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CAPILLARIA HEPATICA: ALGUNS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS DA INFECCAO ESPURIA E
DA INFECCAO VERDADEIRA

Ivana Nascimento! e Moysés Sadigursky?

A fim de se observar uma possivel protecdo conferida pela infec¢do espuiria contra
uma infecgcao verdadeira por Capillaria hepatica, camundongos foram inoculados com
ovos ndo embrionados (infecgdo espuria) e, posteriormente, com ovos embrionados
(infec¢do verdadeira). Anticorpos especificos da classe IgG, detectados por teste
imunoenzimdtico (ELISA), mostraram-se elevados a partir da segunda semana do
experimento. O teste de hipersensibilidade cutinea tardia resultou negativo. O exame
das lesées do figado, assim como a contagem de ovos, utilizados como pardmetros para
comparacdo entre os grupos de animais estudados, ndo apresentaram variagdo
significativa indicando que a imunidade humoral induzida pela infec¢do espiria ndao

tem potencial protetor.

Palavras-chaves: Capillaria hepatica: Capilariase. ELISA.

Capillaria hepatica é um helminto que infecta
varias espécies de mamiferos?®, desde roedores e
animais domésticos!® a primatas8, incluindo o ho-
mem. Tem sido encontrado em quase todas as regioes
do mundo sob as mais diversas condi¢oes climaticas e
ambientais’ 8 11 12,

Entretanto, apesar da ampla disseminag¢ao entre
os animais e da capacidade dos ovos eliminados nas
fezes, de embrionarem no solo e permanecerem via-
veis em condigoes diversas! 3, a prevaléncia da doenga
em individuos da espécie humana ¢ muito baixa,
mesmo em comunidades que vivem em condig¢des
precarias de higiene.

Com base nesses dados decidimos ampliar o
estudo sobre o papel da infecgdo espuria por via oral e
verificar sua importancia na resposta imune, na possi-
vel protegao conferida por esta contra uma infecgao
verdadeira posterior e ainda na imunopatologia, utili-
zando camundongos como animais de experimentagao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em camundongos
*“Swiss”, ndo isogénicos entre 18 e 20 g, distribuidos em
seis grupos tratados, no dia “O”’ do experimento,
como descrito a seguir:

Grupo I-Nove animais infectados com 20
ovos embrionados (infecg¢ao verdadeira — 1.V.);

Grupo II - Quinze animais inoculados com
2500 ovos nao embrionados (infecgdo espuria - 1.E.);
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Grupo III-Onze animais inoculados com
2500 ovos nos dias 0, 7, 14 ¢ 21;

Grupos IV e V — nao foram inoculados nesta
fase.

Grupo VI com oito animais conservados sem
infec¢do, como controle normal.

Os Grupos 1, 11, I1I e IV foram infectados com
20 ovos embrionados e o grupo V com 2500 ovos nao
embrionados no 28¢ dia do experimento.

Ovos embrionados e nao embrionados para
manutengao do ciclo e infec¢ao dos animais foram
obtidos segundo a mesma técnica utilizada por
Juliano!0. As inoculagdes foram feitas por via oral
utilizando-se seringas com agulha hipodérmica 30x8
com ponta romba revestida por solda metalica de
prata. Fez-se o calculo do numero de ovos/ml con-
tando-se 1 ml de suspensao de ovos em camara de
Sedgwick-Rafter!. A dilui¢ao ou concentragao foi feita
em solu¢ao salina tamponada (SST) pH 7.2.

O nivel de IgG especifica anti-C. hepatica foi
acompanhado mediante teste imunoenzimatico
(ELISA). Os soros foram obtidos por coleta de
sangue do plexo retro-orbitario dos animais dos Gru-
pos I, II, II1, IV, V e VI no dia O do experimento e dos
grupos L I, ITl e VInos dias 7, 14,21 ¢ 28. No 682 dia
do experimento todos os animais foram sacrificados
obtendo-se soro a partir de sangue coletado do plexo
axilar.

Para o teste imunoenzimatico utilizou-se
antigeno soluvel retirado de ovos ndo embrionados
e de vermes adultos os quais foram obtidos por
esmagamento manual do figado o que permitiu co-
letar os vermes ainda vivos. Os ovos ndo embriona-
dos foram extraidos triturando-se os figados em
liqiidificador com SST 0,15M, pH 7,2 contendo
100U/ml de penicilina e 100 Hg/ml de estrep-
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tomicina. Apds decanta¢ido o sedimento foi ressus-
penso em SST 0,15M, pH 7,2 ¢ a operagdo repe-
tida até o sobrenadante ficar claro. O sedimento
foi tratado com tripsina a 0,25%, sob agitagao. Apés
centrifugagao a 300 g durante 10 minutos, o sedimento
foi ressuspenso em SST 0,15M, pH 7.2 novamente
centrifugado repetindo-se a operagao trés vezes. Fi-
nalmente o sedimento contendo os ovos de C. hepatica
foi homogeneizado juntamente com os vermes adultos,
em homogeneizador Porter durante 30 minutos em
recipiente com gelo e centrifugado durante 10 minu-
tos a 300g. O sobrenadante coletado apresentou uma
concentragdo de proteinas da ordem de 560 MLg/mi.
Este antigeno foi, entao, diluido em tampao carbonato
0,05M pH 9.5, para concentragio final de 10 Mg de
proteina por ml. Duzentos microlitros desta solugdo
foram colocados em cada um dos pogos de placas de
microtitulagado (Linbro Microplate, 96 Flat botton
wells. lot. n° 76-381-04 Virginia 22102, USA)
as quais foram incubados a 37¢ C durante, no minimo,
3 horas. Apds lavagem foram adicionados duzentos
microlitros do soro a ser testado, diluido 1:40 (diluigdo
padronizada previamente) em SST/Tween realizando
a reagdo em duplicata para cada soro. O antissoro,
anti-IgG de camundongo produzido em cabra, conju-
gado com peroxidase (Sigma Chemical Co. Lot. 72F
8835). foi diluido a 1:1000. A reagéo foi revelada com
OPD (Sigma). As leituras foram realizadas em es-
pectrofotometro de leitura multipla automatica ( Titer-
tek Multiskan) em 492nm de comprimento de onda.

Para o teste de hipersensibilidade cutanea tardia
utilizou-se antigeno soluvel obtido por homoge-
neizag¢do de ovos ndo embrionados em SST pH 7.4.
O teste foi realizado no 64¢ dia do experimento, em
cinco animais de cada grupo. Inoculou-se no coxim da
pata traseira esquerda de cada animal, 501 g de
proteina em 35 U1 de SST pH 7,4 e, no coxim da pata
direita traseira, 35 11l de SST pH 7,4. A medida da
espessura dos coxins das patas traseiras foi feita antes
da inoculagéo e 2, 24 e 48 horas depois.

No 68¢ dia do experimento todos os animais
foram sacrificados, retirando-se o figado de cinco
animais do grupo I, quatro do grupo II, sete do grupo
II1, oito do grupo IV, oito do grupo V e quatro do grupo
VI, os quais foram submetidos a digestdo por KOH a
5% para se fazer a contagem dos ovos em placas de
Sedgwick-Rafter!. Dos animais restantes foram utili-
zados fragmentos de figado para exame anatomo-
patologico.

RESULTADOS

Através dos valores obtidos pela leitura da
densidade otica foi possivel observar uma elevagdo
dos niveis de anticorpos a partir da segunda semana da
infeccdo nos grupos I e II, havendo uma queda por
volta da quarta semana. Entretanto, na dosagem
realizada no 68° dia do experimento, observou-se
significativa elevagdo dos niveis de IgG especifica
(Figura 1).

Figura 1 - Niveis de IgG anti-C. hepatica dos grupos 1, II, III e VI nos diversos dias do experimento (ELISA)
Ordenada: Média das percentagens da densidade é6tica
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O teste de hipersensibilidade cutanea tardia
nao evidenciou variagao significativa entre os animais
dos grupos estudados.

A contagem dos ovos obtidos pela digestao em
KOH 5% dos figados dos animais dos grupos I, 11, III
e IV nédo evidenciou variagéo significativa entre os
grupos (Tabela 1).

Figura 3 — Granuloma com intensa fibrose em torno
de ovos maduros.

Figura 2 — Parénquima hepdtico com exsudato
eosinofilico intenso em torno a restos de
vermes adultos e ovos dispersos.

Ao exame anatomo-patoldgico dos animais
infectados com ovos embrionados os figados pesaram:
nogrupolde1,26a1,65g(x = 1,46 g); no grupo Il de
0,85a1,58¢g(x=1,19¢);nogrupo1ll de 1,07 a 1,67
(x=1,30g); nogrupoIVde 0,93a1,75 g(x = 1,30g).
A variagdo nao ¢ estatisticamente significante. A
macroscopia os figados exibiam pontilhado branco-
amarelado, por vezes confluente, distribuido pela Figura 4 — Reacdo inflamatdria discreta em torno
superficie. Ao corte observou-se que o pontilhado de verme aparentemente integro.

Tabela | — Numero de ovos de Capillaria hepatica por figado de camundongo, obtido através de digestao alcalina.

GRUPOS
I 1 I v
1.056.000 948.000 1.042.000 997.000
571.500 828.000 448.000 865.500
1.212.000 348.000 77.500 48.500
156.500 341.000 172.000 56.500
375.000 7 52.000 346.500 634.500
893.000 1.021.000 125.700 197.000
679.500 837.000 563.000
226.000
M=DP* 706.214 +375.012 662.625 +£363.834 368.616 £358.511 480.285£385.632

* Média e Desvio Padrao
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correspondia a diminutos nodulos, de consisténcia
firme, cujo diametro variava de 0,02 cm, quando
isolados, até 0,3 c¢cm nas areas de confluéncia. Os
animais dos grupos V e VI nao apresentaram altera-
¢des macroscopicas. O exame histopatologico eviden-
ciou lesdes hepaticas em varios estagios de desenvol-
vimento, no so em animais de diferentes grupos como
entre animais de um mesmo grupo. Alguns dos animais
exibiam parénquima hepatico com exsudato eosino-
filico intenso em torno a restos de vermes adultos e
pouca ou nenhuma fibrose. Por outro lado, alguns
apresentaram o figado com granulomas bem desen-
volvidos, em torno de ovos maduros, com fibrose
intensa, nao havendo restos de vermes. Em torno de
vermes, aparentemente integros, a reagio inflamato-
ria era discreta ou inexistente com o tecido circundante
bem preservado.

DISCUSSAO

Como diversos autores demonstraram!3 16 22 o
camundongo ¢ muito suscetivel a infec¢do por
Capillaria hepatica. Mesmo com a utilizagdo de
apenas vinte ovos embrionados para a infec¢ao todos
os animais inoculados desenvolveram a doenga.

A elevacio dos niveis de IgG especifica a partir
da segunda semana de infecgao, como ficou demons-
trado, através do teste imunoenzimatico, corresponde
ao descrito por Solomon e colaboradores!? 2! que
utilizaram hemaglutinagao indireta e por Galvao? e
Juliano!0 que fizeram imunofluorescéncia indireta.

A ndo elevagdo dos niveis de IgG nos animais
nos quais se fez infecgdes semanais com ovos nio
embrionados (grupo III) sugere que estas infec¢oes
repetidas possam levar a uma supressao temporaria da
resposta imune humoral neste grupo.

A queda do nivel de anticorpos especificos do
grupo I e II a partir da 4° semana de infec¢do pode ser
explicado da seguinte maneira: no caso do grupo II
infectado com apenas uma dose de ovos nao embrio-
nados essa época correspondendo ao fim do estimulo
antigénico; no caso do grupo I parece-nos ter ocorrido
um aumento do consumo de anticorpos com diminui-
¢ao dos niveis de IgG sérica, pois, neste caso, que € de
infeccao verdadeira, a quarta semana cursa com a
necrose da maioria dos vermes, liberagao de grande
numero de ovos e exacerbag¢do da reagdo inflamatoria
tecidual.

E facil observar-se que quarenta dias apos a re-
infecgdo houve uma retomada dos altos niveis de
anticorpos nos grupos reinoculados com ovos em-
brionados.

O fato de nao haver variagao significativa entre
o nimero de ovos recuperados dos figados dos animais
dos grupos I, II, III e IV mostra que as infecgdes
espurias ndo foram capazes de despertar uma resposta
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imune a ponto de tornar os animais resistentes a
infec¢ao verdadeira. Por outro lado, o fato de animais
do grupo I, que foram infectados duas vezes com ovos
embrionados, nao apresentarem uma maior quan-
tidade de ovos no figado, sugere que uma infecgio
verdadeira protege, pelo menos parcialmente contra
uma infeccdo verdadeira posterior, 0 que esta de
acordo com os achados de Zahner e colaboradores?23.

As variagoes histopatologicas dos figados infec-
tados nos diversos animais, sdo semelhantes as en-
contradas no homem!5,

A grande susceptibilidade do camundongo a
capilariase o torna um bom modelo experimental para
o estudo do desenvolvimento da patologia em si, mas
nao para a compreensdo dos mecanismos de resis-
téncia a mesma, que, certamente, estdo presentes na
espécie humana.

Parece-nos que o homem possui uma resisténcia
natural a esta doenga que acometeria basicamente
roedores, € que os casos relatados na espécie humana
decorreriam de uma contaminagio durante periodos
de queda de imunidade. Para corroborar esta hipotese
existe o fato de que quase todos os casos graves
ocorreram em criangas com menos de cinco anos de
idade3 4 14, vivendo em péssimas condigdes socio-
econdmicas ou em pacientes com alguma condigao pa-
tologica concomitante como foi o caso relatado por Otto
e colaboradores!3.

E interessante notar que, nOS casos apresenta-
dos por Slais!®, os granulomas foram achados de
necropsia em individuos de meia-idade ou idosos que
foram ao Obito por outras causas, e nos quais a C.
hepatica estava limitada a nodulos unicos, geralmente
calcificadas, observando-se apenas restos de vermes
adultos, sem que houvesse desenvolvimento da
doenga.

SUMMARY

In order to evaluate a potential protective role
of spurious infection on the development of capilla-
ria, mice were infected with non-embrionated eggs
(spurious infection) followed by inoculation with
embrionated eggs (true infection). The humoral
immune response was evaluated through enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) that revealed
a raise in anti-Capillaria hepatica IgG antibody two
weeks after the first infection. Delayed type hyper-
sensivity test was consistently negative. Histopa-
thologic examination and the C. hepatica egg bur-
den from different groups didn’t show any signi-
ficant variation. The humoral immune response
induced by spurious infection do not protect mice
against a true infection.

Key words: Capillaria hepatica. Capillariasis.
ELISA in capillariasis.
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