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IMUNIZAGCAO DE RATOS COM LARVAS INFECTANTES
DE STRONGYLOIDES RATTI IRRADIADAS EM FONTE DE COBALTO-60'

JACKSON VICTOR DE ARAUJO?, MARCOS PEZZI GUIMARAES® e ANTONIA C. CELIEZAR GARCIA*

RESUMO - Foi realizado um estudo do comportamento de ratos imunizados com larvas de
Strongyloides ratti irradiadas na dose de 50 Kr em fonte de Cobalto-60. Foram utilizadas
duas cepas de S. ratti mantidas em ratos de laborat6rio (Rattus norvegicus albinus) e 48 ratos
divididos em quatro grupos de doze ratos nos testes de cada cepa. Foram realizadas, a partir
do sexto dia ap6s a infecgdo inicial e de cinco em cinco dias, contagens de ovos por grama de
fezes (OPG), titulagdo de imunoglobulinas da classe G anti-S. ratti pela técnica de ELISA,
contagens diferenciais de leucéceitos, e necrépsias periédicas. Observou-se melhor protecao
nos animais imunizados e desafiados com larvas ndo irradiadas das duas cepas de S. ratfi no
302 dia. Os titulos de imunoglobulinas da classe G anti-S. ratri foram detectados a partir do
102 dia e apresentaram picos entre 0 152 ¢ 252 dia em todos os grupos. Houve maior partici-
pagdo percentual de linfécitos nos grupos infectados, em relagéo ao grupo controle néo in-
fectado, a partir do 102 até o 45° dia.

Termos para indexagdo: animais domésticos, comportamento de ratos, larvas irradiadas, imu-
noglobulinas.

IMMUNIZATION OF RATS WITH INFECTIVE LARVAE
OF 60 Co IRRADIATED STRONGYLOIDES RATTI

ABSTRACT - A study was made of the behavior of rats immunized with 50 Kr dose 60 Co
irradiated larvae of Strongyloides ratti. Two S. ratti strains maintained in laboratory rats
(Rattus norvegicus albinus) and forty eight rats separated into four groups of twelve rats
each were utilized to test each strain of S. ratti. EPG counts, white cell differential counts in
peripheric blood, periodic necropsies and Ig G anti-S. ratti tests by the ELISA technique
were made on the 6th day and at 5-day intervals after the initial infection. A better
protection was observed in animals challenged with non-irradiated larvae of the 2 S. rasmi
strains on the 30th day. The Ig G anti-S. rasti serum titers were detected from the 10th day
on, presenting peaks between the 15th and 25th days in all groups. There was a high
percentage of lymphocytes from the 10th day until the 45th day in the stained blood film of
the infected group in relation to the non-infected control group.

Index terms: domestic animals, rats behaviour, irradiated larvae, immunoglobulins.
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Strongyloides ratti ¢ um nematdide que pa-
rasita naturalmente ratos selvagens e pode ser
mantido facilmente em laboratério. Este hel-
minto tem sido amplamente utilizado como
modelo para o estudo da resposta de animais
domésticos ¢ do homem a infecgGes por
Strongyloides sp.
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A expulsdo de vermes adultos e a resistén-
cia a desafios com larvas infectantes de S.
ratti sao medidas imunologicamente.

Murrell (1981) demonstrou a importincia
de imunoglobulinas da classe G (IgG) na pro-
tecdo a estdgios larvais, enquanto Korenega et
al. (1986) demonstraram o papel de imunoglo-
bulinas da classe E (IgE) em resposta a vermes
adultos. Genta et al. (1983) relata a importian-
cia do papel de linfécitos em infecgBes por S.
rarti. Entretanto, os mecanismos de agdo de
imunoglobulinas e células na protecio 2
Strongyloidose ainda precisam ser elucidados.

Chaia & Murta (1967) foram os primeiros
autores a estudar a acao da irradiagio em fonte
de Cobalto-60 sobre as larvas de S. ratti, e
estabeleceram que larvas submetidas 4 dose de
50 Kr produziam vermes estéreis. Estudos
posteriores, utilizando larvas irradiadas em
fonte de cobalto-60, foram realizados por
Rego & Kahtalian (1972).

O presente trabalho teve como objetivo es-
tudar o comportamento de ratos imunizados
com larvas irradiadas em fonte de cobalto-60 a
subseqiientes desafios.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas duas cepas de Strongyloides
ratti: Cepa Sdo Paulo, mantida h4 mais de 20 anos
em ratos de laborat6rio (Rattus norvegicus albinus),
e Cepa selvagem, obtida, h4 trés anos, de ratos de
rua (Rattus norvegicus) e mantida por passagens se-
riadas em ratos de laborat6rio.

As larvas infectantes de S. rarti foram obtidas
apés coprocultura em carvdo vegetal 4 estufa de
269C, por dois dias, e recuperadas em aparelho de
Baermann, com 4gua a 429C. Em seguida, as larvas
infectantes foram lavadas e ressuspendidas por trés
vezes em Salina Buffer fosfato (PBS) e contadas
com o uso de pipeta graduada de, 0,1 ml. Algumas
larvas infectantes foram irradiadas em bomba de co-
balto-60 na dose de 50 Kr.

Foram utilizados 48 ratos de laboratério do sexo
masculino e com oito semanas de idade, divididos em
quatro grupos de doze ratos, para cada uma das duas
cepas de S. rati utilizadas. Os ratos de cada grupo
receberam o seguinte tratamento:
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® Grupo 1 - Administragdo subcutinea de 2.000
larvas infectantes irradiadas, e, 15 dias ap6s, desafio
com 2.000 larvas infectantes ndo irradiadas.

® Grupo 2 - Administragdo subcutinea de 2.000
larvas infectantes irradiadas, e, 30 dias apés, desafio
com 2.000 larvas infectantes ndo irradiadas.

® Grupo 3 - Administracdo subcutinea de 2.000
larvas infectantes ndo irradiadas.

® Grupo 4 - Ratos livres de infecgdes helminti-
cas.

A partir do sexto dia ap6s a infecgdo inicial, e de
cinco em cinco dias, foram realizados os seguintes
exames laboratoriais:

~ Contagem de ovos por grama de fezes (OPG),
usando cdmara de McMaster segundo técnica de
Whitlock (1948).

~ Titulagdo de imunoglobulinas da classe G (IgG)
anti-S. ratti do soro pela ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), segundo técnica de Sato et
al. (1985), utilizando placas de ELISA e conjugado
(anti-IgG total de ratos) marcado com peroxidase.

— Contagens diferenciais de leucéeitos do sangue
periférico ap6s coloragdo de GIEMSA.

Para a obtengdo de vermes adultos, foram reali-
zadas necrépsias peri6dicas de dois ratos. Os intesti-
nos foram revertidos em provetas de 500 ml conten-
do salina 0,9% a 42°C por seis horas, e colhido o se-
dimento. Do grupo 1, as necrépsias foram realizadas
20,30 e 40 dias ap6s a infecgdo inicial. Do grupo 2,
as necrépsias foram realizadas 35, 45 e 55 dias ap6s
a infecgdo inicial, e as dos grupos 3 ¢ 4, 10, 20 e 30
dias ap6s a infecgio inicial.

Para fins de andlise estatfstica, os resultados fo-
ram analisados pelo teste T, de Student, segundo
Snedecor & Cochram (1971).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo representadas as distri-
bui¢Ges das contagens de ovos por grama de
fezes (OPG) e dos vermes adultos recupera-
dos, ap6s as necrépsias, da cepa Sdo Paulo.

Nos grupos 1 e 2, o mimero de OPG man-
teve-se negativo até o 152 dia e 302 dia, res-
pectivamente. Isto indica que a irradiacdo das
larvas em Cobalto-60, na dose de 50 Kr, pro-
duziu vermes adultos estéreis.

Apé6s o desafio com larvas nio irradiadas, o
grupo 1 apresentou uma tendéncia de aumento
do ndmero de OPG até o 302 dia, para depois
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declinar ¢ se negativar no 552 dia. No grupo
2, o OPG apés o desafio se manteve em niveis
baixos; no grupo 3, o pico de produgdo de
ovos ocorreu no 102 dia, com queda gradual
até o 402 dia.

Nas necrépsias foi recuperada maior quan-
tidade de vermes adultos no grupo 3, havendo
diferenga significativa (P < 0,05) deste gru-
po em relacdo aos demais. Nos grupos 1 e 2,
foi recuperada menor quantidade de vermes
adultos no grupo 2 e maior quantidade no gru-
po 1 apés o desafio, com diferenca estatisti-
camente significativa (P < 0,05).

Na Tabela 2 estdo representadas as distri-
buicées das contagens de ovos por grama de
fezes (OPG), e dos vermes adultos recupera-
dos, apSs as necrépsias, da cepa selvagem.

Nos grupos 1 e 2, o niimero de OPG man-
teve-se negativo até o desafio, indicando que a
exposi¢do das larvas ao Cobalto-60 produziu
vermes estéreis.

Ap6s o desafio, o mimero de OPG dos gru-
pos 1 e 2 se manteve em nfveis baixos, en-
quanto que no grupo 3 o pico de produgido de
ovos foi no 102 dia, com queda gradual até o
40°¢ dia.
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Nas necrépsias foi recuperada maior quan-
tidade de vermes adultos no grupo 3, havendo
diferenga estatisticamente significativa
(P = 0,05) deste grupo em relagdo aos de-
mais. Nos grupos 1 e 2, foi recuperada menor
quantidade de vermes adultos no grupo 2 e
maior quantidade no grupo 1 apés o desafio,
com diferenca estatisticamente significativa
(P = 0,05).

Estes resultados sugerem que houve melhor
protecdo a desafios nos animais do grupo 2,
tanto com larvas da cepa Sao Paulo quanto da
selvagem. Rego & Kahtalian (1972) também
encontraram exames de fezes positivos de ra-
tos imunizados com larvas irradiadas na dose
de 50 Kr em fonte de Cobalto-60 e desafiados
com larvas nao irradiadas.

Murrell (1980) e Korenega et al. (1983)
relatam que os vermes adultos sdo expelidos
do intestino em um perfodo méximo de quatro
semanas apés a infecgéio, e os animais adqui-
rem alta resisténcia a subseqiientes infeccoes;
entretanto, no presente trabalho foram eviden-
ciadas contagens de OPG positivas até o 40°
dia em ratos infectados com larvas das duas
cepas.

TABELA 1. Distribuiciio das contagens de ovos por grama de fezes (OPG) e vermes adultos recupe-
rados apés as necrépsias de ratos infectados com a cepa Sio Paulo.

Contagens de ovos por

Vermes adultos recuperados

;)ilr;a?eizg(s) grama de fezes (OPG) apds as necrépsias
inicial G, G Gs Gy G, G Gs G
62 0 0 6.000 0
102 0 0 8.600 0 65 0
15¢ 0 0 3.800 0
20° 400 0 1.200 0 31,5 92 0
25¢ 300 0 400 0
302 500 0 200 0 92,5 63,5 0
352 300 200 200 0 4
402 200 0 200 0 3,5
452 100 0 0 0 51
50¢ 100 200 0 0
55° 0 0 0 0 1
G, = Grupo 1 G2 = Grupo 2 Gs = Grupo 3 G4 = Grupo 4
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TABELA 2. Distribuicdo das contagens de ovos por grama de fezes (OPG) e vermes adultos recupe-
rados apés as necrépsias de ratos infectados com a cepa selvagem.

Contagens de ovos por

Vermes adultos recuperados

aDilna;e?:Iégf) grama de fezes (OPG) ap6s as necrépsias
inicial G, G2 Gs G, G, G, Gs Gs
62 0 0 4.100 0
10° 0 0 6.100 0 112,5 0
152 0 0 2.100 0
200 200 0 600 0 40,5 377,5 0
252 0 0 500 0
302 100 0 200 0 8 29 0
35° 0 0 100 0 1
40° 0 0 300 0 0
45¢ 0 400 0 0 6
502 0 0 0 0
55¢ 0 200 0 0 5
1 = Grupo 1 Gz = Grupo 2 G3 = Grupo 3 G4 = Grupo 4

Na Fig. 1 estdo representados os titulos de
imunoglobulinas da classe G (IgG) anti-S.
ratti de ratos dos grupos 1, 2 e 3 infectados
com a cepa Sdo Paulo.

Em todos os grupos, as imunoglobulinas da
classe G foram detectadas a partir do 102 dia.
No grupo 1, o pico de IgG foi encontrado no
15° dia e manteve-se em um platé até o 30°
dia, para em seguida declinar. No grupo 2, o
pico de IgG foi encontrado no 20° dia, e os
titulos cafram rapidamente apds este pico. No
grupo 3, os titulos de IgG se comportaram
como no grupo 1, para depois declinar a partir
do 35?2 dia. Nio houve diferenga estatfstica
entre os grupos.

Na Fig. 2 estdo representados os titulos de
mmunoglobulinas da classe G (IgG) anti-S.
ratti de ratos dos grupos 1, 2 e 3 infectados
com a cepa selvagem.

Nestes grupos, os titulos de IgG foram de-
tectados a partir do 102 dia. No grupo 1, o pi-
co de IgG foi encontrado no 202 dia, cinco
dias apés o desafio. No grupo 2, o pico de
IgG foi encontrado no 152 dia com declfnio a
partir do 25° dia. No grupo 3, o pico de IgG
foi encontrado no 252 dia, e depois declinou.
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FIG. 1. Tftulos de imunoglobulinas da classe G
(IgG) anti - Strongyloides ratti de ratos
infectados com a cepa Sio Paulo.

Nio houve diferenca significativa (P < 0,05)
entre os grupos 1, 2 e 3.

Os animais do grupo 4 ndo apresentaram
tftulos de imunoglobulinas da classe G em to-
dos os teores.
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FIG. 2. Tftulos de imunoglobulinas da classe G
(IgG) anti - Strongyloides ratti de ratos
infectados com a cepa selvagem.

Murrel (1981) demonstrou a importincia de
IgG na protecdo a infecgGes por S. rarti; en-
tretanto, o seu mecanismo de agdo ainda €
desconhecido. Genta et al. (1983) detectaram
titulos de IgG a partir do 82 dia apSs a infec-
¢do, com pico no 242 dia de declfnio a partir
do 30¢ dia, ¢ em desafio posterior, no 1202
dia, ocorreu ligeira elevagdo dos tftulos de
IgG.

No presente trabalho, houve elevagdo dos
titulos de IgG, ap6s o desafio, somente no
grupo 1, infectado com larvas da cepa selva-
gem. Entretanto, este resultado poderia ser de-
corrente da elevagdo natural da curva de IgG,
devido 2 infecgdo inicial. O rdpido declfnio
dos titulos de IgG poderia ser resultado do
curto perfodo de vida média de imunoglobuli-
nas desta classe. Rousseaux & Bazin (1979)
observaram uma vida média de apenas cinco
dias.

Nas contagens diferenciais de leucécitos,
tanto em animais infectados com larvas da ce-
pa Sido Paulo quanto da cepa selvagem, houve
maior participagio percentual de linfécitos nos
grupos infectados em relagdo ao grupo 4 a
partir do 102 dia (Fig. 3 e 4). Estes dados con-
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FIG. 3. Participacio percentual de linfécitos na
contagem diferencial de leucécitos de
ratos infectados com larvas de Strong-
yloides ratti da cepa Sio Paulo e do gru-
po-controle.
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FIG. 4. Participacio percentual de linfécitos na
contagem diferencial de leucécitos de
ratos infectados com larvas de Strong-
yloides ratti da cepa selvagem e do gru-
po-controle.
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cordaram com os de Genta et al. (1983), que
observaram uma forte resposta blastogénica de
linf6citos no sangue periférico de ratos infec-
tados com pico no 162 dia. Entretanto, estes
autores observaram queda apds este pico até o
262 dia. No presente trabalho, as participages
percentuais de linfécitos permaneceram altas
até o 452 dia. Houve diferenca estatistica-
mente significativa (P < 0,05) do grupo 4 em
relagio aos outros grupos.

CONCLUSOES

1. Houve melhor protegio a desafios nos
animais imunizados e desafiados com larvas
ndo irradiadas das duas cepas de S. ratti no
302 dia.

2. Os titulos de imunoglobulinas da classe
G anti-S. rarti do soro foram detectados a par-
tir do 102 dia, e apresentaram picos entre o
152 ao 252 dia, em todos os grupos.

3. Houve maior participagido percentual de
linf6citos no sangue periférico nos grupos in-
fectados, em relagdo ao grupo controle nio in-
fectado a partir do 102 dia e persistiram até o
452 dia.
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