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Resumo

O eosinofilo é uma célula hematopoiética, originada a partir de células precursoras presentes
na medula dssea, cuja diferenciagdo e proliferagdo sdo reguladas por citocinas como GM-
CSF, IL-3 e IL-5. Quando ativados, os eosinodfilos sao capazes de realizar fagocitose de
pequenas particulas e bactérias, mas sua principal forma de atuacdo no processo inflamatorio
consiste na liberagdo de proteinas toxicas, citocinas, enzimas, mediadores lipidicos e produtos
reativos de oxigénio. O aumento no nimero de eosindfilos ¢ uma caracteristica importante em
diversas doengas como a alergia e as infec¢des parasitarias. Na condigdo de APC (Células
Apresentadoras de Antigenos), os eosinéfilos sdo considerados similares as CD (Células
Dendriticas) em seu potencial para ativar células T naive, podendo ter potencial tdo eficiente
quanto as CD pulmonares em estimular células T nas vias aéreas superiores no modelo da
inflamacdo. As APC sao definidas por serem capazes de ingerir, processar e apresentar o
antigeno como: CD, macrofagos, linfocitos B e possivelmente os eosindfilos. A expressdo na
superficie da APC ¢ caracterizada por moléculas coestimatdorias CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2)
e ainda pelo MHCII. O modelo proposto para esta avaliagdo foi a Sindrome da Larva Migrans
Visceral (SLMV) causada pelo Toxocara canis, um dos helmintos mais freqiientes em caes
jovens. Uma das principais consequéncias desta infec¢do ¢ o aumento marcante de eosinéfilos
circulantes e teciduais. A eosinofilia tem sido associada com doengas parasitarias
particularmente quando o parasita invade os tecidos ou promove danos na superficie das
mucosas. No presente estudo avaliamos a expressao de MHC II e moléculas coestimulatorias
CD80 e CD86 em eosino6filos na SLMV. Nossos resultados mostraram que as moléculas
analisadas foram expressas em eosinofilos no sangue de camundongos infectados com
Toxocara canis quando comparado com o grupo controle. Correlacionando ainda uma intensa
eosinofilia durante o curso da doenca com o aumento de IL-5 no grupo infectado. Sugere que,
durante o curso da infeccdo pelo Toxocara canis, eosindfilos podem apresentar
comportamento de uma APC, aumentando a expressdo de moléculas coestimulatorias e

MHCII e possivelmente amplificando a resposta imune nesse modelo.

Palavras Chaves: Eosinofilos, APC, SLMV



Abstract

Eosinophils are a hematopoietic cell originated from precursor cells found in bone marrow,
whose differentiation and proliferation is regulated by cytokines such as GM-CSF, IL-3 and
IL-5. When activated, eosinophils are capable of phagocytosis of small particles and bacteria,
but their main form of activity in the inflammatory process is the release of toxic proteins,
cytokines, enzymes, lipid mediators and reactive oxygen products. The increase in eosinophil
i1s an important feature in many diseases such as allergy and parasitic infections. Provided
APC (Antigen-Presenting Cells), eosinophils are considered similar to the CD (Dendritic
Cells) in its potential to activate naive T cells and may have potential as efficient as the CD in
stimulating lung T cells in the upper airways in the model inflammation. The APC are defined
by being able to take, processing and presenting antigen such as CD, macrophages, B
lymphocytes and possibly eosinophils. The surface expression of APC is characterized by
coestimatdrias molecules CD80 (B7-1) and CD86 (B7-2) and also by MHCII. The proposed
model for this evaluation was to Visceral Larva Migrans syndrome (VLMS) caused by
Toxocara canis, one of the most frequent helminth in young dogs. One of the main
consequences of this infection is the marked increase in circulating and tissue eosinophils.
Eosinophilia has been associated with parasitic diseases particularly when the parasite invades
or promotes tissue damage at mucosal surfaces In the present study we evaluated the
expression of MHC II and CD80 and CD86 molecules coestimulatérias in eosinophils in
VLMS. Our results showed that the molecules studied were expressed in eosinophils in the
blood of mice infected with Toxocara canis compared with the control group. Correlating an
intense eosinophil still during the course of the disease with increased IL-5 in the infected
group. Suggests that during the course of Toxocara canis, eosinophils can exhibit behavior of
an APC, increasing the expression of MHCII molecules coestimulatorias and possibily

amplifyng the immune response in this model.

Keywords: eosinophil, APC, VLMS
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1 INTRODUCAO

1.1 Eosindfilos

Os eosindfilos sdo células hematopoiética, originada a partir de células precursoras
presentes na medula 6ssea, cuja diferenciacdo e proliferacdo sdo reguladas por fatores de
crescimento como GM-CSF (fator estimulador de colonia de macréfago e granuldcito) e
interleucinas IL-3 e IL-5 (diferenciagdo e a proliferacio dos eosindfilos). Os eosinofilos
foram observados pela primeira vez por Wharton Jones em 1846, mas somente em 1879, Paul
Erlich nomeou estas células de eosinofilos, devido & intensa avidez de seus granulos
citoplasmaticos por corantes 4cidos como a eosina (SPRY, 1992 (SANDERSON et al., 1985;
METCALFE, 1986).0s eosinofilos sao granuldciticos que representam cerca de 1 a 3% dos
leucocitos no sangue periférico, apresentam formato polimorfico, nicleo bilobulado, com
grande mobilidade e multiplas vesiculas citoplasmaticas (MENDES et al., 2000).

O aumento no nimero de eosindfilos ¢ uma caracteristica importante em diversas
doengas como: alergia (HUBSCHER, 1975; OKUBO et al.,1998), asma (PREISER et al,,
1969; KOTSIMBOS; HAMID,1997) e as infecgdes parasitarias (HOGARTH-SCOTT;
FEERY, 1976; SABIN et al., 1996; RAINBIRD et al., 1998; BEHM; OVINGTON, 2000).
Em certas doengas, os eosindfilos podem apresentar um aciimulo seletivo no sangue periférico
ou em qualquer tecido do organismo causando prejuizo ao individuo (ROTHENBERG,
1998).

O citoplasma dos eosinéfilos € rico em granulos contendo proteinas cationicas, como:
a Proteina Basica Maior (MBP), a Proteina Catidnica dos Eosinofilos (ECP), a Neurotoxina
Derivada de Eosinéfilos (EDN) e a Peroxidase dos Eosinofilos (EPO), além de outras enzimas
como colagenases e cristais de Charcot - Leyden (CLC), esta Gltima proteina possui atividade
de lisofosfolipase (SHURIN, 1995; GLEICH; ADHOLPHSON, 1986). Esta célula apresenta
uma série de receptores em sua membrana citoplasmatica, como receptores de baixa afinidade
para a por¢do Fc de imunoglobulinas das classes IgE, IgG e IgA e para fragmentos do
complemento como C3b (WARDLAW et al., 1994).

A migracdo dos eosindfilos da circulacdo para os tecidos envolve uma seqiiéncia de
eventos: marginalizagdo, rolamento, adesdo ao endotélio e diapedese. Apds a marginalizagao
do eosinofilo no vaso sanguineo ocorre interagdo inicial da célula ao endotélio, por ligagdes
fracas mediadas por moléculas de adesdo da familia das selectinas. A ligagdo fraca entre
essas moléculas permite o seu rolamento. A ades@o ao endotélio ocorre por ligacdes fortes

mediadas por moléculas da familia das integrinas como VLA-4 (B1 integrina) e CD18 (B 2
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integrina)(RESNIK, WELLER, 1993).
O recrutamento dos leucdcitos e as interagdes das células com as moléculas de adesao estao

representadas na figura 1. (ROTHENBERG, 1998).

Recrutamento, Ativacao e Funcao
dos Eosinofilos na Inflamacao
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Figura 1: Recrutamento, ativacdo e fungdo dos eosinofilos na inflamacao.
Fonte: (RESNIK et al., 1993).

Quando os eosinodfilos chegam ao sitio inflamatério sofrem apoptose e sdo
rapidamente retirados pelos macrofagos, sobrevivendo por menos de 48 horas. Algumas
citocinas, como IL-3, IL-5 e GM-CSF, retardam a apoptose dos eosinofilos no sitio
inflamatério, aumentando sua sobrevida por longos periodos (ROTHENBERG et al., 2001;
SPERGEL et al.,, 2002). E em muitos processos inflamatdrios, os proprios eosinofilos
produzem esses mediadores que atuam de forma autdcrina para a manutencdo dessas células
nos tecidos inflamados.

Uma das principais fungdes dos eosinofilos ¢ a defesa contra helmintos, estes
estimulam a populagdo de células Th2 a produzir IL-4 e IL-5, o primeiro promove aumento de
IgE que se liga a superficie do helminto, e o segundo ativa os eosinofilos a se
ligarem ao imunocomplexo e secretarem os granulos com componentes enzimaticos
(ABBAS et al., 1998). Outra participagao marcante dos eosinéfilos € nas desordens alérgicas.
Depois da exposicdo ao alérgeno em individuos sensibilizados, dois eventos ndo mutuos
podem levar ao acumulo de eosinéfilos. Um deles ¢ pela liberagdo imediata de

mediadores inflamatérios (histamina, prostaglandinas, leucotrienos) por meio da interacao de
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receptores da IgE com os mastdcitos. Os mastdcitos promovem a liberacdo de citocinas
pro-inflamatérias (IL-1 e TNF-alfa) que induzem a producdo de citocinas relacionadas
aos eosindfilos (GM-CSF, IL-4 e IL-5), este processo também ¢ conhecido como
hipersensibilidade imediata (ROTHENBERG, 1998).

Na condigdo de APC (Células Apresentadoras de Antigenos), os eosinofilos sao
considerados similares as Células Dendriticas (CD) em seu potencial para ativar células T
naive (PADIGEL et al., 2006). No modelo experimental de inflamac¢do em camundongos foi
realizado cultura de eosinéfilos estimulados com antigeno de Strongyloides stercoralis. Nesse
modelo observaram a ativagdo das cé¢lulas T por eosinofilos com a mesma propor¢dao que
células dendriticas estimulam com o mesmo antigeno sugerindo assim um potencial eficiente
dos eosinoéfilos quanto as CD pulmonares em estimular as células T nas vias aéreas superiores
(PADIGEL et al., 2006).Todavia, esses achados ndo diminuem o papel das CD e de outras
APC; mas possibilita ampliar os conhecimentos no que diz respeito a ativagao especifica

durante um processo inflamatdrio, principalmente em modelos parasitarios.

1.2 Células Apresentadoras de Antigenos

As células apresentadoras de antigenos (APC) sdo definidas por serem capazes de
ingerir, processar e apresentar o antigeno. S0 exemplos de APC as Células Dendriticas (CD),
macrofagos, linfocitos B e possivelmente os eosinofilos (PADIGEL, et al.; 2006), contudo,
estas células possuem diferentes fungdes imunologicas (PALUCKA et al., 1998).

As células dendriticas apresentam aspecto dendritico, projegdes membranosas e por
expressarem altos niveis de moléculas de MHC (complexo principal de histocompatibilidade)
de classe Il em sua superficie. Elas sdo responsaveis por reconhecer, reter e transportar os
antigenos até os sitios imunorreativos, apresentando-os aos linfocitos T naive
(HEADINGTON; CERIO, 1990). Sao consideradas APC por serem as unicas capazes de
iniciar uma resposta imune primaria, contribuindo para o estabelecimento da memoria
imunolégica (CUTLER; JOTWANI, 2004; BANCHEREAU; STEINMAN, 1998).

Os macrofagos fazem parte da resposta imune inata, fagocitam suas proprias proteinas
e restos célulares durante o reparo tissular normal. Todas estas proteinas sdo degradadas e
apresentadas pelo MHC de classe II. Proteinas proprias, contudo, ndo ativam células T porque
na auséncia de infeccdo, os macrofagos expressam baixos niveis de MHC de classe 11 e
praticamente ndo expressam as moléculas coestimulatorias JANEWAY Jr, et al., 2001). Sao

importantes células fagociticas que capturam microorganismos invasores € participam da sua
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eliminagdo tanto por citdlise direta, quanto pela apresentacdo de peptideos a células T e
inducdo de imunidade especifica (AL- DARMAKI, et al, 2003).

Os linfécitos B sdo as unicas células capazes de produzir anticorpos. Eles reconhecem
antigenos extracelulares (incluindo os que se encontram na superficie celular) e se
diferenciam em plasmocitos que sdo células secretoras de anticorpos, funcionando, assim
como mediadores da imunidade humoral (ABBAS, 2008).

A investigagdo clinica e experimental tem mostrado que os eosinofilos podem
funcionar como APC, sendo capaz de processar e apresentar uma variedade de antigenos

(SHI, 2004).

1.3 Moléculas Coestimulatérias (CD 80 e CD86)

As moléculas CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) sao moléculas coestimuladoras mais bem
caracterizadas, sendo expressas predominantemente na superficie das APC (HATCOCK et al.,
1994; STACK et al, 1994). Apesar das moléculas CD80 e CD86 possuirem fungdes
semelhantes, existem diferencas quanto 4 expressdo dessas nas APC e sua afinidade pelos
receptores CD28 e CTLA-4 presentes nas células T. A molécula CD86 possui expressao
(baixos niveis) em mondcitos, células dendriticas e linfocitos B em repouso, que aumenta
apos a ligagdo do MHC ao TCR do Linfocito T. Enquanto que, a expressdao de CDS80 ¢
induzida e ocorre posteriormente ao aumento de expressdo de CD86, existem evidéncias de
que as moléculas CD80 e CD86 possuem maior afinidade pelo receptor CTLA-4 do que para
CD28 presentes nos linfocitos T (HATHCOCK et al.,1994, LARSEN et al., 1994), e também
que CD80 se ligue a ambos os receptores com mais avidez que CD86 (LINSLEY et
al.,1994).

Além das diferencas relacionadas a cinetica de ligacdo de CD80 ¢ CD86 aos seus
receptores, um numero relevante de estudos tem questionado a equivaléncia dos efeitos
coestimuladores gerados por estas duas moléculas com resultados contrastante frente ao papel
funcional desempenhado por CD80 e CD86 na ativagdo de celulas T, sugerindo diferencas de
natureza qualitativa e quantitativa entre as duas moléculas ( FIELDS et al., 1998;BOYLAN et
al., 1999; LANG et al., 2002; XIANG et al., 2008).

A molécula CD80 ¢ expressa predominantemente na forma de dimeros na membrana
das APCs. Apresenta lenta cinética de expressao e € estavel por 4 a 5 dias. A ligacdo de CD80
ao CD28 contribui para ativar resposta Th2 que favorece diferenciagdo dos linfocitos T, sendo

ligante preferencial de CTLA4, com maior afinidade e avidez na ligagdo, se comparada a
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ligacdo de CTLA4 com CD86, além disso, pode participar da finalizacdo da ativagdo de
linfocitos T (SAMSON, MANZOTTI, ZHENG, 2003; BHATIA et al., 2006).

J& a molécula CD86 possui uma rapida cinética de associacdo e dissocia¢do e sua
expressdo maxima ocorre em torno de 24 a 48 horas apos a ativacdo dos linfocitos T.
Acredita-se que CD86 seja o ligante preferencial de CD28, pois apresenta maior afinidade
com esse receptor do que CD80. Ambos, CD86 e CD28, estdo disponiveis no momento inicial

da ativagao das células T (SAMSON, MANZOTTI ¢ ZHENG, 2003; BHATIA et al., 2006).

1.4 ATIVACAO DA RESPOSTA IMUNE ESPECIFICA

Existem muitos estudos que apontam a importincia das moléculas coestimulatorias
nas mais variadas infecgdes por patdgenos. A ativacgao e diferenciacdo de células T dependem
de dois sinais principais. Primeiramente ¢ necessario que haja o contato entre as células
apresentadoras de antigenos (APC) e as célulasT com o reconhecimento do complexo
peptideo MHC. O segundo sinal necessita da interagdo de moléculas coestimalatorias nas
superficies de células APC e da produgdo de citocinas por essas células (BLUESTONE,
2006). As moléculas coestimulatérias, como CD28 presentes na superficie de linfocitos T,
interagem com as moléculas coestimulatorias CD80 e CD86 (B7) expressas em APC
profissionais e participam da diferenciagdo e da amplificagdo da resposta imune,
principalmente para Thl e/ou Th2 (GREENWALD et al., 1999; SOOS et al., 1999).

As moléculas CD80 e CD86 (B7) também podem se ligar a molécula CTLA4, e
neste caso promovem um sinal negativo com baixa ativagao de células T (NAKAJIMA et al.,
1996, GREEWALD et al., 1999; WANG et al., 2006).Esta ligacdo leva a inativagdo das
células T, interrompendo a resposta imune e ocorre com cerca de 20 vezes mais avidez do que
a ligacdo de CD80 e CD86 (B7) a CD28 (figura 2). Acredita-se que essa regulacdo possa ser
promovida ndo por sinais negativos enviados por meio da ligagdo de CTLA4, mas pela
exclusdo dos complexos CD28/CD80 e/ou CD86 e/ou por competigdo direta pela ligacao das
moléculas CD80 e CD86 (B7), representado na figura 2 (BHATIA et al., 2006; ABBAS e
LICHTMAN, 2005). Em experimentos realizados com eosinofilos das vias aéreas superiores
de camundongos, foi observado a capacidade de processar antigenos inalados, a migragao
para linfonodos e expressao de moléculas MHC e coestimulatérias CD80 e CD86 (B7) (SHI,
et al., 2000). Essa caracteristica permite especular-se essas células sdo capazes de realizar a

apresentagdo de antigenos assim como induzir a proliferacdo de linfocitos T CD4.
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Figura 2 — Esquema representativo da interagdo das moléculas coestimulatorias presentes
nas APC (CD80 e CD86) na ativagdo e inibigdo das células T ligando aos seus receptores.
NOTA: APC: célula apresentadora de antigeno; MHC: complexo principal de histocompatibilidade;
TCR: receptor de célula T.

FONTE: ALEGRE, FRAUWIRTH e THOMPSON, 2001

1.5 Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMYV)

O termo Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV) foi proposto inicialmente por
Beaver em 1952, o qual identificou larvas de Toxocara canis em fragmentos hepaticos
obtidos por biopsia, de criangas com sindrome febril caracterizada por hepatomegalia,
infiltrado pulmonar, hipergamaglobulinemia e eosinofilia. Em 1956, Beaver considerou
outros helmintos como possiveis causadores da SLMV, porém destacava o Toxocara canis
como o principal agente (BEAVER, 1956). Em 1969, Beaver restringiu a definicio da SLMV
somente para aquelas situacdes onde havia a ocorréncia da migracao e persisténcia de larvas
vivas por periodo prolongado nos tecidos de hospedeiros intermediarios ou paraténicos, sendo
esse o conceito aceito até os dias de hoje. Por todas essas razdes e pelas peculiaridades do
ciclo biologico do Toxocara canis (Tc), esse agente tem sido considerado como o mais
importante causador da SLMV (BEAVER, 1969; CARVALHO; ROCHA 2011).

A SLMYV ¢ uma zoonose de distribui¢do mundial considerada uma das helmintiases
mais prevalente em paises industrializados (MAGNAVAL et al., 2001). Entretanto, pouco ¢é
reconhecida como problema de saude publica (ALTCHEH et al., 2003) e subestimada,

principalmente em locais favoraveis ao desenvolvimento de Toxocara spp. (ALDERETE, et
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al.; 2003). O Toxocara ¢ encontrado em paises tropicais € em desenvolvimento sendo a mais
comum helmintiase nos Estados Unidos da América, afetando milhdes de americanos que
vivem na pobreza (HOTEZ; WILKINS, 2009).

Nos canideos, os vermes adultos vivem em média quatro meses, sendo que, por
volta de seis meses quase todos sdo eliminados espontaneamente pelo hospedeiro natural. A
fémea produz cerca de 25.000 a 200.000 ovos/dia que saem nas fezes e conseguem sobreviver
por varios meses € até anos em areia imida e alta temperatura levando algumas semanas para
maturagdo. Os caes jovens infectados sdo potenciais disseminadores do ambiente, podendo
liberar milhares de ovos por dia (SPRENT, 1963; GLICKMANN, SCHANTZ, 1981;
GILLESPIE, 1988), sendo esses extremamente resistentes a fatores climaticos. Os ovos
eliminados nas fezes ndo sdo embrionados, para que estes se tornem embrionados € necessario

condi¢des adequadas de temperatura (15° a 35°C) e umidade. Nessas condi¢des, 85% dos

ovos tornam-se infectantes até a 5* semana (ARAUJO, 1972). A forma infectante do parasito
ocorre pelo ovo larvado de 3° estadio (L3), (HALLACK, CUNHA, 1996; MAGNAVAL et
al., 2001; CUNHA, 2005), como demonstrado na figura 3.

Figura 3: Foto de ovos larvados de Toxocara canis mantidos no Laboratorio de Parasitologia da
Universidade Federal de Sao Carlos, no aumento de 40 X em microscopio optico comum.
Fonte: Rodolpho, J. M de A; Oliveira, S. R. P., 2010.

Nos caes os ovos ingeridos contendo larvas (L3) ir@o ao intestino delgado, onde as
larvas sdo liberadas e invadem a mucosa intestinal na altura do ceco, penetram nos vasos

linfaticos ou nos vasos sanguineos e atingem o figado. Do figado, estas larvas caem na
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circulacdo sanguinea, indo para o coragcdo e depois chegam nos pulmdes. Nos pulmdes,
algumas larvas rompem os capilares pulmonares e passam para os bronquiolos atingindo a
traquéia e a faringe, sendo ou ndo deglutidas, se deglutidas chega novamente ao intestino
delgado onde se desenvolvem em formas adultas. Outras, por meio dos capilares pulmonares,
atingem o coragao e assim que caem na circulagdo sist€émica, disseminam para varios 6rgaos e
tecidos (figado, musculos, cérebro, rins, etc.) (BARRIGA, 1988; Beaver, 1952). Esta fase
caracteriza a migra¢do somatica sendo este o término do ciclo das larvas em cdes adultos
fémeas e machos. Nas fémeas prenhas, as larvas (L3) estimuladas pelas alteragcdes hormonais,
além da migragdo traqueal, migram também por via transplacentaria, atingindo os filhotes,
onde completardo o ciclo. Os filhotes infectados eliminam ovos nas fezes, cerca de trés ou
quatro semanas apos o nascimento (forma mais importante de dissemina¢do do parasito entre
a populacdo canina). As alteracdes hormonais da fémea em lactacdo continuam a estimular a
migracao das larvas (L3), que podem atingir a glandula mamaria, sendo eliminadas no
colostro e no leite, contribuindo para aumentar a gravidade da infeccdo dos filhotes
(KALKOFEN, 1987). De acordo com a Figura 4 podemos observar o desenvolvimento

biologico do ciclo de Toxocara canis.
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Figura 4- Esquema representativo do desenvolvimento do ciclo bioldgico do Toxocara canis nos
hospedeiros definitivos (cdes). 1- passagem dos ovos nas fezes/ 2- desenvolvimentos dos ovos no meio
ambiente/ 3- ingestdo dos ovos larvados pelos caes/ 4- desenvolvimento do verme adulto no intestino
delgado/ 5- transmissdo placentaria e mamaria/ 6- desenvolvimento do verme adulto no filhote.

Fonte: CDC, 2010. (Imagem adaptada).

“.

O homem pode participar do ciclo deste parasito de forma acidental. Os ovos contendo
larvas de estadio L3 apos ingestdo chegam ao intestino delgado, liberam estas formas
larvarias, que sdo capazes de ativamente atravessarem a mucosa intestinal e por via linfatica
ou sanguinea, atingem a circulacdo porta e, por seguinte, o figado, chegando aos pulmdes pela
circulacdo sanguinea. As larvas atravessam os capilares pulmonares € caem na artéria
pulmonar e no coracdo, disseminando-se para todo o organismo pela circulagdo sistémica.
Quando o tamanho das larvas do 7. canis excede o didmetro dos capilares sanguineos, ocorre
uma migragdo ativa e erratica através da parede celular e dos tecidos do hospedeiro, até as
larvas se encistarem em algum tecido e/ou morrerem. A fase de migragdo larvaria ocasiona
uma rea¢do inflamatoria aguda, com presenca de eosinofilos, neutréfilos e, algumas vezes de
mondcitos. Este processo caracteristico da migragdo das larvas no estadio L3 de 7. canis no
hospedeiro é o que caracteriza a Sindrome da Larva Migrans Visceral (BEAVER et al, 1952;
RAYES & LAMBERTUCCI et al., 1999). A eosinofilia sistémica presente neste tipo de
infeccdo ¢ um excelente modelo de estudo para migracdo e formas atuantes de células no
sistema imune principalmente processos relacionados aos eosinofilos. Em seres humanos, a

infeccdo por larvas de 7. canis é geralmente assintomatica. Quando sintomatica atinge
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principalmente criangas de 6 meses a 6 anos de idade. No entanto, os adultos também podem
desenvolver a doenga (CAMPOS JUNIOR et al., 2003) causando a SLMV (BEAVER et al,
1952), ou Sindrome de Larvas Migrans Ocular (ZINKHAM, 1978) que s3o conhecidas
também respectivamente como Toxocariase Visceral (TV) e Toxocariase Ocular (TO)
(MAGNAVAL et al., 2001).

A forma classica da SLMV ocorre frequentemente em criangas com sintomas como:
febre, hepatomegalia, eosinofilia persistente, irritabilidade, mal-estar, anorexia, lesdes
urticariformes no tronco ¢ nos membros. Nesta forma clinica, as manifestagdes pulmonares
sdo tosse, sibilos e infiltrados pulmonares ricos em eosinodfilos (KAYES; OAKS, 1980).
Alguns individuos podem ainda apresentar comprometimento do sistema nervoso central com
crises convulsivas focais ou generalizadas, distirbio do comportamento e aumento de
eosinodfilos no liquor (MOREIRA- SILVA et al, 2004, VIDAL et al, 2003).

A resposta imunoldgica do hospedeiro ao parasito pode englobar tanto os fatores
humorais quanto os celulares (JACOB, OSELKA, 1991). No primeiro contato, ocorre uma
reacdo tecidual inespecifica, o aumento da especificidade pode estar fortemente relacionado a
reexposicao ao parasito sendo caracterizado pela formagao de granuloma (JACOB, OSELKA,
1991). A larva de Toxocara spp apresenta certa habilidade em sobreviver em seu hospedeiro
por muitos meses, estimulando os linfécitos (Th2) com consequente producdo de
imunoglobulina E (IgE) e eosinofilia por longos periodos (BUIJS et al., 1997). Dessa forma,
se torna um modelo excelente de estudo para processos inflamatorios eosinofilicos e que
caracterizam uma resposta com perfil Th2.

O antigeno de excrecdo e secre¢ao de Toxocara (ASE) pode ativar fortemente os
linfocitos T, levando a uma alta producdo de citocinas. Fatores como hemopoetinas para
eosindfilos IL-3, IL-5 e GM-CSF sao produzidos pelos linfocitos T e intensamente implicados
na patogénese dessa infeccdo parasitaria (JACOB, OSELKA, 1991). Os linfécitos T helper
sao diferenciados em seis subpopulagdes: ThO, Thl, Th2, Th3, Th17 e Th23, mas, as duas
principais subpopulacdes mais estudadas sdo: Thl e Th2 (MOSMANN, COFFMAN, 1989).
As células Th1 se caracterizam principalmente pela producgdo de grandes quantidades de 1L-2,
IL-12 e interferon-gama (INF-y), resposta tipica da imunidade celular, enquanto, as células
Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-13, controlando a resposta humoral (RAYES,
LAMBERTUCCI JUNIOR, 1999). As respostas Thl desencadeiam os mecanismos de
hipersensibilidade tardia, ativam macréfagos e sdo muito eficientes na eliminagdo de
patogenos intracelulares. As células Th2 sdo mais eficientes em auxiliar a resposta imune

humoral, desencadeando produgdao de imunoglobulinas e inflamacgdo eosinofilica, respostas
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estas mais importantes no combate aos patogenos extracelulares. Caracteristicamente, as
citocinas do perfil Thl ou Th2 direcionam para o desenvolvimento de sua respectiva via,
inibindo a expressdao do padrdo oposto. Desse modo, uma vez polarizada a resposta imune
para o padrdo Thl, a via Th2 serd inibida e vice-versa. Isso ocorre principalmente devido a
regulacdo do nivel de receptores de membrana, da expressao diferencial de fatores de
transcri¢do e de mudancas epigenéticas (ABBAS, et al 2003, HOFFMANN et al., 2000).

E também temos as células T regulatdrias que sdo originadas por duas formas distintas.
Umas delas surgem a partir do timo como um subtipo de células T maduras com fungdes
definidas (SMITH et al.,1997) e a outra a partir da diferenciagdo das células T naives na
periferia apds o contato com elevadas concentracdes de antigeno, as células T reconhecem
especificamente os Ag proprios presentes nos tecidos periféricos tornando-se assim incapaz
de responder a estes, tem importancia fundamental na resposta a Ag estranhos (WEINER,
1997; AKDIS et al., 1998, YSSEL et al., 2001; MELO; CARVALHO 2009).

Estudos com pacientes atopicos demonstram que os linfocitos do tipo Th2 produzem
altas quantidades de IL-4 (que estimulam a producdo de IgE pelos plasmocitos) e IL-5 (que
estimulam a maturagao de eosindfilos na medula dssea) e a mastocitose parece estar envolvida
na destrui¢do do parasito (FINKELMAN, et al, 1997). Em modelos experimentais hd uma
associacdo entre a resposta de células Th2 e a protecdo contra diversos helmintos. A
eosinofilia e o aumento do nivel sérico de IgE sdo, portanto, caracteristicas da resposta imune
Th2. Uma parte da IgE produzida durante a resposta imune Th2 ¢ antigeno-especifica, e
quando a IgE se liga a receptores de alta afinidade na superficie de mastocitos e basofilos,
deixa o sistema imune pronto para reacdes alérgicas a qualquer exposi¢do ao alérgeno
(BUSSE, et al, 2001; KAY, et al., 2001). Esse fendmeno parece estar relacionado com a
resposta imunologica caracteristica da infec¢do por 7. canis e, consequentemente pode estar
envolvido na patogénese da sindrome (BUIJS et al.,, 1997; RAYES, LAMBERTUCCI
JUNIOR, 1999).

As citocinas produzidas por células Th2, em especial a IL-5, promovem a ativacao de
eosinodfilos e seu recrutamento para os sitios de inflamacao das reacdes tardias, promovendo a
liberagdo do conteudo granular do eosinéfilo (BRODELL et al., 2008). A IL-5 ainda aumenta
a maturacdo de eosinofilos a partir de precursores da medula dssea, o recrutamento ¢ a
infiltragdo de eosindfilos. Além da IL-5, dependem de vérias quimiocinas, que sdo produzidas
pelas células epiteliais nos sitios das reagdes alérgicas (FERRER et al., 2002). A importancia
da IL-5 na mediagcdo da inflama¢do eosinofilica, como principal citocina participante do

crescimento € maturagdo dos eosindfilos, tem sido objeto de muitos estudos na tentativa de
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neutraliza-la. A IL-5 ¢ produzida predominantemente pelos linfécitos Th2, assim como pelos
mastocitos, e eosinofilos, (SANDERSON, 2004), IL-5 tem sido identificada como fator
importante no crescimento, maturagao, ativacao, migragao tecidual e no aumento da sobrevida
dos eosindfilos (OKUIDARA et al., 1997).

As principais caracteristicas da SLMV na fase cronica sdo eosinofilia sanguinea e
tecidual (KAYES; OAKS, 1976; FACCIOLI et al., 1996, ANIBAL et al., 2007) e altos niveis
de IgE sérica (TURNER et al., 1979; NUTMAN et al., 1989). Outra caracteristica observada ¢
o aumento de mastocitos na parede do intestino delgado de camundongos infectados e o
aumento da hiperreatividade intestinal destes animais, sugerindo um papel ativo destas células
na SLMV (SA-NUNES et al., 2003). Nas manifestages clinicas da SLMV humana alguns
fatores predisponentes sdo considerados como: o grau de infeccdo parasitdria, estado
nutricional do hospedeiro, intensidade da resposta inflamatdria, localizagdo tecidual das larvas
e sensibilizagdo do hospedeiro por antigenos proprios das larvas (SA-NUNES et al., 2003).
Estes fatores podem ou nao estar associados, o que leva os individuos a evoluirem da forma
assintomatica para as manifestagdes cldssicas da sindrome ou ainda para a forma ocular.

A medida que a infecgdo progride, as células inflamatorias se organizam ao redor das
larvas e de seus metabolitos, formando uma reagcdo granulomatosa caracterizada por um
centro necrético onde € possivel encontrar vestigios de larvas. Circundando-as ha um acumulo
de células multinucleadas, neutrofilos e niumero elevado de eosinofilos (BEAVER et al.,
1952). Assim, o modelo SLMV, favorece um excelente modelo para estudar a participagao

dos eosindfilos na ativacdo da resposta imune apresentando fendtipo de APC.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar a expressdo das moléculas CD80, CD86 e de MHCII em eosinofilos

durante a Sindrome da Larva Migrans Visceral.

2.2 Objetivo especifico

 Avaliar o perfil de eosinofilos durante a fase aguda e cronica da infeccdo pelo 7. canis em

modelo experimental murino,

* Determinar os niveis de citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y e imunoglobulinas IgG1, IgG2a

e IgE plasmaticos e pulmonares em camundongos durante a infec¢do pelo 7. canis;

* Determinar a expressao das moléculas de MHCII, CD80 e CD86 em eosindfilos ex vivo no

periodo de 18 dias apds infecgdo pelo 7. canis.

* Determinar o perfil fenotipico dos eosinéfilos como APC em modelo experimental murino

infectado com 7. canis.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1Animais

Foram utilizados 84 camundongos fémeas da linhagem Balb/c, pesando entre 15 ¢ 18
gramas (aproximadamente 4 semanas de idade), provenientes do Biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), livres de patdgenos (Specific
Pathogen Free - SPF). Desses camundongos 48 foram infectados com 7. canis e 36 utilizados
no grupo controle. Foram realizados 2 experimentos independentes. Os animais foram

mantidos no Biotério do DMP- UFSCar, com livre acesso a agua e alimento.

3.2 Obtencao de ovos embrionados de 7. canis

Os ovos foram obtidos de fémeas do parasito recuperadas de cades jovens. Os caes
doadores foram oriundos do Centro de Zoonoses de Ribeirdo Preto, SP. As fémeas dos
parasitos recuperadas foram dissecadas para extracdo de seus uteros, os quais foram
divulsionados em placas de Petri, contendo formalina 2%. O material foi filtrado em gaze
para obten¢ao dos ovos e armazenado em solucao de formalina em placas de Petri, deixados a

temperatura ambiente até alcancarem o estadio infectivo (L3) (Gomes de Moraes, 1971).
3.3 Infeccio dos camundongos com ovos de 7. canis

Os camundongos foram infectados oralmente com 500 ovos/0,5 mL salina,

empregando-se canulas apropriadas por gavagem (SUGANE &OSHIMA, 1982).
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3.4 Delineamento Experimental

DELINEAMENT O EXPERIRMENTAL

Citometra de Fluxo [Sangue e LPC)
Ayaliagio da expressao (MHC I, CD20

e CD8R)
Cultura do baco (Avaliagio de |L-4,
Infeccdo comn IL-5, IL-13 & [FM-y
Toxaocara canis
500/ovos
animmal

0 = 180 — 362
=

B

Awaliacio Celular (Contagem g obal e
diferencial)
Sangue, LCF = [BA
Dosagem de IL-4, IL-5, IL-13 & IFM-y
Dosagem de gk, 12561 e |gG24

| Eutansia

Figura 5- Esquema representativo do experimento in vivo frente a analise de pardmetros celulares,
imunologicos e parasitarios em trés fases distintas da infecgdo: 5° dia ap6s infeccdo, de acordo com o
ciclo de vida do T. canis, caracterizando a fase pulmonar da doenga, 18° dia apods infeccdo
caracterizando a fase aguda e o pico de eosinofilia da doenga, e 36° dia apds infecg@o caracterizando o

inicio da fase cronica da doenca.

3.5 Obtenc¢ao das células dos lavados broncoalveolares (LBA), do lavado da cavidade
peritoneal (LCP) e do sangue.

Os camundongos foram eutanasiados com anestésico Tionembutal (North Chicago,
[linois, USA), nos dias previamente estabelecidos de acordo com ciclo descrito do 7. canis,
ou seja no 5°, 18° e 36° dia apds infecgdo. As técnicas de lavagem broncoalveolar (LBA) e
peritoneal (LCP) foram utilizadas para recuperagao de células da cavidade pulmonar (LBA) e
peritoneal (LCP), respectivamente. Para obtengdo do LBA utilizou-se 1,0 mL de solugdo
salina tamponada (PBS), contendo 0,5% de citrato de sodio (PBS/Citrato), empregando

canulas de polietileno introduzidas na parte superior da traquéia, o procedimento foi repetido
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duas vezes, totalizando um volume final de 2 mL. Para recuperagao do lavado da cavidade
peritoneal (LCP) foi utilizado 3 mL de PBS, contendo 0,5% de citrato de sédio (PBS/Citrato),
empregando uma agulha na cavidade peritoneal no qual os mesmo foram retirados. O sangue
foi obtido apds sangria total dos animais por punc¢do cardiaca. Realizou-se a contagem global
e diferencial de células do sangue, do lavado da cavidade peritoneal e do lavado
broncoalveolar. As células sanguineas e do lavado peritoneal foram ainda preparadas para
analise da expressdo das moléculas (MHC II, CD80 e CD86) na superficie das células por

meio de citometria de fluxo, ex vivo.

3.6 Contagem diferencial e total das células do LBA, LCP e do sangue

A contagem diferencial das células do sangue foi realizada através de esfregacos
sanguineos e as cé€lulas da cavidade peritoneal (LPC) e broncoalveolar (LBA) foram
preparados em citocentrifuga (Serocito Mod. 2400-Fanem) 1500rpm em 3min e corados com
corante Panoético-Laborclin. Em cada lamina foram contadas 100 células, utilizando
microscopia de luz com aumento final de 1000 x. O numero total de células/mm?® nos
diferentes compartimentos foi determinado empregando solucao de Turk para a lise das
hemaceas (STIBBE ef al., 1985), na diluicdo 1:20 e posterior contagem em camara de

Neubauer.

3.7 Avaliacao do Perfil Celular Durante o Modelo Experimental da Sindrome da Larva
Migrans Visceral

O numero total e diferencial de células por mm? foi determinado em periodos distintos
da infecgdo: 5° 18° e 36°dia apds a infec¢do, no sangue, no lavado broncoalveolar (LBA) e no
lavado da cavidade peritoneal (LCP). O objetivo foi avaliar a resposta celular a infec¢do, nos
diferentes periodos e principalmente diferenciar os tipos celulares envolvidos na resposta
imune celular contra a infecgdo, classificando as células em mononucleares (linfocitos e
mondcitos) no sangue (linfocitos e macrofagos) nos lavados e eosinodfilos e neutrofilos em

ambos.

3.8 Cultura de células do Bago e quantificacdo dos niveis de citocinas e imunoglobulinas

dos sobrenadantes.
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ApoOs a eutandsia, nos tempos pré-estabelecidos e realizacdo da coleta dos lavados e
sangue total foi realizada a retirada do bago dos animais. Os 6rgdos foram macerados e as
suspensodes celulares individuais foram lavadas com meio de RPMI - 1640. A cultura foi feita
com pool de células de cada 3 animais referentes aos diferentes grupos analisados. O
sedimento celular foi coletado através da centrifugagao a 1500 rpm durante cinco minutos € o
numero de células foi ajustado para 5 x 10%ml em meio RPMI 1640 completo (40pg de
gentamicina, 5% de soro bovino fetal e 20 mM HEPES). Nestes ensaios, foram utilizados
preparacdes de células totais do bago. As suspensdes celulares foram distribuidas em placas
de cultura de 24 pocos e os seguintes estimulos foram adicionados ou nao: Concanavalina A
(Con-A) (tipo IV-S, Sigma) e antigeno total de 7. canis. As células permaneceram em cultura
por 72 horas a 37°C em estufa contendo 5% de CO, e apds este periodo os sobrenadantes

foram congelados a -20°C, para posterior dosagem das citocinas: (IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y).

3.9 Extracio do antigeno total de 7. canis

Os ovos mantidos em formalina, conforme item 3.2, foram retirados das placas de
Petri, recolhidos em tubos de 50 mL contendo pérolas de vidro, até o volume de 30 mL, e
adicionado 20 mL da solu¢do de Hipoclorito 1%. Estes tubos foram agitados vigorasamente
durante 30 minutos, alternando banhos (N liquido) e 4gua quente para que ocorra a eclosdo
dos ovos, liberando as larvas. Posteriormente, estes tubos foram centrifugados a 3000rpm por
5 minutos, repetindo esta centrifugagdo 3 vezes com PBS 1x. Posteriormente, o “pellet” foi
recuperado e quantificado a proteina através do método de “Bradford” (BRADFORD, 1976).
O método de Bradford ¢ uma técnica para a determinagdo de proteinas totais que utiliza o
corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este método ¢ baseado na interacdo entre o
corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais
basicas ou aromaticas. No pH de reagdo, a interagdo entre a proteina de alto peso molecular e
o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anionica,

que absorve fortemente em 595 nm. (COMPTON, 1985).

3.10 Homogenato do pulmio

Para a detecgdo de citocinas, por meio da realizagdo da técnica de ELISA, o pulmao

esquerdo de cada animal foi removido, lavado em salina 1x, pesado, mantido em tubo
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criogénico e congelado em freezer — 80°C até a andlise das amostras, na qual os pulmdes
foram descongelados e para cada 100 mg de tecido foi adicionado 1 mL de PBS 1x. Os
tecidos foram submetidos a homogeneizagdo em equipamento apropriado (Homogenizer
Workcenter - IKA T10), em seguida, os tubos com os tecidos homogeneizados foram
centrifugados em centrifuga (Eppendorf 5804R) refrigerada 4°C, durante 20 minutos a

velocidade de 4000 rpm, o sobrenadante foi removido cuidadosamente e mantido a — 20°C.

3.11 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

3.11.1Citocinas e Imunoglobulinas

Para o ELISA (Kit RD e BD-Trio) utilizou-se placas de microtitulagdo com 96 pogos.
Inicialmente foi feita a sensibilizagdo da placa com 100 pL/pogo de solucdo contendo o
anticorpo de captura (0.5 pg/mL) diluido em PBS. As placas foram incubadas por 18h a 4°C.
Apos esse periodo, o sobrenadante foi desprezado, a placa foi lavada e o bloqueio dos sitios
de ligacdes inespecificas foi feito adicionando-se 200 uL de PBS 10% de soro bovino fetal.
Novamente, as placas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente e em seguida
lavadas. A seguir foram adicionadas as diferentes dilui¢cdes da citocina recombinante padrao e
as amostras em estudo (100 puL/pogo) diluidas 1:10 (homogenato pulmonar) e 1:2 (plasma)
em PBS. A primeira concentragao da citocina recombinante padrao foi de 5000 pg/mL, a qual
foi sucessivamente diluida na base 2 até 9,76 pg/mL. Apds incubacdo por 2 horas, foi feito
novo ciclo de lavagem e adicionado 100 pL/poco do anticorpo de deteccdo (anticorpo
secundario biotinilado 0.125 pg/mL). Ap6s nova incubagdo de 1 hora a temperatura ambiente
e novo ciclo de lavagem, foram adicionados (100 pL/pogo) da enzima estrepto-avidina
(1:1000) diluida em PBS e soro bovino fetal 10%, depois de 30 minutos a placa foi
novamente lavada e adicionou-se 100 pL/pogo do substrato. O substrato utilizado foi uma
mistura 1:1 de H,O, e tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente, a reagdao foi bloqueada
adicionando-se 50 uL/pogo de H,SO4 1M. A leitura da absorbancia foi feita no comprimento

de onda 450nm em leitor de ELISA (MicroQuant-Sellex,Inc.).
3.11.2 Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos monoclonais foram utilizados para analise das moléculas envolvidas nas

fungdes de APC dos eosinofilos ¢ analisadas nos ensaios de citometria de fluxo (FACS). Os
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anticorpos foram doados pela Dra. Lucia Helena Faccioli, do Laboratério de Imunologia e
Inflamagao das Parasitoses da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto, USP.
OS anticorpos utilizados foram: (1) anticorpo anti-IA/I-E (MHC II) (IgG2b de rato) marcado
com isotiocianato de fluoresceina (FITC), (2) anticorpo anti-CD80 de camundongos
(Armenian hamster, 1gG) marcado com Phicoerythrin (PE), (3) anticorpo anti-CD86 de
camundongo (IgG1 de camundongo) marcado com (APC) e (4) anticorpo de bloqueio (“Fc
Block™). Como isotipos controles foram utilizados: (1) IgG2b de rato, (2) anticorpos
irrelevantes (especificidades desconhecidas) marcados com FITC e PE. Todos os anticorpos
foram adquiridos da Pharmingen (San Diego, CA, USA) e utilizados de acordo com as

instru¢des do fabricante.

3.12 Protocolo Experimental para a Analise da Expressio de Moléculas

Coestimulatorias por Citometria de Fluxo (FACSort)

A andlise da expressdo das moléculas (CD80, CD86 e MHC II) foi realizada por
citometria de fluxo no aparelho BD FACSCanto no Laboratério de Citometria de Fluxo na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto FCFRP-USP, com auxilio durante a
aquisicdo e analise, da biomédica Fabiana Rossetto de Morais. Os resultados foram expressos
na forma de histograma e representam a mediana da intensidade de fluorescéncia, que reflete
a expressdao das moléculas MHC II, CD80 e CD86 na superficie das células. A mediana da
intensidade de fluorescéncia das moléculas foi determinada em populagdes selecionadas que
representam por complexidade e granulosidade celular serem linfocitos ou eosinofilos.

Ap6s a eutanasia dos camundongos, nos tempos pré-estabelecidos, foram coletados o
lavado da cavidade peritoneal (LCP) e sangue total, sendo feito “pool” das células de cada
trés animais. Em seguida foi realizada a lise das hemacias do sangue e LCP. Para tanto, foram
adicionados 5 mL do tampao de lise (8,02g NH4Cl, 0,84g NaHCOs, 0,370g EDTA), em cada
um dos tubos de coleta (15 mL), deixando 5 minutos no gelo e no escuro. ApoOs esse
procedimento o sangue ¢ o LCP foram centrifugados e as células ressuspensas em 1 mL de
PBS-SBF 2% (Tampao FACS). Posteriormente foi feita a contagem das células e as
suspensdes acertadas para 1 x 107 células/mL. Em seguida foram pipetados 100 pL de cada
amostra em um tubo apropriado (1 x 10° células), as células foram incubadas com anticorpo
bloqueador de ligag¢ao inespecifica (“Fc block”), durante 40 minutos, no escuro. ApoOs esse

tempo, as células foram incubadas com anticorpos marcados com compostos fluorescentes
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durante 30 minutos a 4°C. Logo ap6s essa incubagdo, as células foram lavadas com tampao

FACS e ressuspensas em 300 uLL de tampao de Fixa¢ao (PBS-Formol 1%).

3.13 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos com média = SE. Os resultados obtidos nos diferentes
experimentos foram analisados por meio da andlise de varidncia ANOVA. Para andlise
estatistica foi utilizado o programa PRISMA- (TWO- WAY ANOVA) (San Diego,
California, USA). O nivel de significancia adotado foi de 5%, onde p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Contagem diferencial e total de leucdcitos no sangue de animais infectados ou

nao com 7. canis.

A figura 6 representa a contagem diferencial e total de leucdcitos no sangue dos
animais dos grupos controle e infectado com 7. canis. Os animais do grupo infectado
apresentaram um aumento significativo no niimero de eosinofilos quando comparado aos
animais do grupo controle, no 5° dia apds infec¢ao (Fig. 6 A) Ja no 18° e 36° dias apds a
infeccdo, as contagens de leucocitos, eosinofilos e células mononucleares apresentaram um
aumento significativo nos animais do grupo infectado quando comparados aos animais do

grupo controle (Fig. 6 A, B e C)
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Figura 6. Contagem total e diferencial de células no sangue, 5, 18 e 36 dias apos a
infecco. Células totais/mm? (A); eosinéfilos/mm? (B); células mononucleares/mm? (C). Os
dados representam a média = SE (n= 9-13 animais) de 2 experimentos independentes. * p <
0,05 ** p < 0,01 e ***p < 0,001 representam a diferenca significativa entre os resultados

obtidos dos grupos infectados quando comparados com os grupos controles, usando o teste
TWO WAY ANOVA.
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4.2 Contagem diferencial e total de leucdcitos no lavado da cavidade peritoneal

(LPC) de animais infectados ou nao com 7. canis

A figura 7 representa o perfil das células inflamatorias recuperadas do lavado da
cavidade peritoneal dos animais dos grupos experimentais 5, 18 e 36 dias apds a infec¢ao. No
5° e 36° dias apos a infec¢do ndo foram observadas diferencas significativas nas contagens de
células totais (Fig.7 A), eosinoéfilos (Fig.7 B) e células mononucleares (Fig. 7 C) entre os
animais dos dois grupos analisados. No 18° dia ap6s infecgdo todos os animais infectados
apresentaram um aumento significativo nas contagens de leucdcitos, eosindfilos e

mononucleares em relagdo ao grupo controle (Fig. 7 A, B, C).
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Figura 7. Contagem total e diferencial de células no lavado da cavidade peritoneal, 5°,
18° e 36°dias apés a infeccdo. Células totais/mm® (A); eosindfilos/mm?® (B); células
mononucleares/mm?* (C). Os dados representam a média = SE (n= 9-13 animais) de 2
experimentos independentes. ***p < 0,001 representam a diferenca significativa entre os
resultados obtidos dos grupos infectados quando comparados com os grupos controles,
usando o teste TWO WAY-ANOVA.
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4.3 Contagem diferencial e total dos leucocitos no lavado da cavidade

broncoalveolar (LBA) de animais infectados ou ndo com 7. canis

A figura 8 representa o perfil das células inflamatorias recuperadas do lavado
broncoalveoar dos diferentes grupos no tempo de 5,18 e 36 dias apds a infeccdo. No 5° dia
apos a infec¢do, os animais do grupo infectado apresentaram um aumento significativo na
contagem de eosinofilos e células mononucleares (Fig. 8 B, C) quando comparado ao grupo
controle. Os animais do grupo infectado apresentou diferencas significativas em relacdo a
contagem de células totais, eosindfilos e células mononucleares no 18° dia apds infecgdo
quando comparado com o grupo controle (Fig.8 A, B, C). Ja no 36° dia ap6s infecg¢@o o grupo
infectado ndo apresentou diferenga significativa em relacdo a contagem de células totais,

eosinofilos e células mononucleares quando comparado com o grupo controle.
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Figura 8. Contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar, 5° 18° e
36°dias apdés a infeccdo. Células totais/mm® (A); eosinofilos/mm?® (B); células
mononucleares/mm? (C). Os dados representam a média + SE (n= 9-13 animais) de 2
experimentos independentes. * p < 0,05 ** p < 0,01 e ***p < (0,001 representam a diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados quando comparados com o
grupo controle, usando o teste TWO WAY-ANOVA.
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4.4 Avaliacao da expressao de moléculas coestimulatorias em células de diferentes

compartimentos.

Um dos objetivos do trabalho foi avaliar a expressdao das molécula CD80, CD86 (B7-
1; B7-2) e MHC II na superficie das células, quando estas deixam o sangue € migram para a
cavidade peritoneal. Os resultados estdo apresentados de modo a comparar a expressdo das

moléculas nas células do sangue e LCP, ap6s 18 dias de infecgao.

4.4.1 Expressao das moléculas (MHC II, CD80 e CD86) em Eosinoéfilos, e

Mondcitos no Sangue

Avaliou-se a mediana da intensidade de fluorescéncia da marcagdo das moléculas
(MHC II, CD80 e CD86), e foi possivel observar que no sangue de animais infectados, houve
aumento na expressao das moléculas CD80 e CD86 (Fig. 9 A, B) e MHC II (Fig.9 C) nos
eosinofilos quando comparado com as mesma células do grupo controle. Nos monocitos
houve aumento dessa expressdo no grupo infectado quando comparado com o grupo controle,
para as molécula de MHC II e CD80 (Fig.10 A e B). A molécula CD86 em mondcitos (Fig.

10 C) apresentou aumento mais nao foi significativo.
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FIGURA 9. Mediana da intensidade de fluorescéncia das moléculas (MHCII, CD80 e
CD86) em eosinéfilos do Sangue. A barra verde representa o grupo controle ¢ a barra
vermelha representa o grupo infectado com 7. canis.
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FIGURA 10. Mediana da intensidade de fluorescéncia de MHC 11+, CD80+ ¢ CD86+ em
Mondcito do Sangue. A barra verde representa o grupo controle e a barra vermelha
representa o grupo infectado com 7. canis.
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4.4.2 Expressio das moléculas (MHC II, CD80 e CD86) em Eosinoéfilos,

Macrofagos e Células Dendriticas do Lavado da Cavidade Peritoneal

Avaliou-se a mediana da intensidade de fluorescéncia da marca¢ao das moléculas
(MHC 1II, CD80 e CD86), e observou-se que no Lavado da cavidade peritoneal, houve
aumento na expressdo da molécula MHC II e CD80 em eosindfilos do grupo infectado
quando comparado com o grupo controle (Fig.11 A - B). Entretanto a molécula CD86 nao
apresentou aumento nos eosinofilos no grupo infectado quando comparado com o grupo
controle (Fig.11 C).

Em macrofagos observamos que ndo houve aumento na expressdo da molécula MHC
IT no grupo infectado quando comparado com o grupo controle (Fig.12 A), ja a molécula
CD80 e CD86 apresentaram aumento na expressao nos macrofagos quando comparado com
grupo infectado com o grupo controle (Fig. 12 B e C).

Nas C¢lulas Dendriticas observamos um aumento no grupo infectado quando
comparado com o grupo controle na expressdao das moléculas de MHC II e CDS80 (Fig.13 A -
B). (Fig. 13 C) ndo houve um aumento na molécula CD86 de Células Dendriticas no grupo

infectado quando comparado com o grupo controle.
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FIGURA 11. Mediana da intensidade de fluorescéncia das moléculas (MHC II, CD80 ¢ CD86)
em Eosinofilos do Lavado da Cavidade Peritoneal. A barra verde representa o grupo controle e a
barra vermelha representa o grupo infectado com 7. canis.
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FIGURA 12. Mediana da intensidade de fluorescéncia das moléculas (MHC II, CD80 e CD86)
em Macrofagos do Lavado da Cavidade Peritoneal. A barra verde representa o grupo controle e a

barra vermelha representa o grupo infectado com 7. canis.
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FIGURA 13. Mediana da intensidade de fluorescéncia das moléculas (MHC II, CD80 e CD86)
em Células Dendriticas do Lavado da Cavidade Peritoneal. A barra verde representa o grupo
controle e a barra vermelha representa o grupo infectado com 7. canis.
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4.5 Avaliacdo das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y no plasma de animais

infectados ou nao com 7.canis

A concentragdo das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y foi determinada no plasma dos
camundongos infectados ou nao com 7. canis nos tempos descritos: 5, 18 e 36 dias apds a
infeccdo. O valor em pg/mL das citocinas dos diferentes grupos estdo representados na figura
14.

Na figura 14 (A, B e D) observamos aumento nos niveis de IL-5, IL-4 ¢ [FN-y 5, 18 ¢
36 dias apds infeccdo no grupo infectado com Toxocara canis, quando comparado com o
grupo controle, mas essas diferengas ndo foram significativas. Os niveis de IL-13 no grupo
infectado com T. canis no 18° e 36° dia apo6s infeccdo quando comparados com o grupo

controle apresentaram diferencas significativas.
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Figura 14 : Producao de citocinas IL-5 (A), IL-4 (B); IL-13 (C) e IFN-y (D) no plasma no 5°,
18°, 36° dias apds a infecgdo. Os dados representam a média +[JEPM de 2 experimentos
independentes. * p < 0,05 **p < 0,01 representam a diferenca significativa entre os resultados
obtidos dos grupos controle representado em verde e grupo infectado com Toxocara canis
representado em vermelho, usando o teste TWO WAY-ANOVA.
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4.6 Avaliacdo das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y no pulmio de animais

infectados ou nao com 7.canis.

A concentragdo das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y foi determinada no
sobrenadante do homogenato do pulmao nos animais controle e infectados 5° e 18° dias apos
a infecgao.

Em relacdo aos niveis de IL-5, IL 4, IL-13 e IFN-y foi observado aumento em todos
os periodos avaliados, no entanto apenas no 5° dia apds a infec¢ao foi observado diferenca

significativa, sendo essa diferenca apenas nos niveis de IL-5 (Fig.15).
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Figura 15: Produc¢do de citocinas IL-5 (A), IL-4 (B); IL-13 (C) e IFN-y (D) pg/mL no pulmao
no 5° e 18° dias apds a infeccao. Os dados representam a média £ JEPM de 2 experimentos
independentes. **p < 0,01 representa a diferenga significativa entre os resultados obtidos dos
grupos controle representado em verde e grupo infectado com Toxocara canis representado
em vermelho, usando o teste TWO WAY-ANOVA.
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4.7 Avaliacao da producio das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y em cultura ex

vivo de células do bacgo

Para avaliar a resposta imune de animais infectados ou ndo com 7. canis, células do
baco foram coletas no 18° dia apos a infeccdo e os niveis das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e
IFN-y foram determinados no sobrenadante do cultivo celular apds 48 horas de estimulagao
ou ndao com antigeno total de 7. canis e estimula¢do ou ndo com concavalina-A (Con-A) (Fig.
16).

Os niveis de citocinas nos sobrenadantes do cultivo celular utilizado células do baco
foram variados. Foi observado que IL-4 apresentou maiores niveis nos grupos onde o
antigeno de 7.c foi ausente, e nos grupos estimulados com Con-A, independente do Ag de 7'.c
(Fig. 16 A). Em relacdo a II-5 nenhum estimulo apresentou diferencas significativas entre os
grupos estudados. No entanto a associacdo do Com-A e 7.c modulou positivamente a

liberagdo de IL-13 e IFN-y de forma dependente do Ag de 7.c (Fig. 16 C e D).
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Figura 16: Produgdo de citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y 18 dias apos a infec¢do no
sobrenadante de cultura ex vivo de células totais do baco. Apds 72 horas de incubagdo a
37°C/5% de CO2, os sobrenadantes foram coletados e as concentragdes da citocinas foram
determinadas por ELISA. Os resultados representam a média EPM de modo avaliar a
produgdo das citocinas nos grupos Controle e Tc com adi¢do (+) e/ou ndo (-) de estimulo de
antigeno total de T. canis e dos grupos Controle e Tc estimulados ou ndo com Con-A.
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4.8 Avaliacao dos anticorpos circulantes

Com o objetivo de avaliar a resposta imunolédgica especifica frente o modelo da
SLMYV, avaliamos os niveis das imunoglobulinas IgE, IgG1 e IgG2a no plasma dos grupos

experimentais controle e infectado em diferentes periodos da infecgao.

4.8.1 Avaliacao dos anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a no plasma

Nossos resultados indicam que os niveis de IgE aumentou nos periodos 5° e 18° dias
apos infecg¢do no grupo infectado quando comparado com o grupo controle, no entanto apenas
no 36° dias apos a infecgdo foi observado aumento significativo de IgE em animais infectados
quando comparados ao grupo controle (Fig. 17 A).

A (Fig. 17 B) representa aumento significativo nos niveis do anticorpo IgG1 no
plasma de animais infectados com Toxocara canis nos 18° e 36° dias apds a infeccdo quando
comparado com o grupo controle. Em relag@o aos niveis de IgG2a foi observado aumento no
plasma do grupo infectado em relacdo ao grupo controle no 18° e 36° dias ap6s infeccao (Fig.

17 C) embora nao significativo.
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Figura 17 . Niveis de IgE (A), IgGl (B) e IgG2a (C) anti- T. canis presentes no plasma de
camundongos BALB/c infectados no 5, 18 ¢ 36 dia apos a infecgdo. Os dados representam a média
+0EPM de 2 experimentos independentes. * p < 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001 representam a
diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos controle representado em verde e grupo
infectado com Toxocara canis representado em vermelho, usando o teste TWO WAY-ANOVA.
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5. DISCUSSAO

Os eosinofilos possuem papel importante em varias doengas, e quando associadas aos
casos de helmintiases, asma e alergias podem estar presentes nos infiltrados teciduais e
aumentados no sangue (SHIN, 2000), muitas vezes esse aumento favorece os efeitos toxicos
dessas células. Nas infeccdes helminticas os eosindfilos possuem a funcdo de proteger o
hospedeiro contra os helmintos, sendo responsavel por boa parte da resposta inflamatoria
observada nas infecgdes helminticas e apresentam efeitos citotoxicos contra os parasitas
(USTUN et al., 2004).

Ap6s a infeccdo com 7. canis foram observados aumento significativo de eosinofilos
em diferentes compartimentos sangue (Figura 6B), cavidade peritoneal (Figura 7B) e espago
broncoalveolar (8B). Os resultados encontrados corroboram com outros autores que
demonstraram em cobaias (FACCIOLI et al., 1996), em camundongo da linhagem C57BL/6
(TAKAMOTO et al., 1998), camundongos BALB/c (ANIBAL et al., 2007) e em humanos
(BEAVER et al., 1952) que a SLMV ¢ caracterizada por uma intensa eosinofilia sistémica. As
variagdes observadas quanto ao nimero de eosinéfilos nos diferentes modelos experimentais,
podem ser explicadas pelas quantidades de ovos viaveis utilizadas nas infec¢des (BUIJIS et al.,
1994; KAYES, 1997; TAKAMOTO et al., 1998).

Alguns autores demonstraram que, durante o curso da infec¢do (SLMV) a reacgdo
inflamatoria é caracterizada por aumento dos leucdcitos totais no sangue, no lavado
broncoalveolar (ANIBAL et al., 2007; FACCIOLI et al., 1996) e no lavado da cavidade
peritoneal, além do aumento do nimero significativo de eosinofilos que atinge o pico no 18°
dia apos infec¢do independente do modelo experimental (CARLOS et al, 2011; ANIBAL et
al, 2007; FACCIOLI et al, 1996). Nossos resultados corroboraram com esses autores onde foi
observado o aumento significativo de leucocitos totais e eosinofilos no 18° dia apos infecgao
no modelo utilizando camundongos BALB/c no sangue (Fig.8A - B) e na cavidade peritoneal
(Fig.7 B) durante a doenca da SLMV.

Apds a infeccdo pelo 7. canis muitos pardmetros celulares sdo observados, e sdo esses
parametros que determinam o curso da infec¢do durante a SLMV. O processo inflamatdrio
caracteristicos nesse tipo de infeccdo demonstra além dos eosindfilos e leucocitos totais,
aumento de células mononucleares. Essas células aumentam no sangue, na cavidade
peritoneal e no espago broncoalveolar apds infeccdo com Toxocara canis. Na cavidade
peritoneal o aumento significativo foi observado somente no 18° dia apds infec¢ao (Fig. 7 C).

Os estudos realizados por CARLOS et al. (2011), demonstram que no 18° ap6s infec¢ao com
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Toxocara canis ha um aumento significativo das células mononucleares na cavidade
peritoneal. Este tipo celular ¢ de grande importancia para o direcionamento da resposta imune,
principalmente pela producdo de citocinas e mediadores envolvidos diretamente no processo
inflamatorio. Desse modo acreditam-se que essas células mononucleares participam
diretamente do processo inflamatorio no peritoneo dos animais infectados com 7. canis. No
entanto, ndo estdo muito claros quais as citocinas liberadas por essas células que atuem
paracrinamente nos eosinofilos.

As respostas dos linfocitos aos antigenos precisam ndo apenas do sinal resultante da
ligacdo do antigeno com seu receptor, mas também de um segundo sinal, que ¢ fornecido por
outra célula. Essa habilidade em transmitir sinais de ativacao favorece a essas células o nome
de células apresentadoras de antigenos profissionais (APC) (JANEWAY et al., 2001). A
grande quantidade de eosinofilos em algumas infeccdes helminticas e a falha dessas células
em matar o parasita nos leva a investigar outros papéis atribuidos a essa célula nesse tipo de
resposta. Investigando na literatura foram encontrados poucos relatos que sugerem os
eosinodfilos como (APC) em infec¢des causadas por helmintos. Embora, em doengas alérgicas
ja foi demonstrado a possivel relacdo dos eosinofilos como APC (SHI, 2004). Esse conjunto
de evidéncias que demonstram que os eosinofilos possuem a capacidade de estimular células
T naive sugere que os eosinofilos podem funcionar como verdadeira APC (HANSEL et al.,
1992).

Padigel et al. (2006) demonstraram que eosinéfilos de camundongos quando
estimulados com antigeno de Strongyloides stercoralis tiveram a expressdo da molécula de
MHC II e as moléculas coestimulatéria com possibilidades de estimular a producao I1L-4 e IL-
5 por células T naive. Assim, no presente estudo avaliou se os eosindfilos podem apresentar
fenotipo das (APC) durante a Sindrome da Larva Migrans Visceral.

Os eosinofilos encontrados no processo inflamatério no curso decorrente da doenga
pelo T. canis sao muito conhecidos e descritos, entretanto, € pouco correlacionada a atuacao
das (APC). Um grande numero de moléculas coestimulatérias tem sido identificado nas APC,
sendo as moléculas coestimulatorias CD80 e CD86 (B7.1 e B7.2 ) um dos focos mais
importante na relagdo dos eosino6filos como APC, além da expressdo dos receptores (CD28 e
CTLA-4) que se ligam a essas moléculas na superficie das células T (OLIVEIRA, 2005).
Contudo para ativagdo dos linfocitos T sdo necessarios dois sinais entre a interacdo APC e
linfocito T, um sinal que confere especificidade ao receptor da molécula de MHC II nas APC

fornecido pela interacdo do receptor de células T (TCR) e um segundo sinal que envolve as
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moléculas coestimulatorias CD80 e CD86 que se liga aos seus respectivos ligantes CD28 e
CTLA-4 nas células T (LINSLEY, et al.,1990; FREEMAN, et al., 1993).

De acordo com Oliveira (2005) os monocitos encontrados em individuos com asma
infectados ou ndo com Schistosoma mansoni apresentam uma freqii€ncia na expressdo de
CD80. O que corroboram com os nossos dados quando sugerimos um aumento expressivo de
CD80 em mondcitos no sangue no grupo infectado com 7. canis quando comparado com o
grupo controle (Fig.10-B). Esses dados sugerem que essas células podem participar da
ativacao da resposta imune especifica no modelo experimental da infec¢do com 7. canis.

Martins-Filho e cols. (1999) avaliaram a expressao de MHC II nos mondcitos de
individuos asmaticos onde foi observada maior expressdo nas células dos individuos
asmaticos infectados, sugerindo que a estimulagdo antigénica cronica com antigenos
parasitarios resulta em ativacdo dos mondcitos. Nossos resultados demonstraram um aumento
da expressao de MHC II em monocitos (Fig. 10- A) no grupo infectado com 7. canis quando
comparado com o grupo controle o que pode favorecer amplificagdo da resposta imune
através do sinal de perigo.

Favali et al., (2007) avaliaram as moléculas coestimulatorias CD80 e CD86 em células
dendriticas de ratos Wistar infectado com Leishmania amazonensis, onde relataram maior
expressdo da molécula CD80 quando comparado com a molécula CD86 no grupo infectado
em relacdo ao grupo controle, o que corroboram com os nossos resultados. Nossos resultados
no presente estudo demonstram que a moléculas coestimulatoria CD80 (Fig. 13 B) apresentou
uma maior expressao do que CD86 (Fig. 13 C) quando comparado o grupo infectado com o
grupo controle. O aumento na expressao de CD80 comparado ao CD86 sugere que a ativagao
da resposta imune especifica pelos antigenos de 7. canis ocorre de forma eficiente, visto que a
ligacdo de CD80 ao receptor CD28 de células T apresenta maior avidez do que a molécula
CD86 (FIELDS et al., 1998, XIANG, et al., 2008).

Como se sabe a célula dendritica ¢ uma das células apresentadoras de antigenos, que
expressa moléculas coestimulatoria e liberam citocinas pro-inflamatérias. Comparando os
dados no presente trabalho com a expressao das moléculas coestimulatorias CD80 e CD86 e a
molécula MHC II em Células Dendriticas, podemos sugerir uma possivel interacdo entre
eosinofilos do sangue e do Lavado da Cavidade Peritoneal como uma célula apresentadora de
antigeno, visto que os eosin6filos nesse modelo apresentam perfil fenotipico semelhante as
células dendriticas em outros modelos.

A molécula coestimulatéria CD86 ndo foi tdo expressa pelas células dos animais

infectados com Toxocara canis, quando comparado com a expressao da molécula CD80 e
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MHC II. De um modo geral, a maior expressdao da molécula CD80 e MHC II e a menor
expressio da molécula CD86 nas células dos camundongos infectados podem ser
correlacionadas com a produgdo de citocinas, ja que houve também aumento na producao de
IL-5 e IL-4 (Figura 14 A -B). Outros autores j& demonstraram que as moléculas
coestimulatorias CD80 e CD86 podem influenciar no perfil de citocinas produzidas durante a
infec¢c@o helmintica (LU et al., 1994; NAKAJIMA et al., 1996; EKKENS, ef al., 2002) e que
CDS80 parece ser mais eficiente em ativar linfocitos T, do que CD86, principalmente pela
maior avidez de ligagdo do CD80 ao CD28 do que CD86 (XIANG et al., 2008).

Uma das principais fung¢des dos eosinofilos ¢ a defesa contra helmintos, estes
estimulam a populagdo de linfécitos Th2 a produzir IL-4 e IL-5, o primeiro promove aumento
de IgE que se liga a superficie do helminto, e o segundo ativa os eosinoéfilos a se ligarem ao
imunocomplexo a secretarem os granulos com componentes enzimaticos (ROTHENBERG,
1998). Outra forma de ocorrer o acumulo de eosindfilos ¢ através do reconhecimento do
alérgeno (células dendriticas) que subsequentemente apresentam para os linfocitos Th2, e
entdo produzem IL-5 que sdo citocinas importantes para maturacdo e diferenciacdo dos
eosinofilos (ABBAS, 1998).

Souza, (2011) relatou no modelo Shistosoma mansoni aumento de 1L-4 e IL-5 no
plasma no grupo infectado tratado com anticorpo monoclonal anti CTLA4, o que sugere que
este bloqueio deixou exposta a molécula CD28, possibilitando uma ligacdo entre a molécula
coestimulatoria CD80 com CD28. Nossos resultados demonstraram um aumento da IL-4 e IL-
5 (Fig. 14 A-B) no plasma, que consequentemente favoreceu um aumento de eosinofilos na
corrente sanguinea, o que podemos correlacionar com aumento da expressao da molécula
CD80 em eosinéfilos no sangue demonstrando por Souza, 2011.

Observamos um aumento significativo de IL-5 no pulmdo no 5° dia ap6s infec¢ao nos
animais infectados com 7. canis (Fig. 15 A), o que sugere que esses eosinofilos sejam
parcialmente dependentes de IL-5 nesse modelo. Nosso estudo esta de acordo com os dados
obtidos por Anibal e col. (2005), o qual foi observado recrutamento de eosindfilos
parcialmente depende da IL-5, na SLMV experimental.

A IL-13 atua na regulagdo da resposta imune ¢ age semelhante a IL.-4 na sintese de
IgE. A administragdo de IL-13 em camundongos nao imunizados provoca acumulo de muco
no pulmao e eosinofilia (WILLS-KARP et. al., 1998). A neutralizagdo de IL-13, diminui a
migracdo de eosindfilos e a produ¢do de muco nos pulmdes de camundongos imunizados e
desafiados com ovalbumina (GRUNIG et. al., 1998). Contudo verificamos que no 5° e 18° dia

apo6s infeccao houve um aumento do nivel de IL-13 no grupo infectado quando comparado
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com o grupo controle (Fig.14 C e 15 C), corroborando com a eosinofilia nesse mesmo
periodo.

Estes achados estdo de acordo com outros estudos, os quais relatam a prevaléncia
destas citocinas neste modelo e que especificam o padrao de resposta do tipo Th2 como
caracteristico na SLMV (BUIJIS et. al., 1997; HALLACK, CUNHA, 1996; ALTCHEH et. al.,
2003).

Ao analisarmos o perfil das citocinas produzidas a partir da cultura de células totais do
bago, verificamos aumento significativo da expressdo interleucina IL-4 (Fig. 16 A), e um
aumento na expressao IL-5 (Fig. 16 B) e IL-13 (Fig. 16 C), contudo, ¢ notorio, que o aumento
nos niveis de IL-4 foram consideravelmente mais expressivo em relacdo a demais citocinas
analisadas nos grupos que receberam estimulo de 7. canis. Sugerindo assim uma possivel
modulacdo dependente ndo somente da IL5 como também de IL-4 no modelo de inflamagao
induzido por T. canis, favorecido pela presenga de antigenos de larvas como estimulos.

Belizario et al., (2007) em seu trabalho relatarsm um aumento no nivel de IgE em
grupo infectado com Strongyloides venezuelensis quando comparado com o grupo controle. O
que corroboram com nossos resultados onde observamos que houve um aumento nos niveis
de IgE nos diferentes periodos da infec¢do e com uma significancia no 36° dia apos infecgao
(Fig. 17 A) quando comprado o grupo infectado com o grupo controle. Um mecanismo
proposto para explicar o aumento nos niveis totais de IgE ¢ a secre¢do, por parasitas
nematoideos, de fatores que estimulam a produ¢do de IL-4 levando ao aumento dos niveis de
IgE (DESSAINT, 1975 et. al., 1975; YAMAOKA et. al., 1994) nesses modelos.

A resposta do agente infeccioso induz a mudanca do isotipo IgG1 e IgG2a, uma vez
que o perfil de resposta Th2 induz a producdo de IL-4 estimulando células B a produzirem
IgG1, e a produgdo de IFN-y induz a mudanca de IgG2a através do perfil Th1(ABBAS &
LICHTMAN, 2003). Nossos resultados demonstraram que os niveis de IgGl no plasma
apresentaram um aumento significativo no 18° e 36° dia apds infeccao no grupo infectado
quando comparado com o grupo controle (Fig. 17 B) e o isotipo IgG2a aumentou também
nos dias 18° e 36° dias apos infeccdo no grupo infectado quando comparado com o grupo
controle porem esse aumento ndo foi significativo (Fig. 17 C). Esses dados confirmam os
achados anteriores onde o perfil da resposta imune ¢ praticamente Th2.

Assim, nesse estudo sugerimos que durante a SLMV o eosinéfilo parece ser a célula
fundamental na determinacdo da resposta imunoldgica e participa no direcionamento da

ativacao de linfocitos Th2 nesse modelo de forma direta e indireta.
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6 CONCLUSOES

De acordo como nossos resultados, podemos sugerir que o aumento de IL-4 e de IL-5
favorece a proliferacdo e ativagao de eosinofilos nesse modelo.

Podemos sugerir que, os eosinofilos expressando moléculas como CD80, CD86 ¢ MHC 11
caracteristicas de APC podem desencadear fungdes destas, e entdo favorecer as interagdes

com as moléculas coestimulatorias de células T promovendo ativagdo especifica das mesmas.
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