve relacdo evidente com a
ocorréncia e nem com a intensidade de exsudato inflamatério. De fato, sec¢des do
parasito adulto foram observadas em &reas sem qualquer reacdo inflamatoria, mas
também em locais lesados.

As alteracBes em outros 6rgdos foram variadas e se relacionaram a causa
mortis. Nos pulmdes dos saguis P3, P4 e P14 observou-se de hiperemia e edema
discretos a broncopneumonite com infiltrado contendo polimorfonucleares neutrofilos
(Figura 18), enfisema vicariante, hemorragias e a presenca de trombos e infarto. O
figado mostrou-se normal nos animais P3 e P14, mas no calitriquineo P4 houve
degeneracdo e necrose de hepatdcitos, trombos intra-hepaticos e microtrombos em

sinusoides (Figura 19).

Estrongiloidose complicada (hiperinfeccéo/disseminacéo do parasito)

Graves lesbes foram observadas principalmente a histopatologia dos intestinos,

pulmdes e figados dos saguis que morreram em decorréncia da estrongiloidose
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Figura 14 — AlteracBes da mucosa observadas em sec¢des histoldgicas de intestino delgado
de exemplares de Callithrix penicillata apresentando as formas ndo complicada (Saguis P3
e P14) e complicada (Sagui P8) da infeccdo pelo Strongyloides stercoralis. A. Sagui
controle ndo infectado. B. Sagui P14, aos 12 dias pos-infeccdo (DPI). Notar infiltrado
inflamatorio na lamina prépria de células monucleares (setas). C. Sagui P3, aos 73 DPI.
Infiltrado inflamatdério ausente ou discreto. D. Sagui P8, aos 109 DPI. Infiltrado
inflamatdrio intenso e destruicdo da mucosa (seta). Mm = muscular da mucosa. HE. Barras
=50 pm.
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Figura 15 — Atrofia de vilosidades e hiperplasia de criptas em
seccOes histologicas de intestino delgado de Callithrix penicillata
experimentalmente infectado pelo Strongyloides stercoralis (P14, 12
dias pos-infecgdo). A. As setas mostram regides de atrofia de
vilosidades. B. Notar hiperplasia de criptas (setas) e infiltrado
inflamatorio entre as glandulas intestinais. HE. Barras: A = 500 um
e B =200 pm.

112




T e, o
Py . LA St s N
.v“‘. R
F 2 T % ” . g\i" ~

D 2"" Wy ‘w«’ o

Figura 16 — Alteracbes nas camadas submucosa e muscular observadas em seccdes
histologicas de intestino delgado de exemplares de Callithrix penicillata apresentando as
formas ndo complicada (Saguis P3 e P4) e complicada (Sagui P8) da infeccdo pelo
Strongyloides stercoralis. A. Sagui controle ndo infectado. B. Sagui P4, aos 12 dias pos-
infeccdo (DPI). Auséncia de alteragdes significativas. C. Sagui P3, aos 73 DPI. Notar
proliferacdo conjuntiva (setas) na submucosa. D. Sagui P8, aos 109 DPI. Infiltrado
inflamatorio intenso de células mononucleares na submucosa (seta) e adelgamento da camada
muscular. SM = submucosa, M = muscular, S = Serosa. Coradas por HE. Barras = 50 pum.
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Figura 17 — Seccdes histoldgicas de intestino delgado de Callithrix penicillata mostrando as
variagdes das lesdes observadas na submucosa em funcdo do tempo de infeccdo pelo
Strongyloides stercoralis. A e B. Saguis com alteracGes ndo reparativas. Observar infiltrado
inflamat6rio e edema na submucosa, respectivamente, aos 12 (P14) e 21 (P4) dias pos-
infeccdo (DPI) (setas). Em B verifica-se ainda dilatacdo de vasos linfaticos. C e D. Sagui
P2, aos 60 DPI*. Proliferacdo conjuntiva fibrosa (setas) na submucosa. M = mucosa, SM =
submucosa, Mm = muscular da mucosa. HE. Barras: A e D =50 um; B e C =200 pm.
*Apesar do primata ter morrido em fungéo da forma complicada da infecgéo, no intestino
delgado deste animal, havia areas de reparacao tecidual prévia.
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Figura 18 — Broncopneumonite observada a histopatologia de pulméo de
Callithrix penicillata experimentalmente infectado pelo Strongyloides
stercoralis. A. Sagui controle ndo infectado. B e C. Sagui P4, aos 21 dias
pos-infeccdo. Observar em B exsudato inflamatorio intra-alveolar
(setas), espessamento de septos interalveolares por infiltrado
inflamatorio, edema e hiperemia. Em C infiltrado inflamatério com
células mononucleares e polimorfonucleares (setas), além de depdsitos
de hemossiderina. HE. Barras: A e B =50 um, C = 30 pm.
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Figura 19 — “Figado cardiaco” observado em seccOes histoldgicas
hepéticas de Callithrix penicillata experimentalmente infectado pelo
Strongyloides stercoralis. A. Sagui controle ndo infectado. B e C.
Sagui P4, aos 21 dias pos-infeccdo. As setas em A e B indicam veias
centro-lobulares. Notar que em B ha degeneracdo nas zonas 3 e 2 do
I6bulo hepéatico. Em C, além da degeneragdo e necrose da alguns
hepatocitos, observa-se microtrombos em sinusoides (setas). HE.
Barras: A e B =500 um. C =30 um.
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complicada (P2, P6 e P8). Embora diferencas tenham sido observadas entre estes trés
casos, aspectos comuns as lesdes causadas pelo S. stercoralis foram estabelecidos.

De maneira geral, nos intestinos, a reacdo do hospedeiro e a gravidade dos
danos relacionados a adultos e/ou larvas de S. stercoralis ndo foram uniformes,
inclusive considerando-se um mesmo animal.

Seccoes de parasitos adultos, larvas e ovos foram bastante comuns no intestino
delgado, sendo visualizados com maior frequéncia do que nos cortes histologicos dos
primatas com estrongiloidose ndo complicada. Houve algumas areas de hiperplasia de
criptas e atrofia de vilosidades. Infiltrados de células mononucleares de moderados a
intensos, histologicamente inespecificos, foram observados na lamina prépria do
6rgdo, na maioria das vezes, atingindo a submucosa e, ndo raramente, as camadas mais
internas do 6rgdo (Figuras 14, 16, 20). Plasmocitos foram comuns nos infiltrados
inflamat6rios e os eosinéfilos escassos ou ausentes. A submucosa mostrou-se
hiperemiada e edemaciada. lIdentificou-se comumente a presenca de areas de completa
destruicdo de vilosidades, a ocorréncia de erosbes e ulceracdes, além de restos
celulares na luz intestinal, os quais se associaram a intenso infiltrado inflamatorio
mononuclear, por vezes permeado por polimorfonucleares neutrofilos, sendo
elementos parasitarios em meio a areas de exsudato frequentes (Figura 20). Apenas no
sagui P2, fibrose discreta na submucosa foi observada.

Microscopicamente confirmou-se a ocorréncia de colite edematosa nos animais
com a estrongiloidose complicada. Dependendo da area do ¢rgdo analisada, o
infiltrado inflamatorio, também preponderantemente de células mononucleares, variou
de leve a intenso. A mucosa e submucosa foram, em linhas gerais, mais afetadas, e
esta Ultima encontrou-se espessada devido a infiltrado inflamatorio e edema,
principalmente. Hiperplasia de glandulas intestinais e fibrose da submucosa foram
também observadas. No animal P6, identificou-se areas hemorragicas e zona de
necrose na submucosa associada a tecido de granulacdo (Figura 21). Em todos o0s
saguis com a forma complicada da estrongiloidose, larvas em migracéo tecidual foram

visualizadas nas camadas submucosa, muscular e serosa com graus variados de reacéo
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Figura 20 — Alteracbes observadas em seccOes histoldgicas de intestino delgado de
Callithrix penicillata apresentando a infeccdo disseminada pelo Strongyloides stercoralis
(Sagui P8, aos 109 dias pos-infeccdo). A. Areas de destruicdo de vilosidades (setas),
erosdes e ulceracOes, além de restos celulares e intenso infiltrado inflamatorio. B e C.
Notar grave acometimento da submucosa, com infiltrado intenso consituido de células
mononucleares, atingindo a muscular e a subserosa. As setas indicam area de destruigéo da
camada muscular intestinal. D. Elemento parasitario (ponta de seta) e infiltrado
inflamatério mononuclear nas suas adjacéncia, rico em plasmocitos (setas). SM =
submucosa, SS = subserosa. HE. Barras: A = 500 um, B = 200 um, C =50 ume D = 30

118



penicillata apresentando necrose em regido de submucosa durante a
infeccdo disseminada pelo Strongyloides stercoralis (Sagui P6, aos
71 dias pés-infeccdo). A. Além da area de necrose (seta), observar
destruicdo das vilosidades e a presenca de restos celulares. B.
Necrose (seta) e tecido conjuntivo de granulacdo ao redor; ha ainda
hiperemia e pontos de hemorragia (pontas de seta). HE. Barras: A =
500 pm, B =200 pm.
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celular ao redor, sendo que larvas intactas usualmente ndo apresentavam infiltrado
inflamatério em suas adjacéncias. Na subserosa do 6rgdo, também edemaciada em
diferentes regides, as reacGes as larvas mostraram-se mais intensas (Figura 22a).
Embora, na maioria das vezes, o infiltrado de células tenha se mostrado
histologicamente inespecifico, a ocorréncia de granulomas foi também observada. Ao
redor de vestigios de larvas, macrofagos, linfocitos, plasmdcitos e eosinofilos, mais
raramente célula gigante do tipo corpo estranho, foram visualizados (Figura 22a-c).
Nos pulmdes dos saguis com a estrongiloidose grave houve éareas de
broncopneumonite, enfisema, hiperemia e principalmente edema e hemorragia
alveolares (Figuras 23, 24). No animal P2 intenso infiltrado inflamatorio neutrofilico
relacionado a provavel infeccdo bacteriana (presenca de cocos) foi observado. No
entanto, secgdes de larvas de S. stercoralis foram ausentes. Nos animais P2 e P8,
trombos e/ou émbolos associados a zonas de infarto vermelho foram identificadas
(Figura 25). Observou-se a ocorréncia de degeneracdo e necrose de hepatdcitos,
principalmente na zona 3 (central) de I16bulos hepéticos (semelhantes ao verificado no
animal P4; vide Figura 19), além de danos renais caracterizados por hiperemia,
trombos venosos e microtrombos hialinos glomerulares (Figura 26). Especificamente
em relacdo ao sagui P2, foram também visualizados trombos em sinusoides hepaticos,
bem como neurdnios isquémicos (nucleos densos e citoplasma eosinofilico) e
vacuolizacdes pericelulares (edema) no cérebro, além de discreta inflamacdo

meningea.

3.7.2.2. Apoptose in situ

Nos infiltrados inflamatorios pulmonares e intestinais dos saguis infectados
com o S. stercoralis, principalmente nos casos de disseminacdo do parasito, células
com morfologia sugestiva de apoptose foram observadas, sendo a ocorréncia deste

fendmeno confirmada pelo método TUNEL.
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Figura 22 — Seccdes histoldgicas de intestino grosso de Callithrix penicillata exibindo
alteracdes relacionadas ao processo de autoinfeccdo enddgena durante a forma disseminada
da infeccdo pelo Strongyloides stercoralis. A e B. Sagui P2, aos 60 dias pds-infeccéo (DPI).
A subserosa do 6rgao mostra-se edemaciada; héa infiltrado inflamatério, dilatacdo de vasos
linfaticos e a presenca de reacdes granulomatosas (setas) ao redor de larva (L) do parasito.
C e D. Sagui P8, aos 109 DPI. Em C granulomas mal definidos ao redor de larvas do
parasito e em D a presenca de eosindfilos (setas) no infiltrado inflamatdrio, apesar do
predominio de células mononucleares. SM = submucosa, M = muscular, SS = subserosa.
HE. Barras: A =200 pm, Be D =30 pm, C =50 pm.
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Figura 23 — Seccdo histoldgica mostrando o aspecto geral de pulméo
de Callithrix penicillata apresentando a infec¢do disseminada pelo
Strongyloides stercoralis (Sagui P8, aos 109 dias p6s-infeccao). Notar
areas de infiltrado inflamatorio (setas) e outras de hiperemia,
hemorragia e edema alveolares (pontas de seta). Ha ainda intenso
exsudato inflamatoério em broénquio (arterisco). HE. Barra = 500 pum.
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Figura 24 — AlteracOes intersticiais e alveolares em sec¢Ges histoldgicas
de pulmdo de Callithrix penicillata apresentando a infecgéo
disseminada pelo Strongyloides stercoralis. A. Sagui P2, aos 60 dias
pos-infeccdo (DPI). Notar exsudato e hemorragia (seta) intralveolares
B. Sagui P8, aos 109 DPI. H& areas de infiltrado inflamatério
intersticial (broncopneumonite) e edema alveolar (pontas de seta). HE.

Barras = 50 pm.
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Figura 25 — Seccdes histologicas de pulmdo mostrando eventos trombo-hemorragicos em
Callithrix penicillata durante a infeccdo disseminada pelo Strongyloides stercoralis (Sagui
P8, aos 109 DPI). A e B. Presenca de trombos (setas) em artéria e veia, respectivamente.
C. Infarto pulmonar vermelho. Notar o desaparecimento do nucleo das células
constituintes das paredes alveolares (setas). D. Detalhe de area de infarto, rica em
hemécias e contendo macrdéfagos com depdsito de hemossiderina (pontas de seta). HE.
Barras: A =200 pm, Be C =50 pme D =15 um.
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Figura 26 — Microtrombos observados em sec¢do histoldgica de
glomérulo renal de Callithrix penicillata experimentalmente infectado
pelo Strongyloides stercoralis. A. Sagui controle ndo infectado. B.
Sagui P8, aos 109 dias pds-infeccdo, estrongiloidose complicada.
Notar a presenca de trombos hialinos (setas) na microcirculacéo
glomerular. HE. Barras =30 pum.
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Nos tecidos dos primatas controles, as células em apoptose foram raras.
Entretanto, no pulmdo de animais infectados, ja aos 3 DPI (P11), a morte celular
programada foi um achado frequente no infiltrado inflamatdrio intersticial (Figura 27).
No intestino delgado, a apoptose foi observada em células epiteliais e da lamina
prépria da mucosa, mas principalmente em células inflamatdrias. Eventos apoptéticos
ocorreram ainda em linfdcitos intraepiteliais e na submucosa e, nos casos graves,

também em leucdcitos localizados dentro de vasos sanguineos (Figura 28).

3.8. Tentativas de reinfeccéo

Nos ensaios sobre reinfeccdo, nos quais saguis com historia pregressa de cura
espontanea da estrongiloidose experimental receberam novos inéculos de L3i de S.
stercoralis, ndo foram identificadas larvas do parasito nas fezes de 83,3% (5/6) destes
animais.

A Unica excec¢do foi o animal P10, que ap6s o novo in6culo de 500 L3i do
nematddeo, realizado 15 meses apds a cura parasitologica da primeira infeccao,
apresentou uma nova paténcia, embora de curta duracdo e de baixissima carga
parasitaria. Apenas trés resultados parasitologicos positivos, pelo método de
Baermann-Moraes, foram obtidos entre a terceira e quarta semanas apés a reinfeccéo
deste sagui. Quatro larvas de S. stercoralis na totalidade das fezes de um s6 dia foi o
maior numero recuperado (menos de uma larva do nematddeo por grama fecal).

O tempo entre a cura da primoinfeccdo e a reinoculacdo das L3i ndo parece ter
interferido na imunidade adquirida pelos calitriquineos a uma nova infec¢éo.
Considerando-se 0s saguis que se mostraram completamente refratarios a reinfeccao,
foi observado que a resisténcia adquirida se estendeu de 5 a 17 meses. Nao houve
também qualquer influéncia do tamanho dos inéculos utilizados nas tentativas de
reinfeccdo. De fato, tanto animais reinfectados com menor (100 L3i em P15) ou maior

(1000 L3i em P12 e P13) numero de larvas do parasito, assim como os outros dois
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Figura 27 — Seccdo pulmonar mostrando apoptose in situ de células
inflamatorias do intersticio durante a migracdo larvar do Strongyloides
stercoralis em Callithrix penicillata (Sagui P11, 3 dias p6s-infec¢do).
As setas indicam, em A e B, células marcadas e com morfologia
sugestiva de apoptose. TUNEL e verde luz. Barras: A =50 ume B =15

pm.
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Figura 28 — Secgdes histologicas de intestino delgado de exemplares de Callithrix
penicillata durante a infecgdo por Strongyloides stercoralis evidenciando a ocorréncia de
apoptose in situ. A. Sagui P14, aos 12 dias pos-infeccdo (DPI). Observar apoptose
frequente de células da lamina prépria (setas). B. Sagui P3, aos 73 DPI. As setas indicam
apoptose de linfocitos intraepiteliais. C e D. Sagui P2, aos 60 DPI. Notar em C apoptose de
células da submucosa e em D de leucdcitos circulantes em vasos sanguineos. TUNEL e
verde luz. Barras: Ae D =30 um, B =15 pume C =50 pm.
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calitriquineos (P7 e P9) que receberam 500 L3i, foram imunes a uma segunda infeccdo
pelo S. stercoralis.

Além disso, as altera¢@es clinicas nos primatas durante os estudos de reinfeccdo
foram minimas e inespecificas (17% (1/6) de excitabilidade e 33% (2/6) de ericamento

do pelame).

3.9. Analise morfomeétrica dos vermes adultos

Com a finalidade de se caracterizar morfologicamente a linhagem de S.
stercoralis utilizada no presente estudo, procedeu-se a analise de fémeas adultas do
parasito obtidas de exemplares de C. penicillata experimentalmente infectados. No
total 100 nematddeos foram submetidos ao estudo morfométrico, sendo a metade do
namero de parasitos estudados proveniente de primatas apresentado a estrongiloidose
ndo complicada e a outra metade de animais que morreram em decorréncia da doenca
complicada induzida pelo tratamento com a dexametasona.

A tabela 6 traz os valores médios e desvio padrdo dos pardmetros
morfométricos avaliados em fémeas de S. stercoralis recuperadas de C. penicillata.
Para fins de comparacdo, os dados morfométricos obtidos por diferentes autores,
relativos a espécimes do parasito de cdo e do homem, sdo também apresentados. No
geral, os resultados obtidos no presente estudo foram compativeis com os existentes na
literatura.

Entretanto, as fémeas parasitas de S. stercoralis provenientes de saguis que
apresentaram a infeccdo disseminada foram mais desenvolvidas que aquelas
recuperadas de animais com a doen¢a ndo complicada. As mediadas do comprimento
total do corpo, distancia entre a boca e a vulva e comprimento da cauda foram
significativamente maiores (p < 0,01) no primeiro grupo. Houve também diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05) nas dimensdes do es6fago e no
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Tabela 6 — Dados morfométricos de fémeas parasitas de Strongyloides stercoralis recuperadas de exemplares de Callithrix penicillata experimentalmente
infectados apresentado a estrongiloidose ndo complicada (ENC; n = 50) ou complicada apds a administracdo de dexametasona (EC - DEX; n = 50).

Resultados referentes a nematodeos obtidos de cdo e do homem, anteriormente apresentados por diferentes autores, sdo mostradas para comparacao.

Presente estudo Kreis Dillard et Bavay Linstow Looss Darling Little
(1932) al. (2007) (1877) (1905)* (1905)* (1911) (1966a)
Callithrix penicillata Céo Homem
ENC EC - DEX
A) | Comprimento totaldo 1,87 +2,0 2,02 +2,3* 1,81 2,0-2,5 2,2 2,2 2,5 2,64 2,42
verme (mm) (1,6-2,2) (1,7-2,4) (1,75-1,83) (2,1-2,7)
B) Comprimento do 0,51+0,04 0,54+0,07** 0,57 - - 0,55 - 0,72 0,57
esbfago (mm) (0,44-0,59) (0,44-0,64) (0,55-0,62) (0,48-0,67)
C) Proporgdo de 0,27 £ 0,04 0,27 £ 0,05 0,31 “1/3 do “1/4 do 0,25 - 0,27 0,24
B/A (0,21-0,34) (0,20-0,35) corpo” corpo”
D) Distancia entre a 1,22 £ 0,07 1,41 +0,1* 1,23 - - - - - 1,67
boca e a vulva (mm) (1,10-1,30) (1,26-1,72) (1,40-1,80)
E) Proporcédo de 0,65+ 0,03 0,70 £ 0,05 0,68 “Vulva no “Vulva no - - - 0,69
D/A (0,63-0,73) (0,62-0,77) (0,62-0,71) terco terco
posterior” posterior”
F) Comprimento da 47 +£3 51 +9* 50 - - - - - 54
cauda (um) (39-58) (40-69) (46-53) (40-70)
G) | Larguranaalturada 42 +£2 43+2 37 35 - 34 53 45 37
vulva (um) (38-46) (37-47) (35-40) (30-40)
H) Numero de ovos 19+12 2,7+ 15%* - - 5a6 - - - “N&o mais
i i (0-4) (0-6) que 6
intrauterinos

*p <0,01e**p<0,05nacomparacdo com as medidas de nematddeos de C. penicillata com ENC; # informac&o obtida em Kreis (1932).
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numero de ovos intrauterinos do parasito. Na doenca grave, as fémeas de S. stercoralis
mostraram-se mais férteis, havendo neste grupo em média 2,7 + 1,5 ovos intrauterinos
por verme, enquanto as fémeas recuperadas dos calitriquineos com a forma néo

complicada da parasitose tinham em média 1,9 + 1,2 ovos.

3.10. Observacoes sobre o habitat das fémeas parasitas e a formacao de tuneis na

mucosa intestinal do hospedeiro

Durante as necropsias, principalmente aquelas referentes aos saguis que
apresentaram a estrongiloidose ndo complicada e cujos intestinos encontravam-se em
melhor estado que os de primatas com a doenca disseminada, fémeas de S. stercoralis
foram visualizadas, com o auxilio do microscopio estereoscopio, na superficie da
mucosa pouco tempo depois dos intestinos delgados dos primatas serem
longitudinalmente abertos.

A propor¢do dos corpos dos parasitos exposta e visualizavel foi variada.
Algumas fémeas de S. stercoralis encontravam-se quase completamente livres e
facilmente visiveis (aumento total de 40x), usualmente apenas com parte de sua
extremidade anterior embebida na mucosa, enquanto outras ficavam quase em sua
totalidade fora do alcance da visdo deixando a amostra somente pequena proporcao do
corpo. Entretanto, a maioria das fémeas parasitas tinha a totalidade de seu corpo sob o
muco e/ou imersa na mucosa do hospedeiro. Quando fragmentos do intestino dos
primatas estudados foram mecanicamente divididos em partes menores, antecedendo a
recuperacdo via método de Baermann-Moraes, um ndmero visivelmente maior de
especimes de S. stercoralis foi observado. Alguns dos nematddeos, aparentemente
apenas aderidos a detritos, encontravam-se na realidade, quando observados a
microscopia de luz, envoltos por uma membrana em forma de tubo cilindrico que
podia estar aderida a células ou tecidos do hospedeiro (Figura 29a). As dimensdes
destas estruturas tubulares circundando as fémeas de S. stercoralis foram variaveis,

recobrindo usualmente apenas parte do parasito. Algumas fémeas adultas do
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nematddeo foram capazes de se movimentar dentro destes tubos que in vivo podem
assumir um papel analogo a tdneis intrateciduais.

Em relagdo ao diametro, observou-se regides em que os tubos eram estreitos,
suficiente para acomodar 0 nematodeo com exatiddo em seu interior, mas em algumas
partes havia uma dilatacdo e o didmetro passava a ser 2-3 vezes superior ao do
parasito, sendo ovos de S. stercoralis observados aos pares (Figura 29b) ou mesmo em
maior ndmero nestes locais. E interessante que fileiras de ovos do parasito foram
também vistas aderidas ao muco ou a restos celulares, bem como tecidos do
hospedeiro (Figura 29c).

A histologia elementos correspondentes as estruturas descritas acima foram
visualizados. Embora fémeas de S. stercoralis tenham sido encontradas também em
seu classico habitat, dentro de criptas intestinais do hospedeiro, sec¢bes de adultos,
larvas e mesmo ovos do parasito em espacos bem delimitados e abertos em meio a
células do hospedeiro (principalmente células epiteliais e células adjacentes da lamina
propria) foram observados (Figuras 12, 30a). Nestes locais, constatou-se,
independentemente da presenca ou ndo de reacdo inflamatoria a fémea de S.
stercoralis, alteracfes na forma de células epiteliais, inclusive dos seus respectivos
nacleos, que se tornaram mais alongadas e passaram a envolver o parasito. A
superficie destas células encontrava-se recoberta por uma camada fina, continua,
constituida por substancia eosinofilica limitando o espaco no qual o parasito se
encontrava (Figura 30b). Fendmenos celulares semelhantes foram algumas vezes
observados nas células de criptas intestinais nas quais havia espécimes de S.
stercoralis sem penetrar no epitélio da mucosa que se encontrava preservado, mas nao
foram vistos em sec¢Bes histoldgicas dos animais P6 e P8, cujo epitélio intestinal

encontrava-se completamente destruido e a inflamacdo era mais intensa.
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Figura 29 — Fémea parasita e ovos de Strongyloides stercoralis
recuperados de raspado intestinal de Callithrix penicillata
experimentalmente infectados. A. Observar corpo da fémea do parasito
parcialmente envolto por uma membrana em forma de tubo cilindrico
(tunel intraepitelial). Ovos de S. stercoralis foram frequentemente
observados em espagos delimitados (B) ou em fileiras aderidas ao
muco ou a restos celulares (C). Barras: A =40 um, Be C =25 um.
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Figura 30 — Seccoes his'tolégicas de intestino delgado de Callithrix
penicillata experimentalmente infectado pelo Strongyloides stercoralis
mostrando alteracfes relacionadas ao hébitat das fémeas parasitas na
mucosa. A. Espacos em forma de tUneis e ramificaces em meio a
células do hospedeiro onde ovos, larvas e fémeas adultas de S.
stercoralis permanecem. B. Detalhe de seccé@o de fémea adulta. Observar
tinel delimitado por células do hospedeiro de aspecto alongado. Ha areas
de contato entre estas células e o parasito ricas em substancia
eosinofilica (seta). HE. Barras: A =50 ume B =30 pm.
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3.11. Aspectos biologicos das formas heterogoénicas

Analises do material obtido ap6s coprocultura e de fezes frescas de saguis
infectados pelo S. stercoralis permitiram algumas observacdes e a realizacdo de dois
ensaios paralelos, cujos resultados sdo sumarizados abaixo, sobre aspectos basicos da
biologia do parasito em seu ciclo heterogénico.

Apls 48-72 horas de cultura todos os estadios evolutivos do nematddeo
estavam presentes, havendo claro predominio do ciclo direto de desenvolvimento.
Dentre as formas de S. stercoralis classificadas (n = 1663), em cinco analises
independentes, somente 3,3% + 0,7 foram adultos de vida livre, sendo o restante
constituido por larvas, em sua maioria L3i (> 95%). A propor¢do do numero de
machos em relacdo ao nimero de fémeas foi de trés para um nestas coproculturas.

Entretanto, em culturas com tempo superiores a 72 horas, machos adultos vivos
de S. stercoralis ndo foram encontrados. Posteriormente, as fémeas heterogdnicas
também morreram e as L1 e L2 de segunda geracdo desenvolveram-se para L3i. No
meio externo, duas mudas ocorreram durante o desenvolvimento direto (de L1 para

L3i) e quatro no ciclo indireto (L1 a nematddeo adulto).

3.11.1. Sobre a possibilidade de uma segunda geracéo de adultos de vida livre

Apesar da andlise direta das formas de S. stercoralis recuperadas das
coproculturas ndo sugerir a ocorréncia de uma segunda geracdo de adultos no ciclo
heterogdnico e consequentemente de uma terceira geracdo larvar de vida livre,
procedeu-se uma analise complementar individual da descendéncia das fémeas
heterogbnicas de primeira geracdo. No total, obteve-se sucesso na cultura de 21 fémeas
jovens, presumia-se ja fecundadas, que geraram 11,3 £ 7,9 (4 a 28) L3i, ndo sendo

nunca observados adultos em sua prole.
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3.11.2. Sobre a ocorréncia de partenogénese no ciclo de vida livre

A realizacdo do ensaio anterior possibilitou a observacdo de fémeas jovens
desenvolvendo-se e gerando descendéncia, aparentemente na auséncia de machos,
embora seja possivel que antes delas terem sido coletadas e separadas, quando ainda
na cultura de fezes de C. penicillata, a fertilizacdo tenha ocorrido. Uma nova avaliacéo
foi entdo conduzida na qual o desenvolvimento de larvas rabditoides (L1 ou L2)
obtidas de fezes frescas de calitriquineo foi acompanhado. A maior parte das larvas
desenvolveu-se invariavelmente para L3i. Entretanto, ap6s uma quantidade
indeterminada de tentativas, sete pocos apresentaram fémeas heterogdnicas de S.
stercoralis. Duas destas fémeas (28,6%) originaram trés e cinco larvas rabditoides do

nematodeo que se desenvolveram para L3i.
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4. DISCUSSAO



Apesar dos recentes avancos no conhecimento das doencas tropicais, a
estrongiloidose humana permanece negligenciada (Steinmann et al. 2007, Olsen et al.
2009), pelo menos em parte, pelas limitacbes advindas da caréncia de modelos
experimentais adequados ao estudo desta helmintose. E notério que a auséncia de
modelos viaveis para a doenca humana dificulta o entendimento de varios aspectos
relacionados a biologia do S. stercoralis em seu hospedeiro e a fisiopatologia da
parasitose, particularmente dos processos de autoinfeccéo, hiperinfeccdo e infeccédo
disseminada.

Primatas neotropicais tém sido amplamente utilizados em pesquisas biomédicas
e 0 emprego de saguis em parasitologia experimental € promissor, uma vez que estes
animais sdo suscetiveis a infeccBes por diferentes parasitos de importancia médica
(Pereira et al. 1988, 1993 a, b, Denham et al. 1989, Resende & Melo 1992, Oliveira et
al. 2004, Griffiths et al. 2008, Mendes et al. 2008, Mati et al. 2011a). No presente
estudo, exemplares de C. penicillata foram passiveis de infeccdo também pelo S.
stercoralis de origem humana, corroborando essa assertiva. Excetuando-se uma
tendéncia a ocorréncia de eventos adversos na fase inicial da infeccdo, resultando na
morte de alguns saguis (3/9) que receberam indculos contendo 500 L3i do parasito,
ndo houve diferencas significativas na historia natural da infeccgdo ja estabelecida entre
animais infectados com diferentes quantidades de L3i. Os aspectos parasitoldgicos e as
manifestaces das formas ndo complicada e complicada da estrongiloidose induzida
neste modelo primata, discutidos em detalhes adiante, foram semelhantes as
informacdes existentes para seres humanos, cujos individuos infectados sabidamente
podem mostrar-se assintomaticos ou apresentar formas graves e fatais da doenca em
decorréncia da disseminacdo do S. stercoralis que é observada, sobretudo, quando ha
comprometimento da imunidade do hospedeiro (Genta 1989a, Keiser & Nutman 2004,
Steinmann et al. 2007, Olsen et al. 2009).

A apresentacdo de um modelo primata ndo humano para o estudo da infecgéo
pelo S. stercoralis, que possua vantagens sobre 0s hospedeiros experimentais
suscetiveis de mais facil disponibilidade (cdo e gerbil), foi a proposta inicial do

presente estudo. Entretanto, além da padronizacdo da infeccdo primaria em saguis,
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realizou-se a avaliacdo de aspectos relativos a ocorréncia de infeccdo disseminada,
apos o processo de imunossupressao pela DEX, e também a reinfec¢do dos animais.
Observaces sobre a biologia das fases parasitaria e de vida livre do S. stercoralis e a
patogénese das formas ndo complicada e complicada da infeccdo foram ainda
realizadas.

Até o momento ndo havia informacgdes sobre a biologia do S. stercoralis em
primatas neotropicais experimentalmente infectados com o parasito, embora a
viabilidade de C. penicillata como modelo para o estudo da infeccédo pelo S.
venezuelensis, uma espécie ndo natural de primatas, tenha sido relatada recentemente
(Melo et al. 2012). Por outro lado, o primata do Velho Mundo E. patas, originario do
continente africano, possibilita o completo desenvolvimento do S. stercoralis e foi
utilizado como modelo para o estudo da estrongiloidose (Genta et al. 1984, Harper et
al. 1984, Barret et al. 1988). O grande porte destes catarrinos e também de cées da raca
Beagle, igualmente utilizados em experimentacdo biomédica envolvendo uma
linhagem de origem canina de S. stercoralis (Schad et al. 1984, 1989, 1997, Genta et
al. 1986, Mansfield et al. 1995), pode dificultar o emprego rotineiro desses animais em
pesquisas. Tanto o peso dos cercopitecideos quanto dos caes adultos pode ser superior
a 10 Kg, enquanto o pequeno porte do C. penicillata (< 450g), utilizado no presente
estudo, juntamente as facilidades de sua manutencdo, caracteriza uma vantagem
importante do modelo proposto.

Um tamanho reduzido e caracteristicas anatdmicas que favorecam o seu
manuseio no laboratorio sdo requisitos desejaveis em um hospedeiro experimental.
Além disso, o animal utilizado como modelo deve possibilitar, quando infectado, a
excrecdo de ovos ou larvas (dependendo da espécie de helminto) nas fezes do
hospedeiro, sendo que o periodo pré-patente e o desenvolvimento dos parasitos sejam
conhecidos e semelhantes aqueles observados para o hospedeiro natural. A infeccdo
deve ser duradoura e 0s vermes sobreviverem por periodo suficiente para a realizacao
de estudos e a obtencdo de material para uma nova infeccdo. Em determinadas
circunstancias, caracteristicas adicionais sdo exigidas para um animal ser considerado
um modelo adequado. Para a realizacdo de ensaios vacinais e estudos imunologicos,

por exemplo, conhecimentos gendmicos e protedmicos e a existéncia de Kits para a
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avaliacdo de mediadores da resposta imune sdo imprescindiveis. Os resultados obtidos
em calitriquineos e as caracteristicas deste modelo primata atendem mais
satisfatoriamente a estes critérios que 0s outros animais ja utilizados para o estudo do
S. stercoralis.

De fato, em relagdo a utilizagdo de M. unguiculatus, o Unico modelo roedor
conhecido no qual o nematddeo se estabelece, desvantagens como o reduzido ndmero
de vermes obtidos e a dificuldade de se realizar passagens sucessivas entre espécimes
de gerbis, devido a raridade de larvas do parasito nas fezes do hospedeiro (Nolan et al.
1993, Mati & Melo 2012), tém impedido a expansdo do seu uso. Adicionalmente,
experimentos imunoldgicos sdo dificeis de ser concebidos devido a atual inexisténcia
de kits comerciais especificos para estes roedores. Deve ser ainda considerado que a
maioria das publicacdes até entdo existentes utilizando M. unguiculatus
experimentalmente infectados pelo S. stercoralis tém empregado a linhagem canina do
parasito mantida na University of Pennsylvania (Nolan et al. 1993, 1995, 1999a, b,
2002, Kerlin et al. 1995), a exce¢do de Sithithaworn et al. (1998) e Mati & Melo
(2012).

Sem ddavida, outro ponto relevante do presente estudo € a utilizacdo de S.
stercoralis diretamente isolado de humano, sendo que a origem das L3i inoculadas, se
obtidas de culturas de fezes humanas ou de C. penicillata, ndo se relacionou a
alteracbes marcantes nos parametros avaliados.

Além das diferencas moleculares ja estabelecidas entre Strongyloides oriundos
de cdes e de hominideos (Hasegawa et al. 2010) e das variacdes identificadas em
estudos epidemioldgicos e experimentais sobre a suscetibilidade entre diferentes
linhagens e hospedeiros (Fulleborn 1914, Sandground 1928, Augustine & Davey 1939,
Augustine 1940, Galliard 1967), a analise criteriosa da literatura e dados obtidos no
presente estudo indicam variagdes bioldgicas entre o parasito de origem humana e
canina.

De fato, a pré-paténcia da infeccdo por linhagens de S. stercoralis de origem
humana e de cées tem se mostrado diferente, inclusive quando a infecgdo experimental
é realizada em uma mesma espécie de hospedeiro. O tempo necessario para 0 encontro

de larvas nas fezes de cédes experimentalmente infectados com isolados caninos do
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nematddeo variou entre 7-11 e 9-11 dias, segundo Augustine & Davey (1939) e Schad
et al. (1984), respectivamente. Prosl (1985), apos revisdo da literatura, afirmou que o
periodo pré-patente da infecgdo pelo S. stercoralis em cées varia entre cinco e 11 dias.
Gerbis também infetados com a linhagem canina do parasito apresentaram a necropsia
larvas rabditoides do nematddeo no sétimo dia apds o indculo das formas infectantes
(Nolan et al. 1993). Por outro lado, o periodo pré-patente da infeccdo pelo parasito
humano no modelo canino (Grove & Northern 1982, Grove et al. 1983) e em M.
unguiculatus (Mati & Melo 2012) foi superior a 14 dias, enquanto em E. patas variou
entre 11 e 20 dias (Harper et al. 1984). Na espécie humana, classicamente, admite-se
que este periodo varie entre 15 e 25 dias (Pess6a & Martins 1988). A pré-paténcia,
entre 13 e 22 dias, observada na infeccdo experimental de saguis com o isolado de S.
stercoralis estudado, foi semelhante ao admitido para seres humanos.

Ressalta-se que se hospedeiros diferentes sdo infectados com uma mesma
espécie de parasito as diferencas no periodo pré-patente tendem a ser minimas. Na
infeccdo com outras espécies de Strongyloides, o periodo pré-patente observado néo
variou quando diferentes modelos animais foram infectados com, por exemplo, o S.
venezuelensis, sendo aceito que este parametro isoladamente é pouco afetado pelo tipo
de hospedeiro (Wertheim 1970, Sato & Toma 1990, Tamura 1993, Tsuji et al. 1993,
Khan et al. 1993 a, b, Shi et al. 1994, Nakai & Amarante 2001, Amarante & Oliveira-
Sequeira 2002, Baek et al. 2002, 2003, Martins 2004, Gazzinelli 2005, Martins et al.
2000, 2009, Melo et al. 2012).

Entretanto, Genta (1989b) relatou para uma linhagem de S. stercoralis isolada
de humano e mantida em E. patas que a duracdo do periodo pré-patente sofreu uma
diminuicdo apds poucas passagens sucessivas do parasito em beagles. Paralelamente,
houve uma reducdo da patogenicidade do nematddeo, em partes, decorrente da perda
da capacidade de disseminacdo, ndo revertida mesmo apés a administracdo de altas
doses de glicocorticoide ao hospedeiro experimental. Ainda de acordo com este autor,
a manutencéo do S. stercoralis por passagens sucessivas entre especimes do catarrino
durante quatro anos ndo alterou a biologia do parasito, inclusive a pré-paténcia, no que

concerne aos aspectos parasitologicos avaliados, semelhante ao observado em saguis
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ao longo do periodo que o isolado de S. stercoralis foi mantido para a realizacdo do
presente estudo (dados ndo mostrados).

Assim como a pré-paténcia de isolados de S. stercoralis humanos ndo sofreu
alteraces significativas nos primatas ndo humanos C. penicillata e E. patas, nenhuma
reducdo do periodo pre-patente foi verificada apds varias passagens sucessivas de uma
linhagem de S. stercoralis canino em beagles (Schad et al. 1984, Genta 1989b), o que
sugere uma melhor adaptagéo de isolados do parasito oriundos do ser humano e de céo
aos modelos experimentais primata e canino, respectivamente.

E possivel que alguns destes isolados de S. stercoralis apresentem também
peculiaridades relacionadas a rota de migracao das larvas no hospedeiro. Isto poderia
ser uma explicacdo alternativa para a reduzida importancia atribuida a migracdo do
nematddeo pelo pulméo e traqueia de cées infectados com a linhagem de S. stercoralis
isolada e mantida em cdes da raca Beagle (Schad et al. 1989, Mansfield et al. 1995),
considerando que apesar da divergéncia significativa nos resultados, as metodologias
utilizadas nestes estudos e por Fulleborn (1914) foram bem delineadas. Em
complementacdo aos achados de Schad et al. (1989) que estudaram por modelos
matematicos compartimentados a dindmica temporal e espacial da migragéo larvar no
hospedeiro canino, o deslocamento de L3i marcadas por radioisotopos, inoculadas em
beagles com dez dias de vida, foi acompanhada in vivo por cintilografia e verificou-se
que, entre trés e seis DPI, uma maior concentracdo de larvas se deu na area
correspondente ao abdémen dos animais, raramente na regido toracica (Mansfield et
al. 1995). Entretanto, o elevado numero de L3i de S. stercoralis radiomarcadas que
foram inoculadas (100.000/animal, subcutaneamente) e a tenra idade dos cées, sem um
desenvolvimento completo do sistema imunolégico, podem também explicar 0s
resultados obtidos. Genta (1992) ja discutira que apesar de evidéncias convincentes, a
ideia de ndo ser a migragdo pulmonar a mais relevante poderia encontrar resisténcia no
meio clinico, o que de fato tem ocorrido, principalmente, devido a elevada frequéncia
do encontro de larvas no lavado bronquioalveolar ou no escarro de pacientes com a
estrongiloidose grave (Gage 1911, Harris et al. 1980, Chu et al. 1990, Siddiqui & Berk
2001, Ohnishi et al. 2004, Dorvigny-Scull et al. 2006, Miyazaki et al. 2010, Bisoffi et

al. 2013, Cheong et al. 2013). De maneira oposta, Filleborn (1914) encontrou centenas
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de formas larvares do parasito em meio a massas de muco hemorragico na traqueia de
caes previamente submetidos a traqueotomia. Embora tenha sido demonstrada, por
meio deste experimento, a importancia da passagem do S. stercoralis pelo pulméo do
hospedeiro e que a maioria das larvas do nematddeo nédo se torna adulta quando ha a
interrupcéo fisica do trajeto traqueoesofégico habitual, ele reconheceu que ainda nestes
casos infeccOes leves ocorreram, o que ndo permite que sejam excluidas possibilidades
alternativas, talvez de menor importancia, para o desenvolvimento da forma parasita.
No presente estudo, apesar da auséncia de um experimento especifico para avaliar a
migracdo larvar na fase inicial da infec¢do dos calitriquineos pelo isolado humano de
S. stercoralis e de os pulmdes do animal P11, morto aos trés DPI, ndo terem sido
submetidos ao método de Baermann-Moraes para recuperacao de larvas, observou-se a
histopatologia pulmonar deste animal, além de lesdes graves, a presenca de estruturas
basofilicas na luz de alvéolos, sugerindo a passagem do parasito pelo érgéo.

Estudos adicionais sobre as diferencas existentes entre os isolados de
Strongyloides oriundos de seres humanos e de cdes sdo ainda necessarios, inclusive ao
se considerar que os parasitos de origem humana e de céo, sinonimizados por serem
morfologicamente indistinguiveis, ja foram considerados espécies distintas devido a
diferencas epidemioldgicas e biologicas (S. stercoralis e Strongyloides canis Brumpt,
1922, respectivamente) (Sandground 1925, Kreis 1932, Augustine & Davey 1939).
Além disso, Little (1966b) sugeriu que pelo menos uma parte dos casos de infeccédo
pelo S. stercoralis registrada em cées e gatos pode, na verdade, ter sido causada pelo
Strongyloides procyonis Little, 1966 descrito de guaxinins, ja que o S. procyonis é
morfologicamente similar ao S. stercoralis, capaz de causar infeccbes breves em
humanos e duradouras em cées e o0 hospedeiro infectado excreta larvas do parasito nas
fezes.

Quanto as analises fecais quantitativas, o valor medio de LPG obtido para
saguis infectados com o S. stercoralis foi mais elevado que o observado previamente
em material fecal de cées infectados com quantidades de L3i superiores (1000 ou 3000
L3i oriundas de humano; Genta 1992, Grove & Northern 1982) ao nimero utilizado no
presente estudo. Em outro estudo, cées infectados com 5000 L3i de S. stercoralis,

também de origem humana, quando ndo imunossuprimidos, apresentaram numero
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variavel de larvas nas fezes apds a paténcia que em poucas ocasifes superou a marca
de 1000 LPG (Grove et al. 1983).

Ja macacos-vermelhos (E. patas) infectados com 1000 a 1500 L3i de uma
linhagem de S. stercoralis originaria de um paciente do sudeste asiatico excretaram
uma quantidade razoavel de larvas do parasito nas fezes. Durante o periodo de maior
excrecdo destas formas, o numero de larvas observadas ao exame direto de 2 mg de
fezes variou entre 25 e 125. Entretanto, o nimero crescente de nematddeos observado
a coproscopia em 50% desses catarrinos resultou no obito destes animais, mesmo na
auséncia de tratamento imunossupressor (Harper et al. 1984).

A analise do nimero de LPG dos saguis individualmente evoca questdes
adicionais. Uma maior intensidade parasitaria no inicio do processo de parasitismo
poderia induzir no hospedeiro uma resposta mais efetiva contra a infec¢do, embora os
mecanismos envolvidos no controle desta resposta permanecam incertos. A maior
intensidade parasitéaria indicada pelo LPG poderia estar relacionada a cura mais rapida
observada no animal P13, embora ndo se possa descartar que se trate simplesmente de
variac@es individuais. O referido espécime apresentou inicialmente o maior nimero de
larvas ao exame parasitoldgico e foi o primeiro a tornar-se negativo. Esta observacgéo
corrobora resultados anteriores indicando que 0s saguis que apresentaram elevacdes
mais discretas na contagem de ovos de S. venezuelensis nas fezes no inicio do periodo
patente, e possuiam provavelmente menor numero de parasitos, desenvolveram
infeccbes de maior duracdo (Melo et al. 2012). De modo semelhante, em ratos,
demonstrou-se que as contagens maximas de ovos de S. venezuelensis por grama de
fezes se elevaram a medida que maiores quantidades de L3i do parasito foram
inoculadas nos roedores, mas concomitantemente a duracdo do periodo patente
diminuiu (Tamura 1993).

Na estrongiloidose humana o padrdo de excrecdo de larvas nas fezes varia
bastante entre individuos infectados, havendo, para o correto diagnostico, muitas vezes
a necessidade de realizacdo de exames em série que ndo reproduzem necessariamente
os resultados anteriores (Nielsen & Mojon 1987, Dreyer et al. 1996). Uma flutuacéo na
quantidade de fémeas de S. stercoralis no hospedeiro foi sugerida como explicacéo de

tal fendbmeno (Gann et al. 1994), embora outros eventos possam estar envolvidos. No
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presente estudo, uma variagdo nos resultados dos exames qualitativos e quantitativos
de fezes também foi observada nos animais infectados que nao receberam a DEX.

De modo correspondente, Genta et al. (1986) relataram que apesar da grande
valor de LPG de beagles infectados pelo S. stercoralis e tratados com prednisolona,
em alguns casos, 0 que mais chamou a atencdo foi a variabilidade na excregéo de
larvas do parasito, ndo apenas entre diferentes individuos, mas também entre dias
alternados referentes a um mesmo animal, sendo que a contagem de larvas variou de
zero a varias centenas por grama de fezes.

E sabido que o processo de autoinfecgdo ndo ocorre durante a infeccdo por
outras espécies de Strongyloides utilizadas na estrongiloidose experimental. De fato,
em C. penicillata infectados com o S. venezuelensis, o que exclui de antemao a
possibilidade de ter ocorrido qualquer acréscimo no numero total de fémeas do
parasito nos intestinos destes primatas em funcdo da ocorréncia de autoinfec¢do, uma
variacdo nos resultados das coproscopias foi também observada (Melo et al. 2012), a
semelhanca do verificado na infeccdo natural de seres humanos e na infecgédo
experimental de saguis pelo S. stercoralis, havendo uma tendéncia a negativacdo a
medida que o tempo de infecgédo progrediu. Estes resultados podem ser explicados pela
alteracdo na quantidade de parasitos ou refletir uma relagdo parasito-hospedeiro nao
estatica, cuja busca constante pelo equilibrio pode resultar em uma maior ou menor
fecundidade do S. stercoralis em resposta as variacdes em seu ambiente, uma vez que
vermes estéreis foram comuns durante a estrongiloidose cronica experimental em cées
e este achado foi relacionado a ocorréncia de degeneracdo ovariana e a falhas no
embrionamento do parasito neste hospedeiro (Schad et al. 1997). Nesse sentido, o
aumento da frequéncia de resultados negativos nos exames parasitologicos, observado
ao final do periodo patente, pode se relacionar também a uma reducdo da capacidade
reprodutiva das fémeas partenogenéticas.

Assim como o0s saguis ndo tratados pela DEX apresentaram uma infeccdo de
evolucdo representativa do que ocorre em seres humanos imunocompetentes, 0s
animais imunossuprimidos exibiram mudancas na relacdo parasito-hospedeiro que
resultaram na disseminacdo do parasito como frequentemente observado apds a

administracdo de glicocorticoides no hospedeiro natural.
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Dentre os saguis que receberam DEX, nenhum resultado negativo foi obtido e
l[&minas com indmeras larvas de S. stercoralis foram comuns durante as analises
qualitativas das fezes dos animais. Além disso, embora avalia¢cdes quantitativas ndo
tenham sido rotineiramente realizadas, amostras analisadas de forma esporadica, em
dias proximos a morte dos primatas, mostraram que os valores de LPG tenderam a se
elevar em propor¢do superior ao aumento do namero de fémeas parasitas obtidas
durante as necropsias, indicando, além de uma provavel elevacdo na quantidade de
parasitos no intestino dos saguis devido ao processo de autoinfecgédo, a possibilidade
de as fémeas parasitas de S. stercoralis terem apresentado uma maior fecundidade
individual durante a estrongiloidose complicada. Em estudos prévios com cées
infectados com a linhagem canina ou humana do parasito e tratados com
glicocorticoides, verificou-se aumentos significativos no nimero de LPG (Grove et al.
1983, Schad et al. 1984, Genta et al. 1986) que corroboram as presentes observacdes.

O percentual médio (17,3% + 6,6) de recuperacdo de S. stercoralis em saguis
infectados e ndo tratados com a DEX foi maior que os ja relatados para gerbis
infectados por isolados de céo (5,5% e 7,3% para roedores fémeas e machos,
respectivamente; Nolan et al. 1993) e de humano mantido por passagens sucessivas
em C. penicillata (1,1% £ 0,5; Mati & Melo 2012). Superou também as taxas de
recuperacdo de parasitos adultos obtidas em beagles experimentalmente infectados
pelo S. stercoralis. Nestes cdes, mesmo na auséncia de sinais de autoinfec¢do ou
hiperinfeccéo, os percentuais de recuperacdo de fémeas parasitas foram extremamente
variados, sendo observados valores extremamente baixos em alguns animais (minimo
de 0,4%, 11/2500) e em outros mais elevados (maximo de 15,9%, 397/2500) (Schad et
al. 1997). Nos estudos utilizando-se E. patas infectados por um isolado humano de S.
stercoralis (Genta et al. 1984, Harper et al. 1984, Barrett et al. 1988) nenhum dado
sobre a intensidade de parasitos foi apresentado para a infec¢do ndo complicada, talvez
por dificuldades inerentes ao fato destes animais poderem apresentar um quadro grave
de hiperinfeccdo e disseminacdo do parasito mesmo na auséncia de tratamento
imunossupressor, 0 que impede a analise adequada do numero de nematddeos na
infeccdo ndo complicada. Schad et al. (1984) ja afirmara que uma das vantagens do

modelo canino, entdo em proposicdo, sobre o modelo primata (E. patas) era que a
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disseminacdo do S. stercoralis ocorria muito rapidamente e independentemente de
tratamento imunossupressor na espécie de cercopitecideo, ndo podendo a infeccdo ser
considerada representativa da estrongiloidose disseminada humana. Entretanto, esta
potencial limitagdo dos modelos primatas ndo humanos néo foi observada no modelo
platirrino utilizado no presente estudo.

O menor percentual de recuperagdo obtido no presente estudo (10,6%, para o
animal P14) talvez esteja subestimado, uma vez que aos 12 DPI, quando a necropsia
deste animal foi realizada, poderiam ainda haver larvas de S. stercoralis migrando
pelos tecidos do hospedeiro. Por outro lado, embora em pequenas proporcdes, a
quantidade de parasitos no animal P3, morto mais tardiamente, aos 73 DPI, pode ter
sido aumentada pelo processo de autoinfeccdo, visto que fémeas jovens de S.
stercoralis foram encontradas no seu intestino delgado, assim como também
observado para os saguis P4 e P14. A presenca de fémeas ainda ndo desenvolvidas nos
intestinos desses animais indica que estas formas de S. stercoralis eram,
provavelmente, recém-chegadas ao local, mas por processos diferentes (i.e.,
primoinfeccdo para P4 e P14 e autoinfecgédo para P3).

Em relacdo aos casos de hiperinfeccdo e/ou disseminacdo do parasito relatados
para macacos-patas e cées, ap0s a administracdo de glicocorticoides (Harper et al.
1984, Schad et al. 1984, Genta et al. 1986), assim como observado no presente estudo,
em calitriquineos, o numero de larvas e vermes adultos de S. stercoralis recuperado
nos animais que apresentaram a estrongiloidose grave superaram em muito a
quantidade de larvas utilizadas inicialmente na infeccdo. Por outro lado, 0 aumento no
namero de vermes no intestino de M. unguiculatus apds o tratamento com
glicocorticoide foi discreto, sendo inclusive a quantidade de nematddeos recuperados
menor que o indculo de L3i utilizado (Nolan et al. 1993).

O estudo da proporcdo entre fémeas jovens e maduras de S. stercoralis
recuperadas dos saguis experimentalmente infectados e de sua localizacdo (intestino
delgado ou intestino grosso) no hospedeiro possibilitou uma melhor compreensdo da
dindmica do parasitismo. Nos animais com a forma ndo complicada, a proporcao de
fémeas jovens de S. stercoralis no intestino delgado foi pequena e o nimero absoluto

destas formas similar ao de fémeas adultas observadas no intestino grosso dos saguis,
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cuja infeccdo ja se encontrava plenamente estabelecida (P3 e P4). Esta observacéo
sugere um equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro com uma carga parasitaria
virtualmente estavel, uma vez que a quantidade de nematddeos que chegam ao
intestino delgado e daqueles recuperados no intestino grosso, 0s quais talvez estejam
em processo de expulsdo do organismo, é proxima. A perda deste equilibrio parece ter
se relacionado a ocorréncia da estrongiloidose complicada. No intestino delgado dos
saguis com a estrongiloidose grave, além do nimero, a propor¢do de fémeas jovens em
relacdo as fémeas adultas foi nitidamente maior que o observado em primatas ndo
tratados com a droga. Ja a quantidade de fémeas de S. stercoralis no intestino grosso
dos individuos que mostraram a forma grave da infeccdo ndo aumentou na mesma
medida. Esses achados corroboram a ideia sugerida previamente de que uma
deficiéncia nos mecanismos de expulsdo de vermes adultos do parasito, ao lado de um
numero praticamente irrestrito de larvas realizando o processo de autoinfec¢éo, ocorre
em pacientes apresentando hiperinfec¢do ou infeccdo disseminada pelo S. stercoralis
(Caymmi-Gomes 1980).

Além disso, larvas rabditoides (L1 e L2) e filarioide, fémeas jovens e adultas de
S. stercoralis foram encontradas em localizagGes extraintestinais nos saguis que
evoluiram para a estrongiloidose complicada, principalmente no estdmago, pulméo e
figado. Embora achados semelhantes a esses, evidéncias convincentes da infecgdo
disseminada, tenham ja sido relatadas nas estrongiloidoses humana e experimental
(Froes 1930a, Caymmi-Gomes, 1980, Grove et al. 1983, Harper et al. 1984, Schad et
al. 1984, Genta et al. 1986), estes achados nem sempre foram discutidos em detalhes.

Enquanto h& informagdes na literatura discordantes sobre a menor ou maior
importancia da migracdo pulmonar na primoinfeccdo pelo S. stercoralis no modelo
canino, os dados experimentais disponiveis sobre a migracdo de larvas do parasito
pelos tecidos do hospedeiro durante a hiperinfeccdo ou infeccdo disseminada
apresentam uma maior convergéncia. A distribuicao de larvas do parasito em migragéo
pelo corpo do hospedeiro durante a estrongiloidose complicada parece mesmo ndo se
concentrar em 6rgdos relacionados a rota pulmonar. De fato, resultados obtidos no
modelo canino indicam que quando a doenca grave € induzida pela administracéo de

imunossupressores apenas uma pequena parte do total de larvas recuperadas é
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proveniente dos pulmdes e traqueia (Schad et al. 1984, Genta et al. 1986), fato
corroborado no presente estudo. Assim sendo, embora a migragdo larvar durante 0s
processos de hiperinfeccdo e infec¢do disseminada ndo tenha sido o alvo do estudo de
Schad et al. (1989), as evidéncias por eles apresentadas na primoinfeccdo e a ideia de
que a via de migracdo pulmonar seria apenas uma de muitas possibilidades para o
parasito alcancar o duodeno tornam-se ainda mais pertinentes quando consideradas no
contexto da infec¢do disseminada. A ocorréncia de larvas do nematddeo em outros
orgdos do hospedeiro natural durante a estrongiloidose complicada, inclusive em
ocasides em que o fendbmeno de larva currens ocorre (Arthur & Shelley 1958, Grove
1980, von Kuster & Genta 1988, Ho et al. 1997, Gill et al. 2004, Galimberti et al.
2009, Corte et al. 2013), bem como a obtencdo, no presente estudo, de variados
estadios de S. stercoralis em diferentes érgdos de saguis apresentando quadro de
disseminacédo do parasito, inclusive uma grande quantidade de larvas em fragmento de
pele e tecidos adjacentes de um desses espécimes (P8), corrobora a ideia de que parte
das larvas do parasito pode migrar de modo aleatério, atingindo regides periféricas do
hospedeiro. Entretanto, os possiveis mecanismos envolvidos nesta migracdo nao estdo
claros.

Em E. patas (Harper et al. 1984), animal cujo porte possibilitou o
estabelecimento no intestino delgado de uma carga parasitaria muito maior (> 100.000
fémeas em um exemplar) que a observada em C. penicillata, obteve-se em dois
animais uma quantidade substancial de larvas no pulméo, embora a histopatologia de
todos os cercopitecideos utilizados na experimentacdo, elas tenham sido observadas
em reduzido namero nos espacos alveolares.

No presente estudo, nos primatas que morreram devido a forma disseminada,
fémeas de S. stercoralis jovens e adultas, algumas delas apresentando ovos do parasito
nos Uteros, foram encontradas em localizagGes ectopicas comuns como 0 estbmago e o
intestino grosso, mas também em o6rgdos fora do tubo digestivo, principalmente no
pulméo, traqueia e no figado, este ultimo avaliado juntamente a vesicula e vias biliares
extra-hepaticas. Achados similares foram obtidos a partir de necropsias de cées
infectados pelo nematddeo, na auséncia (Fulleborn 1914, Faust 1933) ou presenca

(Grove et al. 1983, Genta et al. 1986) de tratamento imunossupressor prévio.
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Um conceito sugerido anteriormente (Filleborn 1914, Faust 1933) e desprezado
ao longo do século passado (Galliard 1951, Bénex et al. 1961, Poltera 1972, Velloni
1975), o qual pode ser Util na complementagdo do entendimento dos relatos existentes
na literatura sobre o encontro de larvas rabditoides do parasito em diversos orgaos do
hospedeiro, especialmente no pulméo (Froes 1929, 1930a, Grove et al. 1983, Schad et
al. 1984, Chu et al. 1990, Ohnishi et al. 2004, Dorvigny-Scull et al. 2006, Miyazaki et
al. 2010), merece ser comentado. Embora Filleborn (1914) ndo tenha mencionado a
presenca de todos os estadios evolutivos do S. stercoralis no pulméo de cées, ele
sugeriu, com base em observacdo de fémeas adultas e larvas rabditoides no érgéo, que
0s nematodeos nele localizados poderiam ser responsaveis pelo inicio de um novo
ciclo de desenvolvimento do parasito internamente ao hospedeiro (autoinfec¢do). Faust
(1933) sustentou esta possibilidade apresentando novos indicios sobre a importancia
das progénies de adultos do parasito que se desenvolveram no pulméo do hospedeiro
para 0 processo de autoinfeccdo interna. Em seu estudo, utilizando cées, considerou a
presenca de ovos e larvas rabditoides e filarioides nos bronquiolos e demais segmentos
das vias aéreas, esdfago e estbmago como sendo produtos de vermes adultos
localizados no parénquima pulmonar ou nos segmentos terminais da arvore
traqueobrénquica. Esta ideia, segundo a qual pelo menos uma geracdo do parasito no
pulmdo do hospedeiro poderia ocorrer, tem sido corroborada pelo encontro de
parasitos adultos (Faust 1935, De Paola 1962, Marinho 1963, Craven et al. 1971) e de
ovos de S. stercoralis, as vezes larvados, no Orgdo e também em vias aereas de
pacientes humanos (Kennedy et al. 1989, Ohnishi et al. 2004, Bisoffi et al. 2013),
devendo ser reconsiderada a luz dos achados posteriores que podem até mesmo
ampliar a sua abrangéncia. Por exemplo, o encontro de quatro fémeas de S. stercoralis
aparentemente férteis junto a 21 larvas rabditoides/g de fragmento de tecido renal de
um cdo imunossuprimido infectado por uma amostra humana do nematodeo (Grove et
al. 1983) sugere a possibilidade de fémeas apresentarem descendéncia em outros
6rgdos que nao do sistema digestivo. Observacgdes semelhantes foram feitas em céo da
raca Beagle infectado com o parasito e submetido & imunossupressdo, sendo um
numero anormal de larvas rabditoides encontrado em diferentes localizacGes e fémeas

parasitas identificadas na traqueia do animal (Schad et al. 1984). Na estrongiloidose
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disseminada experimental em calitriquineo, além da forma infectante, larvas
rabditoides e fémeas parasitas em diferentes graus de desenvolvimento em
localizacBes ectopicas, sobretudo pulmdes (brénquios e traqueia inclusive) e figado
(sem prévia separacdo de vesicula e vias biliares extra-hepaticas), foram achados
comuns. Embora ndo seja provavel que o parasito alcance, via de regra, a maturidade
no pulmé&o do hospedeiro ali produzindo uma geracao de descendentes, pode-se julgar,
mediante 0 exposto, a ocorréncia em pequena escala deste fendmeno como verdadeira.
Adicionalmente, € crivel que fémeas adultas do parasito possam originar novas
geracdes do nematddeo em diferentes 6rgaos do hospedeiro durante a estrongiloidose
complicada.

Considerando a elevada capacidade adaptativa que o S. stercoralis emprega em
seu desenvolvimento, alcancando as fémeas parasitas a sua maturidade sexual em
situacBes especiais mesmo em localizag¢Ges ectopicas, ndo haveria impedimento para
se pensar que durante a infeccdo disseminada algumas larvas do nematédeo poderiam
também se desenvolver por completo nos intestinos do hospedeiro sem necessidade de
migragdo por outros 0rgédos, caracterizando uma forma alternativa de multiplicagéo do
parasito dentro do hospedeiro. De fato, a obrigatoriedade da passagem das formas
larvares de S. stercoralis pelo pulmdo, onde o nematddeo receberia estimulos para o
seu crescimento, € um conceito que tem sido questionado, visto que mesmo nha
primoinfeccdo muitos nematddeos se desenvolvem, pelo menos no modelo canino,
sem necessidade da rota pulmonar (Schad et al. 1989, Mansfield et al. 1995). No
presente estudo, como evidéncias de que todo o desenvolvimento de uma parcela das
larvas de S. stercoralis possa ter ocorrido no tudo digestivo dos saguis, durante a
estrongiloidose disseminada, tém-se a observacdo de todos os estadios evolutivos do
ciclo homogbnico (ovos, L1, L2, L3i, L4 e fémeas) no local e o grande numero de
larvas filarioides e fémeas jovens no intestino delgado dos animais, com uma
proporcao significativa de formas parasitas jovens (superior a 1/3 em dois animais) em
relacdo ao nimero total de fémeas do nematddeo. E possivel que parte destas larvas
filarioides e fémeas jovens observadas no intestino seja proveniente do pulmao,
traqueia, laringe, faringe, eséfago e/ou estdmago. Entretanto, deve-se ainda ter em

conta que nos respectivos intestinos grossos também havia fémeas jovens numa
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proporcdo incomum e que as observacOes intestinais referentes ao grau de
desenvolvimento das fémeas de S. stercoralis (muitas delas ainda jovens), de maneira
complementar a parca recuperacdo de larvas do nematddeo obtida dos pulmdes desses
primatas e a presenca de grande quantidade de larvas na pele de um espécime, podem
também ser consideradas indicativas da ndo ocorréncia de uma migracdo pulmonar
ordenada e em larga escala durante a estrongiloidose experimental complicada.

A expressdo maxima do formidavel potencial plastico que o parasito possui € a
alternancia entre as formas parasitarias e de vida livre. Especificamente em relacéo ao
desenvolvimento homogénico, dependendo de um maior ou menor equilibrio na
relacdo parasito-hospedeiro, modificacGes significativas na biologia do S. stercoralis,
incluindo uma maior capacidade de realizar a autoinfeccdo, podem ocorrer e é possivel
que alteragdes morfométricas e de fertilidade da fémea parasita estejam associadas a
este evento. Kreis (1932) ja observara que os dados morfométricos de Strongyloides de
uma mesma espécie eram extremamente variaveis, inclusive as propor¢des entre
estruturas, as quais podiam se alterar em consequéncia das condicdes fisiologicas e
biolégicas que o nematddeo estava exposto tanto na vida parasitaria quanto no meio
externo. No presente estudo, a andlise morfométrica dos espécimes adultos do
nematddeo obtidos dos saguis mostrou-se compativel com as descricdes disponiveis na
literatura para as fémeas adultas de S. stercoralis (Faust 1933, Little 1966a). No
entanto, em comparacdo aos espécimes oriundos de seres humanos, as médias de
alguns dos parametros morfométricos avaliados foram ligeiramente menores nas
fémeas de S. stercoralis obtidas dos saguis, especialmente dos animais que nao
apresentaram a infeccdo disseminada, fato que pode estar relacionado a aspectos
imunoldgicos inerentes ao hospedeiro.

Viney & Lok (2007) sugeriram que as variacdes frequentemente observadas em
caracteristicas morfologicas de Strongyloides devido a influéncias da resposta imune
do hospedeiro podem inclusive resultar em uma menor aplicabilidade de dados
morfométricos na taxonomia do género. Entretanto, embora a avaliacdo morfologica
possua limitagbes e seja incapaz de separar adequadamente algumas espécies, a
morfometria permanece como a principal metodologia utilizada na taxonomia das

espécies de Strongyloides (Little 1966a, b, Speare 1989). Considerando-se as
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diferencas intraespecificas do parasito num dado hospedeiro, um menor tamanho
associado a uma reducdo na quantidade de ovos intrauterinos foi observado em
espécimes de S. ratti recuperados de ratos, & medida que o tempo de infeccdo
progrediu (Kimura et al. 1999). Além disso, 0 comprimento total e nimero de ovos
nos Uteros de S. venezuelensis foram significativamente maiores em exemplares
recuperados de camundongos da linhagem AKR/J infectados apenas com este parasito
do que nos espécimes do nematddeo obtidos de camundongos desta mesma linhagem
previamente infectados com o Schistosoma mansoni (Gazzinelli & Melo 2008). Ja em
outro estudo sobre a interacdo de S. mansoni e S. venezuelensis em camundongos
(linhagem Swiss) somente pequenas variacdes morfométricas foram identificadas, ndo
se caracterizando sob este aspecto qualquer interferéncia de uma relacdo de
parasitismo sobre a outra (Rosa-Guitti 1995).

Indicios diretos de que a imunidade do hospedeiro interfere no desenvolvimento
do nematddeo, afetando a sua morfologia e particularmente o sistema reprodutor do
parasito, foram primeiramente apresentadas por Baek et al. (2003) que estudaram ratos
infectados e reinfectados, estes apds a cura esponténea, pelo S. venezuelensis. As
fémeas parasitas oriundas dos roedores reinfectados  apresentaram-se
significativamente menores e com as estruturas reprodutoras visivelmente desfiguradas
a microscopia de luz.

Martins (2004) observou que fémeas de S. venezuelensis em camundongos da
linhagem AKR/J imunossuprimidos pela DEX apresentaram comprimento total e
fecundidade significativamente maiores que no grupo controle, enquanto em roedores
da linhagem NIH, um maior tamanho dos parasitos somente foi verificado quando a
administracdo do glicocorticoide se associou ao tratamento com antibiético de amplo
espectro (ceftazidima). Esta autora sugeriu que a maior ou menor concentracdo na
mucosa dos camundongos de substancias, como glicosaminoglicanos sulfatados
liberados por mastdcitos (Maruyama et al. 2000, Onah & Nawa 2004), em principio,
dependentes de fatores ligados ao hospedeiro e ao tratamento pelas drogas, poderia
estar relacionada a esses achados. O maior desenvolvimento das fémeas de S.
venezuelensis em camundongos AKR/J tratados com a DEX foi corroborado por

Gazzinelli (2005), inclusive em experimentos relativos a reinfec¢do de animais com
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cura espontanea prévia. Quando um novo inéculo de L3i foi administrado a estes
camundongos imunizados, a quantidade de mastdcitos intestinais  foi
significativamente maior. Entretanto, a imunossupressdo dos roedores pela DEX
reverteu este quadro e possibilitou um adequado desenvolvimento do S. venezuelensis,
cujo comprimento total e fecundidade foram superiores ao observado em
camundongos com a infeccdo priméaria. Em um estudo semelhante (Viney et al. 2006),
demonstrou-se que as fémeas de S. ratti de ratos imunizados tinham menor tamanho e
fecundidade que aquelas de animais controles. Entretanto, ap6s imunossupressdo, o
potencial de producdo de ovos do parasito nos roedores previamente submetidos ao
protocolo de imunizagéo foi restabelecido, embora o menor tamanho tenha sido apenas
parcialmente revertido.

No presente estudo, é provavel que alteracdes imunoldgicas no hospedeiro
experimental expliguem também as diferencas morfométricas observadas entre os
exemplares de S. stercoralis recuperados de saguis apresentando as duas formas
clinicas da estrongiloidose. As fémeas parasitas provenientes de casos da doenca
complicada, cujos primatas possivelmente apresentando algum grau de deficiéncia
imunoldgica (pelo menos frente a infecgdo pelo S. stercoralis) podem ter favorecido o
desenvolvimento do parasito, exibiram médias significativamente maiores nos
comprimentos total do corpo, esdfago e cauda, além de uma maior distancia entre a
boca e a vulva, em comparacdo com as respectivas médias destes mesmos parametros
dos exemplares de S. stercoralis recuperados de saguis com a estrongiloidose ndo
complicada. Ademais, a sugestdo realizada anteriormente de que fémeas de S.
stercoralis poderiam apresentar maior fertilidade nos animais com a estrongiloidose
complicada € também sustentada pela observacdo de um maior nimero médio de ovos
intrauterinos nos nematodeos recuperados dos primatas que morreram com a infecgédo
disseminada. Nestes casos, é dificil conceber que a producéo de ovos e larvas por um
nimero cada vez maior de fémeas do parasito em sinergismo com uma maior
fertilidade individual do nematddeo no hospedeiro calitriquineo ndo acarretaria a sua
morte.

De fato, notdrias diferencas anatomoclinicas foram observadas entre 0s casos

das infeccdes ndo complicada e complicada pelo S. stercoralis no modelo
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calitriquineo, cujos achados podem ser confrontados de modo sintético pela
comparacdo das taxas de letalidade nos dois grupos de animais. Na doenga
complicada, observada ap6s um ciclo de tratamento com a DEX, a letalidade foi 100%
(3/3), enquanto que nos respectivos controles, 0s quais apresentaram a estrongiloidose
intestinal e cujo pareamento considerou o nimero e a origem das L3i inoculadas, foi
zero (0/3).

Exames macroscopicos e microscépicos, realizados em todos 0s seis primatas
que evoluiram para o Obito e em um espécime eutanasiado, permitiram estabelecer a
relacdo anatomoclinica, confirmando-se os quadros de enterocolite de diferentes graus
sugeridos pelas manifestac6es clinicas (cuja diarreia foi comum) e explicando os casos
de dispneia (mormente devido a diferentes fatores como pneumonite intersticial,
enfisema vicariante, edema e hemorragia, tromboembolismo e/ou infecgdo bacteriana
secundaria).

Em linhas gerais, a macroscopia e microscopia referentes aos exemplares de C.
penicillata experimentalmente infectados com o S. stercoralis estdo de acordo com 0s
resultados previamente obtidos por meio de necropsias e bidpsias realizadas em
pacientes humanos apresentando as formas ndo complicada e complicada da
estrongiloidose (Silva et al. 1959, Coutinho et al. 1961, De Paola 1962, De Paola et al.
1962, Andrade & Caymmi-Gomes 1964, Poltera 1972, Velloni 1975, Laudanna et al.
1978, Caymmi-Gomes 1980, Genta & Caymmi-Gomes 1989, Coutinho et al. 1996,
Trajman et al. 1997, Kinjo et al. 1998, Thompson et al. 2004, Arévalo & Cerrillo 2006,
Kishimoto et al. 2008), sendo concordantes com a informacdo disponivel para o
parasitismo natural de primatas ndo humanos e céo (De Paoli & Johnsen 1978, Harper
et al. 1982, Dillard et al. 2007) e também infeccdes experimentais nas quais foram
utilizadas o modelo canino (Grove et al. 1983, Genta et al. 1986), macaco-patas
(Harper et al. 1984) ou gerbil (Kerlin et al. 1995). Entretanto, nesses estudos,
preponderantemente descritivos, ha divergéncias pontuais. As mais comuns dizem
respeito a inducdo de reacdo inflamatoria pelas fémeas parasitas de S. stercoralis, a
presenca ou ndo de polimorfonucleares no infiltrado celular e a patogénese pulmonar
(Coutinho et al. 1961, De Paola 1962, De Paola et al. 1962, Andrade & Caymmi-
Gomes 1964, Velloni 1975, De Paoli & Johnsen 1978, Laudanna et al. 1978, Harper et
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al. 1982, 1984, Grove et al. 1983, Genta et al. 1986, Coutinho et al. 1996, Trajman et
al. 1997).

E possivel que o conjunto das lesbes anatomopatoldgicas associado aos
respectivos Obitos e observado a necropsia dos saguis ndo imunossuprimidos (P3, P4,
P11 e P14) seja mais significativo que o que seria verificado nos outros oito saguis ndo
tratados com a DEX caso fossem necropsiados. De fato, presume-se que estes ultimos
apresentaram a estrongiloidose intestinal estrita, uma vez que evoluiram para a cura
espontanea.

Entretanto, como n&o houve relagdo direta entre a morte dos saguis que nédo
receberam a DEX e a gravidade das alteragcbes nos respectivos sistemas digestivos,
uma avaliacdo da cinética das lesdes intestinais foi possivel, apesar da potencial
limitacdo advinda da utilizagcdo de uma amostra de conveniéncia. De fato, informacdes
interessantes sobre a evolugdo do processo de parasitismo na auséncia de disseminacéo
do S. stercoralis foram obtidas pela anatomopatologia intestinal desses animais
(exceto de P11 cujo Obito deu-se aos 3 DPI), cujos danos em seus intestinos foram
menos graves do que o observado em saguis que tiveram a doenca disseminada (P2,
P6 e P8).

Apds a chegada e a implantacdo do S. stercoralis no intestino do hospedeiro
experimental um intenso infiltrado inflamatério na l&mina propria da mucosa
constituido por células mononucleares foi desencadeado e atrofia de vilosidades e
hiperplasia de criptas intestinais foram verificadas. Entretanto, a medida que a
infeccdo progrediu, na auséncia de hiperinfeccdo ou disseminacdo do parasito, as
alteracOes intestinais tornaram-se mais brandas ou mesmo ausentes em algumas areas,
havendo tecido de granulacdo e fibrose na submucosa intestinal, uma caracteristica de
processos patoldgicos intestinais crénicos que sucede as lesdes agudas (Pucilowska et
al. 2000, Rieder et al. 2012). Adicionalmente, a ocorréncia de hipertrofia e hiperplasia
de foliculos linfaticos esplénicos restrita a periodos correspondentes as semanas
iniciais da infeccdo, pelo menos nos saguis apresentando a estrongiloidose néo
complicada, pode também sugerir que com a evolucdo do processo de parasitismo um

maior equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro tenha sido atingido, talvez com a
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participacdo de produtos do nematdédeo imunologicamente ativos levando a uma
inflamacdo menos intensa, ou seja, uma modulacdo da resposta imune.

A inducdo pelo parasito de modificacdes na resposta do hospedeiro € comum
em infeccdes, principalmente crénicas, por diferentes helmintos (Maizels et al. 2004,
Hoerauf et al. 2005, van Riet et al. 2007). Fenémenos regulatoérios diversificados estdo
envolvidos nestes processos de imunomodulacdo cujo objetivo € impedir reactes
imunes intensas ao parasito e assim possibilitar a sua sobrevivéncia por longos
periodos. Concomitantemente, a ocorréncia de lesbes patoldgicas graves é prevenida,
evitando danos significativos e a morte do hospedeiro, cuja sobrevivéncia €
fundamental para a perpetuacdo da espécie parasita.

Dentre os mecanismos de evasdo da resposta imune utilizados por helmintos
para impedir a sua eliminacdo, cita-se a secrecdo de analogos de citocinas regulatorias,
a inducdo da proliferacdo de populacGes de celulas T regulatdrias e da expressdo de
receptores regulatdrios, a apoptose de células inflamatorias, bem como alteracdes
funcionais de células apresentadoras de antigeno e da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatdrias (Chow et al. 2000, Loke et al. 2000, Whelan et al.
2000, Pritchard e Brown 2001, Semnani et al. 2003, Maizels et al. 2004, Hoerauf et al.
2005, van Riet et al. 2007, Blankenhaus et al. 2011, Gazzinelli-Guimarées et al. 2013).

Na estrongiloidose experimental, Wang et al. (2001) observaram que o inéculo
de L3i de S. stercoralis em camundongos suprimia a reposta alérgica pulmonar
induzida pela administracdo de ovalbumina. Mais recentemente, constatou-se que a
infeccdo pelo S. ratti pode favorecer a proliferacdo de células T regulatorias, afetando
a reposta imune e a eliminacdo do parasito (Blankenhaus et al. 2011), alem de
interferir na resposta humoral do hospedeiro experimental pela modulacdo da resposta
de células T e ndo de células B (Hartmann et al. 2012). Além disso, durante a infeccéo
de seres humanos pelo S. stercoralis, ha evidéncias de uma maior frequéncia de
apoptose juntamente a uma reducdo na capacidade de proliferacdo das células
epiteliais intestinais (Werneck-Silva et al. 2006). A observacédo, no presente estudo, de
que a apoptose de leucocitos constituintes do infiltrado inflamatério presente no
intersticio pulmonar e na mucosa intestinal dos saguis ocorre durante a estrongiloidose

experimental, permite pensar que o S. stercoralis, assim como outros nematodeos
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intestinais (Chow et al. 2000, Gazzinelli-Guimaraes et al. 2013), é capaz de induzir o
processo de morte celular de células do sistema imune do hospedeiro como um
mecanismo de evasdo. Como a morte celular programada foi observada nos pulmdes ja
aos trés DPI, durante a migracéo larvar primaria, ha indicios que ndo apenas as fémeas
adultas sdo capazes de induzir a ocorréncia de apoptose. Embora possiveis antigenos
do parasito relacionados a estes achados necessitem ainda ser identificados, chama a
atencdo a ocorréncia do fenbmeno em células imunes distantes do local primario de
parasitismo, uma vez que além da mucosa (epitélio e lamina prépria), células em
apoptose foram observadas na submucosa, subserosa e em leucdcitos circulantes (in
situ) de C. penicillata infectados com o parasito.

Uma relacdo evidente entre a ocorréncia e a intensidade do exsudato
inflamat6rio com a presenca de fémeas adultas de S. stercoralis na mucosa intestinal
do hospedeiro durante a estrongiloidose intestinal natural ou experimental ndo foi
notada. Pode-se considerar que a completa auséncia ou a presenca de reacOes
inflamatorias discretas a histopatologia em éareas adjacentes ao parasito, fatos
observados previamente (Coutinho et al. 1961, Laudanna et al. 1978, Grove et al.
1983, Trajman et al. 1997) e no presente estudo, particularmente em hospedeiros
imunocompetentes, sejam mais do que somente consequéncia, também um indicativo
da capacidade imunomodulatéria do S. stercoralis.

Por outro lado, enquanto que em casos humanos assintomaticos e
oligossintomaticos alteragcdes extraintestinais ndo foram relatadas e as intestinais
mostraram-se usualmente brandas ou inexistentes a bidpsia (Silva et al. 1959,
Coutinho et al. 1961, Laudanna et al. 1978, Coutinho et al. 1996, Trajman et al. 1997),
autopsias de casos da forma complicada indicam que o0 acometimento extra-intestinal é
comum e que as enterocolites podem ser classificadas em sua maioria como
edematosas ou ulcerativas (De Paola 1962, De Paola et al. 1962, Andrade & Caymmi-
Gomes 1964, Poltera 1972, Caymmi-Gomes 1980, Genta & Caymmi-Gomes 1989;
Kinjo et al., 1998). No presente estudo, mesmo ao se realizar uma comparacao restrita
a anatomopatologia intestinal das formas ndo complicada e complicada da
estrongiloidose, possivel mediante o uso do modelo calitriquineo, diferencas na

intensidade, tipo e gravidade de lesGes foram também identificadas. Embora seja um
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achado até certo ponto esperado, deve ser ressaltado que para a infeccdo pelo S.
stercoralis ainda ndo o fora experimentalmente demonstrado e que as informacoes
mencionadas referentes a infeccdo humana nunca foram analisadas em conjunto,
encontrando-se os resultados dispersos na literatura.

Combinacdes de quadros de enterite catarral ou edematosa com a auséncia de
colite ou colite edematosa foram observadas durante a estrongiloidose experimental
ndo complicada em saguis. Entretanto, dentre os primatas com a forma complicada, as
manifestacdes foram mais significativas, como esperado, havendo enterite edematosa
ou ulcerativa, em todos os casos, associada a colite edematosa. O entendimento das
causas relacionadas a esta grande variabilidade observada nas caracteristicas das les6es
intestinais € um desafio ainda atual, embora diferentes mecanismos tenham ja sido
propostos como possivel explicacdo (De Paola 1962, De Paola et al. 1962, Andrade &
Caymmi-Gomes 1964, De Paoli & Johnsen 1978, Caymmi-Gomes 1980).

Inicialmente, a patogenia da enterite alta desencadeada pelo S. stercoralis, nas
suas apresentacOes edematosa e ulcerativa, foi considerada como resultante da
obstrucdo linfatica causada pela migracdo de larvas do parasito (De Paola 1962, De
Paola et al. 1962). Sugeriu-se que o edema observado durante a estrongiloidose
humana pode ser resultado direto do processo inflamatério ou de uma deficiéncia
proteica do hospedeiro. Entretanto, a patogénese da enterite foi relacionada, sobretudo,
a invasdo de vasos linfaticos por larvas do S. stercoralis, acarretando obstrucéo, endo e
perilinfangite associadas a rea¢fes granulomatosas, linfangiectasia e edema da mucosa
e submucosa que pode levar a hipotonia do 6rgdo, bem como ao alargamento das
criptas e alteragdes de vilosidades, apagamento das pregas da mucosa e consequente
reducdo da area de absorcdo intestinal. Ainda de acordo com esses autores (De Paola
1962, De Paola et al. 1962), é possivel que a atrofia verificada na mucosa do
hospedeiro favoreca a invasdo bacteriana e a ocorréncia de ulceracdes, ampliando o
edema e induzindo o surgimento de infiltrados inflamatérios, formacdo de tecido de
granulacdo e fibrose. Nestas circunstancias, o intestino pode se tornar rigido, por vezes
estreitado, caracterizando um quadro anatémico irreversivel.

No presente estudo, constipacgéo intestinal foi observada em alguns saguis e um

tnico primata (P8) apresentou clinica sugestiva de ileo paralitico. E possivel que estes
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achados estejam relacionados as mudancas de motilidade advindas do edema e fibrose,
os fatores mais importantes na génese destas manifestagdes (Caymmi-Gomes 1980).
Entretanto, ganglios ou nervos mesentéricos podem também ser diretamente lesados
pela presenca de larvas do parasito ou afetados pela inflamacdo adjacente (Cardoso
1959, Velloni 1975, De Paoli & Johnsen 1978).

Andrade & Caymmi-Gomes (1964) afirmaram que apesar da ocorréncia de
areas localizadas de enterite e fibrose, em alguns casos de estrongiloidose, ser
compativel com a ideia proposta por De Paola (1962) sobre a obstrucdo linfatica
relacionada a larvas do nematddeo em migracao, nos casos por eles autopsiados, larvas
de S. stercoralis foram raras no intestino delgado (duodeno e jejuno, principalmente) e
comuns no intestino grosso, sendo inversa a distribuicdo das areas de ocorréncia de
edema e fibrose, as quais ocorreram principalmente no intestino delgado.

Tendo em conta o maior nimero de adultos e larvas nos intestinos delgado e
grosso dos saguis com a estrongiloidose complicada e a gravidade dos danos teciduais,
ainda mais na camada epitelial e 1dmina propria da mucosa do duodeno e jejuno, é
provavel, assim como proposto por De Paoli & Johnsen (1978) e Caymmi-Gomes
(1980), que a invasdo da parede intestinal por larvas de S. stercoralis, embora
frequente e também relacionada a génese de lesdes, ndo caracterize um fator
indispensavel para a ocorréncia das enterites edematosa e ulcerativa. Estes autores
afirmaram que lesbes graves ocorreram independentemente do processo de
autoinfeccdo indicando que a presenca do parasito em regides mais superficiais do
6rgdo pode ser mais importante na génese das lesbes do que se habitualmente
imaginava. Além disso, relacionaram de forma clara o encontro de erosdes e ulceras
mais extensas e graves no duodeno e na parte proximal do jejuno a maior populacédo
parasitaria comumente verificada nestas localizacdes.

Observacbes em gibdes infectados pelo S. stercoralis (De Paoli & Johnsen
1978) propiciaram uma explicacdo complementar para a etiopatogénese da enterite, a
qual também é corroborada por achados obtidos em calitriquineos no presente estudo.
Os autores aludem a um aspecto pouco lembrado da biologia do S. stercoralis e

afirmam que é possivel que larvas rabditoides tambem estejam associadas a formacao
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de erosdes e ulceras no intestino delgado dos catarrinos estudados, considerando que
distalmente a quantidade de larvas na mucosa também decresce.

Oudendal (1926), em detalhado estudo anatomopatoldgico baseado na autopsia
de dois aborigenes da ilha de Java, relatou o encontro de ovos de S. stercoralis no
interior de cavidades por ele denominadas campos (Felder) ou cdmaras (Eikaemmern).
Estas cdmaras contendo usualmente de dois a quatro ovos do parasito foram descritas
como sendo delimitadas por finas camadas de tecido do hospedeiro constituidas pela
juncéo de células epiteliais adelgacadas e comprimidas uma nas outras. De acordo com
este autor, as fémeas de S. stercoralis podem penetrar diretamente na mucosa ou por
uma abertura glandular natural, além de passar do fundo de uma cripta para outra ao
perfurar a parede delgada que separa elementos glandulares contiguos. Entretanto,
apos a eclosdo, as larvas tendem a romper o epitélio e as glandulas para atingir a luz
intestinal, ndo utilizando a abertura natural, assim como também posteriormente
observado por De Paoli & Johnsen (1978) e Dionisio et al. (2000).

De Paoli & Johnsen (1978) realizaram observacGes semelhantes e concluiram
que no duodeno e jejuno proximal do hospedeiro, fémeas parasitas de S. stercoralis
penetram o epitélio da mucosa por entre camadas de células epiteliais, formando tuneis
intraepiteliais, nos quais vivem e depositam 0s seus ovos. Segundo os autores, apés a
eclosdo, as larvas rabditoides, ao romper as paredes destes tuneis, provocam lesdes
focais relacionadas ndo apenas a danos mecanicos, mas também a atividade enzimatica
do parasito, que desencadeiam um infiltrado inflamatdrio rico em polimorfonucleares.
Entretanto, com o constante aumento da quantidade de S. stercoralis devido a
autoinfeccdo, o nimero de novas lesdes pode ultrapassar a capacidade de regeneracao
do intestino, acarretando a coalescéncia de erosbes e pequenas ulceracdes e
favorecendo a atrofia das vilosidades, assim com a ocorréncia de infec¢do secundéria e
de Ulceras graves, complicacdes estas observadas no presente estudo, principalmente
durante a estrongiloidose experimental complicada, na qual elevadas intensidades de
infeccdo, incluindo um grande nimero de larvas rabditoides, foram encontradas no
intestino delgado dos animais experimentais.

Grove et al. (1983) em cdo necropsiado e Dionisio et al. (2000) em bidpsia

humana também relataram ovos e larvas de S. stercoralis dentro de estruturas bem
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delimitadas, as quais foram chamadas nestes estudos de vacuolos. Os dados
apresentados no presente estudo indicam que estes elementos podem ser na verdade
areas de expansdo dos tuneis estruturados e utilizados pelo parasito, sendo a
denominacdo de camaras de ovos, primeiramente proposta, mais adequada.

E interessante que em saguis apresentando a forma disseminada, &
histopatologia e a analise do raspado intestinal, os tlneis foram consideravelmente
mais raros do que o observado nos outros primatas. Este fato é de facil compreensao,
ao se considerar que enterocitos participam da constituicdo destas estruturas (De Paoli
& Johnsen 1978, Dionisio et al. 2000) e que a camada epitelial da mucosa do intestino,
durante a estrongiloidose experimental complicada em C. penicillata, mostrou-se
significativamente deteriorada em muitas regifes ou mesmo completamente destruida.
No entanto, tlneis na lamina propria da mucosa foram as vezes observados e embora
ndo se possa descartar que tenham também uma origem epitelial, outros mecanismos
devem ser considerados.

A formacéo e constituicdo dos tdneis e das caAmaras de ovos permanecem pouco
conhecidas. No presente estudo, alteragdes na forma dos enterécitos, incluindo dos
respectivos nucleos, que se tornaram alongados e aptos a envolver o parasito, foram
frequentemente observadas. A superficie destas células encontrava-se recoberta por
uma camada delgada de substancia eosinofilica cuja origem é desconhecida, mas que
pode ter sido produzida pelo S. stercoralis. A atividade litica advinda do contato direto
do parasito com células epiteliais foi proposta ha um longo tempo (Faust 1935) e ainda
€ um conceito valido, sendo possivel que ocorram também alteracdes celulares nédo
letais igualmente induzidas por produtos do parasito. Dionisio et al. (2000), por meio
de microscopia eletronica de transmissdo, confirmaram que os ovos de S. stercoralis
encontravam-se dentro de “vacuolos parasitoforos” [sic] delimitados por células
epiteliais (enterdcitos) transformadas cujos nucleos estavam também alongados, mas
sem haver anomalias mitocondriais e de qualquer outra organela. Observaram ainda
que a superficie das células do hospedeiro estava difusamente coberta por uma camada
de aspecto piloso que se opunha aos ovos e larvas recém-eclodidas, sendo sugerido
que a estrutura possivelmente seria formada por elementos do parasito e do hospedeiro

como residuos de células necréticas ou de complexos antigeno-anticorpos.
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E relevante o fato de que nos casos mais graves de enterite observados durante a
estrongiloidose em saguis, fémeas adultas e larvas do parasito foram visualizadas
envoltas por intenso infiltrado inflamatorio na mucosa dos primatas, ao contrério do
que ocorre na estrongiloidose intestinal. Este achado indica que possivelmente os
tlneis isolam com graus variados de eficiéncia o S. stercoralis do seu hospedeiro e
podem propiciar um maior equilibrio na relacdo de parasitismo e assim prevenir
reacOes inflamatdrias mais significativas e lesivas. De fato, é possivel que quando
presentes, estas estruturas funcionem como uma barreira que impede que algumas
moléculas produzidas pelo nematddeo atinjam os tecidos do hospedeiro ao tempo que
0 parasito fica preservado da resposta imune a ele direcionada. Uma maior atengéo a
estes aspectos € desejavel em estudos futuros referentes a patogénese das formas leves
e graves da estrongiloidose.

Similar ao verificado para o S. stercoralis, em roedores infectados pelo S.
venezuelensis, a fémea parasita € capaz de invadir a camada epitelial da mucosa
intestinal do hospedeiro formando tuneis (Maruyama et al. 2000, 2003). Estes
pesquisadores demonstraram que moléculas de adesdo produzidas pelas glandulas
esofagicas de vermes adultos, cuja secrecdo antecede a invasdo da mucosa do
hospedeiro pelo nematddeo, sdo necessarias para a fixacdo do parasito a superficie de
células intestinais, embora suas funcBes superem um simples mecanismo indutor de
aderéncia. As moléculas de adesdo permanecem sendo continuamente produzidas e
secretadas in vivo pelo S. venezuelensis e s@o constituintes do revestimento dos tineis
formados pelas fémeas parasitas na mucosa intestinal dos roedores. Como estas
moléculas formam um complexo insolavel in vitro, Maruyama et al. (2003) sugerem
que a parede dos tdneis pode impedir a difusdo de macromoléculas, inclusive de
fatores quimiotaticos para eosinofilos derivados do parasito, uma vez que estas células
nédo sdo encontradas nas adjacéncias de adultos de S. venezuelensis, mas se acumulam
rapidamente ao redor de larvas do parasito em migracéo.

No presente estudo, os infiltrados inflamatorios resultantes da presenca de
elementos parasitarios foram constituidos principalmente por células mononucleares,
corroborando observagdes prévias (De Paola 1962, De Paola et al. 1962, Andrade &

Caymmi-Gomes 1964, Velloni 1975). Entretanto, em cées e catarrinos ndo humanos
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(Hylobates lar e E. patas), uma clara participacdo de neutrofilos na patologia da
infeccdo pelo parasito foi relatada (De Paoli & Johnsen 1978, Harper et al. 1984,
Genta et al. 1986). Uma justificativa para as diferencas entre estes estudos, apesar de
nédo se poder descartar que neutréfilos estejam participando diretamente da resposta as
larvas de S. stercoralis (Galioto et al. 2006, Bonne-Année et al. 2013), é a ocorréncia
de infeccdo bacteriana secundéria verificada comumente quando hé enterite ulcerativa
que pode favorecer a constituicdo de microabscessos (Faust 1935, De Paola 1962,
Andrade & Caymmi-Gomes 1964, Dillard et al. 2007) e a consequente disseminacao
de germes pelo organismo do hospedeiro em virtude da perda da solucdo de
continuidade da mucosa intestinal ou pelo carreamento direto de bactérias pelo
nematodeo (Woodruff 1968, Carvalho et al. 1980, Caymmi-Gomes 1980).

Como observado para o intestino delgado dos saguis, as lesdes do intestino
grosso foram mais significativas na forma complicada da estrongiloidose
experimental, quando o processo de autoinfec¢do ocorre com maior frequéncia, sendo
a resposta inflamatdria semelhante em ambos os 6rgaos. Estd bem estabelecido que €
no intestino grosso que a maioria das larvas autoinfectantes de S. stercoralis penetram
e que as mesmas, e ndo as formas adultas, estdo intimamente ligadas a génese da colite
que é caracterizada principalmente por edema e fibrose, sobretudo da submucosa
(Ophiils 1929, Torres & Azevedo 1938, Faust & Groat 1940, De Paola 1962, De Paola
et al. 1962, Velloni 1975, De Paoli & Johnsen 1978, Caymmi-Gomes 1980, Harper et
al. 1984). De fato, nestes estudos, as camadas submucosa e muscular do 6rgéo foram
relatadas como sedes da inflamacéo induzida pela migracdo das larvas do parasito.
Entretanto, assim como também observado em saguis no presente estudo, Velloni
(1975) mencionou o acometimento da subserosa em grande frequéncia nos casos
humanos de hiperinfeccdo e disseminagdo do parasito por ele estudados.

E possivel que as caracteristicas anatdmicas dos calitriquineos estudados
estejam relacionadas ao acometimento significativo da serosa do intestino grosso
durante a estrongiloidose complicada experimental. Este achado permite admitir uma
via de migracdo direta das larvas de S. stercoralis por todas as camadas do 6rgdo, pela
qual a forma larvar do parasito, partindo da luz intestinal poderia atingir a cavidade

peritoneal do primata. As reac¢@es inflamatdrias mais intensas observadas ao redor do

164



nematddeo na camada serosa do intestino grosso do hospedeiro poderia refletir ainda
um maior numero de larvas do parasito mortas nesta regido que se encontra distante do
local de penetracdo, bem além da rica rede de vasos linfaticos da submucosa pela qual
elas parecem frequentemente deixar o tubo digestivo (De Paola 1962, De Paola et al.
1962).

Nos casos fatais de infeccdo pelo S. stercoralis, parte deles associada a algum
fator imunossupressor, a migracéo das larvas por tecidos do hospedeiro, na maioria das
vezes, nao despertou qualquer reacédo inflamatoria ou a mesma foi discreta (Andrade &
Caymmi-Gomes 1964, Purtilo et al. 1974, Harper et al. 1984, Genta et al. 1986).
Larvas preservadas normalmente ndo apresentaram reacfes inflamatorias a seu redor,
enquanto aquelas em processo de decomposicdo mostraram-se envoltas por alguns
poucos macrofagos, plasmaocitos e células gigantes tipo corpo estranho (Andrade &
Caymmi-Gomes 1964, Velloni 1975), achado este corroborado, em geral, no presente
estudo.

Caymmi-Gomes (1980) considerou que pelo menos na forma grave da
estrongiloidose, granulomas tipicos ndo foram encontrados e as larvas destruidas
foram englobadas por uma reacdo celular contendo células mononucleares e gigantes,
sem nunca haver a participacdo de células epitelioides e fibrose reparadora. Entretanto,
reacOes granulomatosas contendo eosinofilos, células mononucleares e algumas
células gigantes, possivelmente reveladoras da reacdo tecidual ao S. stercoralis em
individuo imunocompetente com hipersensibilidade ou algum grau de imunidade ao
parasito, foram associadas a destruicdo de larvas do nematddeo (Stemmermann 1961,
De Paola 1962, De Paola et al. 1962, De Paoli & Johnsen 1978). Achados histologicos
similares a estes foram, algumas vezes, identificados na subserosa dos saguis P2 e P8.

Os relatos post mortem referentes as lesdes pulmonares tém sido variados e
realizados para casos de estrongiloidose complicada em humanos ou cées (infeccéo
experimental), ndo sendo as lesdes, comumente graves hemorragias, relacionadas de
forma direta a presenca de larvas do nematdédeo migrando pelo 6rgdo, uma vez que
seccdes de elementos parasitarios muitas vezes estdo ausentes ou sdo visualizados em
pequeno numero em areas muito acometidas (Andrade & Caymmi-Gomes 1964,
Velloni 1975, Grove et al. 1983, Genta et al. 1984, 1986). Esta particularidade ja fora
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reportada em primatas ndo humanos infectados pelo S. stercoralis (De Paoli &
Johnsen 1978, Harper et al. 1984) e foi também identificada na estrongiloidose
experimental de saguis. De fato, no presente estudo, embora haja indicios de uma
maior migracdo de larvas do parasito pelo pulmdo durante a primoinfeccdo, larvas
integras ndo foram visualizadas a microscopia do 6rgdo nos primatas com a doenca
disseminada, a despeito da ocorréncia de alteraces como edema e hemorragias intra-
alveolares (recentes e antigas conforme indicado por depdsitos de hemossiderina),
pneumonite intersticial, fenbmenos tromboembdlicos e infarto.

A relativa escassez de larvas recuperadas pelo método de Baermann-Moraes,
somada a gravidade das lesbes e a usual auséncia do parasito a histopatologia
pulmonar dos saguis, sugere que provavelmente, além dos potenciais danos causados
diretamente pelo S. stercoralis, ocorram mecanismos patogénicos alternativos,
particularmente no pulméo, como previamente sugerido (Andrade & Caymmi-Gomes
1964, De Paoli & Johnsen 1978, Genta et al. 1984, 1986, Harper et al. 1984). Néo
obstante, a lesdo mecanica de vasos pulmonares durante a passagem das larvas do
intersticio do érgdo para a luz dos alvéolos foi considerada por alguns autores (Brown
& Perna 1958, Huchton & Horn 1959, Poltera 1974, Caymmi-Gomes 1980) como o
fator mais importante envolvido na génese das manifestacdes hemorragicas alveolares,
multifocais ou difusas, bastante frequentes na estrongiloidose fatal. Velloni (1975)
apresentou criticas pertinentes a esta hipétese, a qual implicaria na existéncia de uma
relacdo direta entre as zonas de hemorragia e a quantidade de formas larvares, fato ndo
observado em sua extensa série de autdpsias. Segundo este autor, além da raridade ou
mesmo auséncia de larvas do nematodeo ao longo das areas hemorrégicas, a ideia de
lesGes diretamente provocadas pelo parasito ndo é sustentada pelo achado anatdmico
de larvas de S. stercoralis em areas pulmonares incolumes.

As explicacdes ja propostas para a génese das hemorragias pulmonares por
mecanismos ndo diretamente relacionados a migracdo das larvas do parasito sdo quase
completamente especulativas, mas fendmenos imunoalérgicos sdo mais comumente
aceitos (Velloni 1975, De Paoli & Johnsen 1978, Genta et al. 1984, Harper et al.
1984). Além de debilidades capilares por mecanismos imunes que poderiam favorecer

0 extravasamento sanguineo, Andrade & Caymmi-Gomes (1964) aventaram ainda a
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possibilidade de ocorréncia de distarbios locais na coagulacdo sanguinea, inclusive de
uma variacdo do fenémeno de Sanarelli-Shwartzman restrito ao 6rgédo. Este fenémeno,
classicamente induzido por dois indculos consecutivos de endotoxina em animais de
laboratorio (24 horas de intervalo entre as doses), caracteriza um modelo para o estudo
do choque séptico e da CIVD humana (Slofstra et al. 2006, Berthelsen et al. 2011).
Inicialmente ocorre um estado de hipercoagulabilidade o qual é seguido por uma
acentuada hipocoagulabilidade devido ao rapido e progressivo esgotamento dos fatores
hemostaticos, havendo uma tendéncia a ocorréncia de hemorragia in vivo apesar de
trombos compostos por fibrina serem achados comuns a necropsia (Lasch et al. 1967).
Durante a reacdo de Sanarelli-Shwartzman, verifica-se uma liberacéo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, INF-y e IL-1) por macrofagos ativados em areas de inflamacéo
sem uma participacdo importante de linfécitos T, as quais estimulam as células
endoteliais a produzirem prostaglandinas, interleucina-6 (IL-6) e fatores pro-
coagulantes, acarretando lesdo endotelial, acimulo de neutr6filos, aumento da
agregacdo plaquetaria, trombose com oclusdo vascular e inibicdo da fibrindlise, além
de isquemia, infarto e necrose (Azulay-Abulafiaa & Spinelli 2005, Slofstra et al. 2006,
Berthelsen et al. 2011).

Fendmenos hemorragicos e tromboembolicos foram observados nos pulmdes
dos saguis em ambas as formas das estrongiloidose experimental, mas foram
proporcionalmente mais comuns nos primatas com a doenca complicada. Além das
manifestacbes pulmonares, trombos em vasos intra-hepaticos e em veias renais e
microtrombos em sinusoides e também nos glomérulos de animais que evoluiram para o
6bito sdo indicios da ocorréncia do fendmeno de Sanarelli-Shwartzman e de CIVD
(Lasch et al. 1967, Esaki et al. 1984). Lesdes hepaticas foram encontradas em elevada
incidéncia em pacientes autopsiados cuja causa mortis foi a coagulopatia de consumo,
apesar da visualizacdo de trombos em glomérulos, a histopatologia renal, ser
classicamente considerada a caracteristica anatomopatoldgica mais sugestiva da
presenca da CIVD (Esaki et al. 1984). No presente estudo, o diagnostico de CIVD
pode ser estabelecido de forma segura para os animais P2 e P8 que apresentaram
alteracbes pulmonares, hepaticas e renais compativeis, embora fendmenos

tromboembolicos tenham também sido observados nos saguis P4 e P11.
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Adicionalmente, a hematoscopia de pelo menos um animal (P2), apresentando a
estrongiloidose disseminada, foram observados esquizécitos (dados ndo mostrados),
um forte indicativo de migroangiopatias (Burns et al. 2004, Deng et al. 2013). A
ocorréncia de CIVD em saguis foi previamente relatada por Carrion et al. (2011), em
estudo experimental sobre febres hemorragicas induzidas por filovirus utilizando-se
Callithrix jacchus como modelo. Neste ensaio, todos os primatas infectados por
Ebolavirus desenvolveram, semelhantemente ao observado em humanos infectados
por este virus, coagulopatia de consumo e microtrombos glomerulares foram
observados.

No presente estudo, constatou-se ainda nos saguis a ocorréncia de “figado
cardiaco” associado a um menor ou maior grau de acometimento hepatico, sugerindo
hiperemia passiva. E provavel que a degeneracio e necrose de hepatdcitos observadas
nos lébulos do 6rgdo sejam decorrentes da insuficiéncia cardiaca relacionada
principalmente & sobrecarga das cAmaras direitas que resulta do aumento da resisténcia
vascular pulmonar relacionada a congestdo, edema, hemorragia e tromboembolismo
que podem associar-se a ocorréncia de cor pulmonale (Ghofrani et al. 2006,
Weitzenblum & Chaouat 2009). No entanto, ndo é possivel descartar que um choque
séptico tenha também contribuido para o delineamento destes quadros.

Considerando os estudos referentes a casos humanos de infeccdo pelo S.
stercoralis, a presenca de trombos no figado e mais frequentemente no pulméo foi
relatada em autopsias (Caymmi-Gomes 1980). Neste estudo, em meio a 73 casos,
cinco pacientes apresentaram tromboembolismo pulmonar significativo e outros dez
tinham trombos em ramos arteriais de calibres pequeno e meédio, sendo que em dois
desses pacientes houve infarto pulmonar ou hemorragia intra-alveolar macica. E ainda
reveladora a informacéo de que hemorragias pulmonares graves foram mais frequentes
em pacientes que haviam apresentado bacteremia e meningite purulenta, tendo
ocorrido em 40% destes casos.

A analise dos relatos de casos referentes a pacientes com a estrongiloidose
complicada que evoluiram para a sindrome de CIVD, independente do fator
imunossupressor de base, aponta que havia em todos eles um quadro de septicemia
associado (Neefe et al 1973, Reiman et al. 2002, Vigg et al. 2006, Osuafor et al. 2007,
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Einsiedel & Fernandes 2008), condicdo infecciosa que € uma das causas mais comuns
de CIVD (Esaki et al. 1984, Levi & Tem-Cate 1999).

Embora o diagnostico microbioldgico de septicemia ndo tenha sido feito, alguns
achados apontam para a possibilidade de ocorréncia de infeccédo bacteriana secundaria
associada a presenca do S. stercoralis. Cita-se a observacao a histopatologia de areas
de broncopneumonite e a visualizacdo de imagens sugestivas de bactérias, além de
areas de infiltrados inflamatdrios ricos em neutréfilos nos pulmdes e intestinos e 0s
aspectos anatomoclinicos de um sagui que indicam hipdxia cerebral e acometimento
meningeo, talvez decorrente de septicemia. Considerando que durante a infec¢do pelo
nematddeo uma bacteremia pode ser induzida e que endotoxinas muitas vezes estdo na
génese da coagulopatia de consumo (Lasch et al. 1967, Slofstra et al. 2006, Berthelsen
et al. 2011), a presenca de um processo séptico € uma explicacdo possivel para o
observado. Entretanto, no animal que mais precocemente evoluiu para o ébito (P11),
ndo se visualizou a histopatologia sinais de infeccdo bacteriana e o infiltrado nos
septos interalveolares continha principalmente células mononucleares. Algum fator
peculiar ao parasito, ainda desconhecido, poderia também estar relacionado a
ocorréncia dos eventos tromboticos, considerando que durante a avaliacdo da
participacdo de constituintes do nematédeo A. suum no fendmeno de Sanarelli-
Shwartzman, efeitos biolégicos similares foram induzidos pela administracdo
intradérmica alternada de inoculos contendo endotoxinas bacterianas e complexos
moleculares do verme, cujas estruturas quimicas destes complexos foram
correspondentes a endotoxinas (Sapach 1989, 1990).

Ao contrario do que sugeriram alguns autores (Velloni 1975, Harper et al.
1984), a concepcao de que alteracOes relativas a crase sanguinea poderiam relacionar-
se a hemorragia pulmonar durante a estrongiloidose (Andrade & Caymmi-Gomes
1964) encontra sustentagcdo nos achados apresentados no presente estudo.

A importancia das fémeas parasitas de S. stercoralis localizadas no pulméo
como causa de lesBes pode ser desprezivel, mas a sua presenca em seccOes
histoldgicas pulmonares de pacientes humanos foi relatada (De Paola, 1962, Marinho
1963, Craven et al. 1971). Poltera (1972), fundamentado em observacoes proprias de

cinco casos autopsiados e na reavaliacdo do material do paciente de Craven et al.
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(1971), divergiu veemente desta informacédo. Segundo o autor era provavel que estes
ultimos investigadores tenham confundido microfilarias de Mansonella perstans com
larvas de S. stercoralis e que as verdadeiras larvas de S. stercoralis tenham sido
interpretadas como sendo os vermes adultos. Ainda na mesma publicacéo, os achados
de De Paola (1962) foram tambem criticados com base apenas na comunicacgdo pessoal
de Beaver que relatara ter visto as preparagdes estudadas no Brasil e nunca encontrado
vermes adultos. Como anteriormente mencionado, até mesmo as larvas de S.
stercoralis ndo sdo sempre observadas a histopatologia pulmonar, sendo que o proprio
Poltera (1972) as observou em somente dois dos casos por ele estudados. Dado o
encontro de fémeas do nematddeo no pulméo de hospedeiros experimentais, inclusive
de C. penicillata, admite-se que a observacdo de formas adultas seja perfeitamente
plausivel a histopatologia, embora possa ser um evento dificil de ser detectado. Assim
sendo, ndo parece haver motivo para se desacreditar o achado de De Paola (1962), o
primeiro registro da forma adulta de S. stercoralis no pulméo do hospedeiro natural.

Os achados anatomopatolégicos reforcam os dados parasitologicos que indicam
a exequibilidade de saguis, particularmente de C. penicillata, como modelo para a
estrongiloidose, devendo ser mencionado que até entdo um uUnico caso fatal de
infeccdo de C. jacchus de cativeiro por Strongyloides sp. fora relatado, sendo
verificado & histopatologia pulmonar um quadro de pneumonia intersticial com fibrose
e a presenca de larvas de nematddeo (Kindlovits & Kindlovits 2009a). Informacdes
mais detalhadas sobre o parasito e a patologia de outros 6rgdos ndo foram fornecidas
por estes autores.

A discussdo de aspectos peculiares as formas ndo complicada e complicada da
estrongiloidose experimental em saguis confrontando os dados parasitoldgicos
(recuperacdo de larvas e fémeas parasitas de S. stercoralis, proporcdo entre fémeas
jovens e fémeas adultas, morfometria do parasito), clinicos e anatomopatoldgicos
(intensidade e caracteristicas das lesdes, bem como a presenca ou auséncia de tlneis
intraepiteliais) obtidos para as duas formas clinicas possibilitou 0 melhor entendimento
de eventos relacionados a ocorréncia dos quadros de hiperinfeccdo e infeccdo
disseminada neste modelo primata ndo humano. Embora existam fatores

predisponentes para a doencga grave amplamente aceitos (Cruz et al. 1966, Rogers &
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Nelson 1966, Sanchez et al. 2001, Adedayo et al. 2002, Carvalho & Fonseca-Porto
2004, Hirata et al. 2006, Willis & Nwokolo 1966, Vadlamudi et al. 2006, Fardet et al.
2007, Ghosh & Ghosh 2007, Marcos et al 2008, Veloso et al. 2008, Teixeira et al.
2010, Pays 2011, Stewart et al. 2011, Buonfrate et al. 2013), ndo sdo claros os
fenbmenos que ocorrem no hospedeiro em periodos imediatamente anteriores e
durante a disseminacéo do S. stercoralis.

Um processo de imunossupressao, amitde por tratamento com glicocorticoides,
tem sido relacionado ndo apenas a um maior risco de doenca disseminada (Sanchez et
al. 2001, Fardet et al. 2007, Marcos et al. 2008, Buonfrate et al. 2013), mas também
frequentemente usado como explicacdo para a ocorréncia da disseminacdo do parasito.
De fato, a reducdo da imunidade celular do hospedeiro é atualmente aceita como uma
das principais causas da estrongiloidose complicada e se demonstrou em modelos
experimentais e também no hospedeiro natural que a producdo de citocinas do tipo
Th2 e imunoglobulinas é necesséria para o equilibrio da relacdo de parasitismo ou
mesmo para a eliminacdo do nematédeo (Finkelman et al. 1988, Onah & Nawa 2000,
Gazzinelli 2005, Sasaki et al. 2005, Negrdo-Corréa et al. 2006, Vadlamudi et al. 2006,
Machado et al. 2009, 2011, Eschbach et al. 2010). O conceito de que o tratamento com
glicocorticoides favorece a ocorréncia de hiperinfeccdo e disseminacdo do S.
stercoralis no organismo humano é fundamentado no fato de que corticosteroides
enddgenos e exdgenos, apesar de interferirem em diferentes vias imunorregulatorias
do hospedeiro (Schmidt et al. 2000, Czock et al. 2005, Machado et al. 2011, Tefé-Silva
et al. 2012), parecem afetar mais diretamente a resposta Th2, aumentando a apoptose
de células Th2 e prejudicando a funcdo de eosinofilos e mastocitos (Barrett et al. 1988,
Concha et al. 2005, Gazzinelli 2005, Vadlamudi et al. 2006).

E razoavel pensar que a imunologia tomada isoladamente e em particular o
estudo das alteracfes diretamente induzidas pela administracdo de glicocorticoides,
embora fundamentais, sdo insuficientes para se entender toda a complexidade
bioldgica relacionada a génese da disseminacdo do S. stercoralis. Em adicdo as
caracteristicas imunoldgicos inerentes ao hospedeiro e as causas iatrogénicas, outros
fatores determinantes da estrongiloidose grave como a presenca de carga parasitaria

elevada associada a ativacdo do processo de autoinfeccdo, condi¢es de reducao ou
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interrompimento total do trénsito intestinal, existéncia de coinfeccGes e aspectos
relacionados a higiene e a nutricdo do hospedeiro devem ser considerados (Caymmi-
Gomes 1980).

No presente estudo, o tratamento de exemplares de C. penicillata infectados
pelo S. stercoralis com a DEX impediu a evolucdo habitual para a forma intestinal, na
qual ha um equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro resultando em uma carga
parasitaria relativamente constante e no processo de autoinfeccdo ausente ou
ocorrendo em pequena proporcdo. Apesar da administracdo do glicocorticoide aos
saguis ter sido realizada em periodos relativamente precoces das infecgdes, 0s
desfechos, sempre fatais, foram tardios (no minimo quatro € no maximo 12 semanas
apos o término do esquema de tratamento com a DEX). Como no momento do ébito
de cada um destes primatas com a infeccdo complicada havia evidéncias incontestes de
disseminacdo do parasito e toda a droga ja havia sido metabolizada pelo organismo
dos calitriquineos, a ideia de que glicocorticoides administrados ao hospedeiro
poderiam espontaneamente acelerar a transformacdo das larvas rabditoides de S.
stercoralis em L3i devido a semelhancas estruturais com o0s ecdisteroides do
nematddeo (Genta 1992) parece fragil, pelo menos como principal justificativa para a
ocorréncia da infeccdo disseminada. Embora a acdo direta de glicocorticoides possa
contribuir para o desenvolvimento do S. stercoralis e ndo ser possivel descartar que
ténues efeitos da DEX diretamente sobre o parasito tenham ocorrido, na ocasido do
tratamento dos C. penicillata pela droga, se evidencia de forma clara que uma possivel
interferéncia da DEX sobre a biologia das larvas ndo é necessaria para que o S.
stercoralis se dissemine pelo hospedeiro.

Se por um lado os dados obtidos indicam que a analogia entre glicocorticoides e
ecdisteroides € inexistente ou secundaria como causa da estrongiloidose complicada,
por outro reforca que mecanismos até entdo desconsiderados podem participar da
génese das formas graves e que estudos complementares sao necessarios para bem
estabelecé-los. De fato, a administracdo da DEX aos saguis infectados pelo S.
stercoralis aparentemente ocasionou uma sucessao de eventos que resultaram em um
controle inadequado da carga parasitaria e da gravidade das lesbes pelo hospedeiro. E

possivel que tenha ocorrido uma desregulacdo do sistema imune dos primatas em
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funcdo do tratamento com a DEX em um momento critico do processo de parasitismo,
ainda durante a infecgdo aguda. Sem ddvida, a ocorréncia de infecgdo disseminada néo
parece ser devida apenas a acdo imunossupressora do glicocorticoide restrita a duracdo
do periodo de administracdo da droga, uma vez que entre o termino do esquema de
tratamento e o Obito dos saguis houve tempo suficiente para o restabelecimento da
resposta imune do hospedeiro, se este fosse o caso. O simples aumento do nimero de
parasitos para niveis acima do que o hospedeiro tolera apds episédios seguidos de
autoinfeccdo estimulados, pelo menos em um momento inicial pela administracdo da
DEX, e uma producéo de larvas do parasito maior do que a capacidade do hospedeiro
de excreta-las nas fezes (p. ex., durante quadros de estase intestinal como observado
no animal P8) podem também estar relacionados a estrongiloidose complicada.

E fato que fémeas de S. stercoralis em grande nimero realizando a postura na
mucosa do hospedeiro e as larvas rabditoides recém-eclodidas em migracdo para a luz
intestinal parecem se relacionar a significativa destruicdo do epitélio intestinal dos
saguis infectados. Assim, beneficios potenciais advindos da constituicdo dos tuneis
intraepiteliais podem ndo ser usufruidos pelo hospedeiro e pelo parasito. E possivel
que a inexisténcia destas estruturas permita que uma maior quantidade de produtos
antigénicos produzidos por Strongyloides fiqguem em contato direto com as células do
hospedeiro, podendo potencializar os danos teciduais induzidos pelo nematddeo e
talvez interferir de modo mais eficiente nas caracteristicas da resposta imune ao
parasito (Wang et al. 2001, Blankenhaus et al. 2011, Hartmann et al. 2012), inclusive
induzindo a apoptose de células inflamatdrias como mostrado no presente estudo.

Além disso, quando a quantidade de S. stercoralis nos intestinos € maior,
erosoes e ulceracdes de mucosa ocorrem mais frequentemente o que favorece eventos
bacterianos. O grande aumento do numero de bactérias observado no intestino delgado
do hospedeiro durante a infeccéo pelo S. stercoralis (Sipahi et al. 1991) pode tambem
contribuir para a ocorréncia de infeccdo bacteriana secundaria. De fato, uma
hiperproliferacdo de bactérias no intestino delgado induz um aumento da
permeabilidade dos enterdcitos por entre 0s quais germes podem, as vezes, atravessar,
atingindo a lamina propria e em seguida os linfonodos e a circulagdo sistémica

(Macfarlane & Dillon 2007). Por outro lado, ao se considerar a frequéncia de infecgdes
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secundarias por bactérias na estrongiloidose, principalmente nos casos graves (Neefe
et al 1973, Owor & Wamukota 1976, Carvalho et al. 1980, Caymmi-Gomes 1980,
Link & Orenstein 1999, Adedayo et al. 2002, Reiman et al. 2002, Vigg et al. 2006,
Ghosh & Ghosh 2007, Osuafor et al. 2007, Einsiedel & Fernandes 2008, Kishimoto et
al. 2008, Miyazaki et al. 2010, Azira et al. 2013), parece l6gico se pensar que também
0 quadro infeccioso sobreposto a estrongiloidose interfira na sua historia natural. Neste
ponto, salienta-se que uma mudanca de paradigma tem ocorrido, sendo considerado
que pacientes com septicemia, mais do que por uma intensa resposta imune proé-
inflamatdria como se pensava até pouco tempo atras, morrem mais frequentemente em
decorréncia de um estado de imunossupressdo devido a um mecanismo
imunossupressor denominado exaustdo de células T (Hotchkiss et al. 2013, Leentjens
et al. 2013), o qual pode ocorrer apds estimulacdo antigénica cronica (Wherry 2011) e
ja foi proposto, embora com particularidades, para infec¢bes por protozoarios (Gigley
et al. 2012). Uma possivel relacdo entre estados de imunossupressdo por exaustdo de
células T e a infeccdo por S. stercoralis, associada ou ndo a quadros sistémicos de
infeccdo bacteriana secundéria, permanece desconhecida.

Apesar das tentativas de reinfeccdo de espécimes de C. penicillata que
evoluiram espontaneamente para a cura, ndo se obteve sucesso em 83,3% (5/6) dos
casos. Os resultados indicam que a resisténcia a uma segunda infeccdo por este isolado
humano de S. stercoralis pode se estender por até 17 meses neste hospedeiro,
caracterizando uma protecdo duradoura e suficiente para prevenir qualquer alteracdo
semioldgica significativa quando um novo indculo de L3i foi administrado. E possivel
que este aspecto da imunidade seja uma caracteristica da estrongiloidose em primatas,
embora nédo exclusiva, uma vez que dois exemplares de E. patas previamente expostos
a S. stercoralis obtido de um paciente de Porto Rico também ndo apresentaram
infeccdo patente quando receberam novos inéculos de larvas do parasito de um isolado
humano do sudeste asiatico (Harper et al. 1984).

Assim como observado em primatas ndo humanos, estudos utilizando o modelo
canino reforcam que apés a eliminacdo espontanea do S. stercoralis pelo hospedeiro
hé& o desenvolvimento de imunidade a uma reinfeccdo que pode perdurar por mais de
seis meses (Fulleborn 1914, Sandground 1928, Grove & Northern 1982).
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Por outro lado, os poucos estudos sobre a possibilidade de reinfeccdo de seres
humanos com o S. stercoralis ndo produziram resultados definitivos. Sandground
(1928) relata que ap0s se infectar propositalmente com o parasito e confirmar a cura
parasitologica por analises seriadas de suas fezes, realizou pelo menos quatro
tentativas de reinfeccdo entre 13 e 14 meses apds o inoculo inicial, ndo tendo obtido
éxito. Entretanto, cerca de dois anos depois da primeira infeccdo, quando ele pensava
possuir uma imunidade adquirida ao S. stercoralis, constatou a ocorréncia de uma
nova infeccéo patente que o levou a concluir que uma contaminacdo acidental teria
ocorrido quando da manipulacdo de coproculturas de material de cées. Dados 0s varios
estudos nos quais fezes humanas e principalmente de cédes contendo o parasito foram
manipuladas pelo pesquisador (Sandground 1925, 1926a, b, 1928), ndo se pode
desconsiderar a possibilidade de particularidades de diferentes isolados de S.
stercoralis estarem relacionadas a estes achados aparentemente contraditorios. Além
disso, também a conclusdo de Desportes (1944) sobre a auséncia de imunidade a
reinfeccdo pelo S. stercoralis (isolado de gibdo), a qual foi realizada quatro meses apos
0 primeiro indculo, ndo pode ser aceita como conclusiva, uma vez que a confirmacéao
da cura da primoinfec¢do ap0s a terapéutica ndo foi documentada.

A influéncia de fatores relacionados ao hospedeiro e ao ambiente sobre o ciclo
de vida livre do S. stercoralis tem sido estudada, sendo obtidos resultados interessantes
que indicam que o desenvolvimento para machos heterogbnicos ja estd determinado
desde o ovo/larva, enquanto que a predilecdo pelo desenvolvimento para larvas
filarioides ou fémeas de vida livre depende de fatores ambientais (Shiwaku et al.
1988). N&o obstante, estudos sobre o ciclo de vida livre do S. stercoralis permanecem
escassos, havendo aspectos basicos que merecem ser mais estudados.

A ocorréncia de mais de uma geracdo de vida livre foi demonstrada para
diferentes especies de Strongyloides (Beach 1936, Augustine 1940, Premvati 1958,
Yamada et al. 1991, Mati et al. 2013a), mas para o S. stercoralis, em estudo prévio
sobre este aspecto, apenas uma geracdo foi verificada (Yamada et al. 1991). Os dados
do presente estudo corroboram esta observacdo e indicam ainda que fémeas de vida
livre podem produzir descendéncia na auséncia de machos adultos. Embora este ultimo

resultado careca de comprovagOes adicionais, Sandground (1926a) deparou com
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situacdo semelhante e afirmou que, em certas condi¢des, as fémeas heterogbnicas de S.
stercoralis poderiam compensar a auséncia de machos de vida livre realizando a
partenogénese. No entanto, ponderou que se esta forma de reproducdo de fato ocorrer
no ciclo heterogonico observado no género Strongyloides, ela certamente seria
incomum e restrita a algumas espécies, uma vez que ele jamais observou
partenogénese em fémeas de vida livre de Strongyloides papillosus. Para esta espécie,
cujo ciclo heterogbnico tem sido mais bem estudado, demostrou-se com base em
estudos citoldgicos que a reproducdo das formas de vida livre ocorre por ginogénese
(pseudofertilizacdo) (Zaffagnini 1973, Triantaphyllou & Moncol 1977) que tem
também sido referida para S. ratti (Nigon & Roman 1952, Bolla and Roberts 1968) e
Strongyloides ransomi (Triantaphyllou & Moncol 1977). Entretanto, segundo estes
ultimos autores, ndo se pode descartar a possibilidade da fertilizacdo classica ocorrer
em determinadas situacfes no ciclo heterogdnico de S. papillosus e S. ransomi
(Triantaphyllou & Moncol 1977). Eberhardt et al. (2007), também estudando S.
papillosus, sugeriram que a reproducdo sexual entre as formas heterogbnicas do
nematddeo é mais comum do que se tem pensado, uma vez que identificaram material
genético nas larvas que ndo havia nas fémeas progenitoras. Entretanto, talvez por
terem partido da premissa que toda a descendéncia seria clonal no caso de
partenogénese, ndo realizaram a comparacao direta do material genético da prole com
0 do (s) macho (s) progenitor (es).

A alternancia entre o desenvolvimento homogoénico e heterogbnico realizada
pelas espécies de Strongyloides tem, desde muito tempo, levado os estudiosos
(Sandground 1926a, Kreis 1932, Faust 1935) a considerar este nematddeo como um
caso de adaptacdo recente a vida parasitaria. De fato, de acordo com Faust (1935), a
adaptacdo ao homem, provavelmente ainda incompleta, explicaria, em partes, a
ocorréncia de formas graves da doenca dependentes de um acumulo de espécimes de
S. stercoralis na mucosa intestinal do hospedeiro. Sandground (1926a) afirmou que 0s
nematodeos deste género sdo um exemplo esclarecedor da evolugcdo em progresso,
sendo também surpreendentemente atual um comentério por ele realizado para
embasar a necessidade de estudos sobre Strongyloides spp. Segundo este autor, ha um

grande numero de questdes ndo resolvidas associadas a histéria natural do género, que
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é sem duvida, para o biélogo e para o parasitologista, um dos mais interessantes entre
todos 0s hematodeos.

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam que C. penicillata
infectado pelo S. stercoralis € um modelo primata interessante para a estrongiloidose
experimental. Além disso, 0 éxito nas passagens de uma linhagem humana do parasito
entre espécimes de saguis indica que a manutencdo do parasito em laboratério, pelo
menos por tempo suficiente para se proceder a experimentacdo biomédica proposta, é
possivel. Respeitando-se 0s preceitos éticos, a obtencdo de um nimero substancial de
fémeas adultas e L3i de S. stercoralis de origem humana propiciada pelo modelo
calitriquineo pode ainda ser considerada relevante ao se pensar na possibilidade de se
realizar a producdo de antigenos brutos e excretados ou secretados do nematddeo,
abrindo perspectivas interessantes para estudos futuros em areas ainda pouco
estudadas devido a inviabilidade, até entdo quase total, para se conseguir este tipo de

material.
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5. CONCLUSOES



Comprova-se a viabilidade do Callithrix penicillata como modelo de estudo para a
infeccdo por um isolado humano de Strongyloides stercoralis, cujo emprego propiciou
deducBes adicionais sobre a biologia do nematédeo e a patogénese da estrongiloidose. E

possivel concluir:

e Espécimes de C. penicillata s@o suscetiveis ao S. stercoralis de origem humana;

e O parasito se desenvolve completamente no modelo primata ndo humano proposto e
as fémeas parasitas de S. stercoralis apresentam morfologia concordante com as
descri¢des classicas do nematddeo;

e O periodo pré-patente da infeccdo priméaria nos saguis com este isolado de S.
stercoralis (entre 13 e 22 dias) € compativel com os dados existentes para o

hospedeiro natural;

e A evolugdo do parasitismo por S. stercoralis em saguis é representativa da infeccao
humana e ambas as formas clinicas da estrongiloidose (ndo complicada e complicada)

ocorrem,

e Ha hiperinfeccdo seguida de disseminacdo do parasito e morte do hospedeiro apds
tratamento imunossupressor farmacoldgico (administracdo de dexametasona aos

saguis);

e A anatomia patoldgica da estrongiloidose experimental em C. penicillata € compativel
com os resultados de autdpsias prévias de pacientes com a doenga. Ocorrem de casos
brandos de enterite catarral a quadros graves, principalmente na infecgdo disseminada,
com enterite ulcerativa, colite edematosa e lesdes pulmonares diversas, incluindo

hemorragia, broncopneumonite, tromboembolismo e infarto;

e Os fendmenos hemorrdgicos observados na estrongiloidose experimental se

relacionaram também a coagulopatia de consumo;

e Em ambas as formas anatomoclinicas da infec¢do de C. penicillata por S. stercoralis o

infiltrado inflamatorio, nas areas de lesdes pulmonares e intestinais, é constituido,
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preponderantemente, por células mononucleares e uma maior presenca de
polimorfonucleares neutrdfilos associa-se a colonizagdo bacteriana secundaria que

pode agravar as lesdes de base;

Apds uma inflamacdo inicial intensa no intestino delgado dos saguis infectados pelo S.
stercoralis pode ocorrer uma reducdo na intensidade das lesdes, indicando uma

modulagéo da resposta imune;

A apoptose de células inflamatdrias, inclusive de linfdcitos, é observada, in situ, nos

pulmdes e intestinos dos primatas, durante a infeccéo pelo S. stercoralis;

Larvas de S. stercoralis integras e em migracdo pelo intestino grosso dos saguis
apresentam, normalmente, a seu redor, reacdes inflamatdrias inespecificas e de graus
variados, mas na subserosa do 6rgdo granulomas envolvendo as larvas do nematddeo

sdo também observados;

A ocorréncia de disseminacdo do S. stercoralis ndo depende de efeitos diretos da

dexametasona sobre o parasito;

Fémeas de S. stercoralis induzem a formacdo de tdneis intrateciduais na mucosa do
hospedeiro que tém importancia na manutencdo do equilibrio da relacdo parasito-
hospedeiro;

O desenvolvimento e a fecundidade das fémeas parasitas de S. stercoralis sdo maiores

durante a estrongiloidose complicada de saguis;

Quando da infeccdo disseminada, larvas do parasito sdo capazes de desenvolver-se a
fémeas adultas, alternativamente, nos intestinos e em localiza¢Ges ectdpicas, sem a

necessidade de passagem pelos pulmaes;

ApoOs a cura espontanea, novos indculos de larvas infectantes de S. stercoralis aos

primatas ndo resultam no restabelecimento da infeccéo;

A manutencdo de S. stercoralis em laboratorio é possivel pela infec¢do seriada de C.
penicillata;
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Ha& no ciclo heterogbnico de S. stercoralis um predominio do desenvolvimento direto.
Apenas uma geracgdo de vida livre ocorre e ha indicios de que fémeas heterogonicas

sdo também capazes de realizar partenogénese em situacdes especiais;

O isolado de S. stercoralis de origem humana estudado apresenta peculiaridades
bioldgicas relacionadas ao desenvolvimento do parasito e a duracdo da pré-paténcia da
infeccdo que difere de relatos existentes na literatura para o isolado do nematodeo de

caes.
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