UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS — UFSCar
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE — CCBS
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA E PATOLOGIA - DMP

EOSINOFILOS COMO QELULAS APRESENTADORAS DE ANTIGENO
DURANTE A INFECCAO EXPERIMENTAL POR TOXOCARA CANIS

JOICE MARGARETH DE ALMEIDA RODOLPHO

Séo Carlos — SP

2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS — UFSCar
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE — CCBS
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA E PATOLOGIA - DMP

EOSINOFILOS COMO QELULAS APRESENTADORAS DE ANTIGENO
DURANTE A INFECCAO EXPERIMENTAL POR TOXOCARA CANIS

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacéo
em Genética evolutiva e Biologia molecular da
Universidade Federal de Sdo Carlos como parte dos
requisitos para obtengdo do titulo de Doutor em

Ciéncias.

Ms. Joice Margareth de Almeida Rodolpho

Orientadora: Prof.2 Dra. Fernanda de Freitas Anibal

Séo Carlos — SP

2017



- J UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

qFl/-:-Id . Centro de Ciéncias Biokigicas e da Ssude

Programa de Pas-Graduagio em Genética Evolutiva e Biologla hMolecular

Relatdrio de Dofesa de Tese
Candidata: Joice Margareth de Almeida Rodolpho

A0s 151212017, 8s 12:30, realzou-se na Universidade Federal da Sac Carlos, ras formas e temos da Regimento Internce
do Programa ce Pés-Graduagda em Genétics Evolutiva @ Biolngia Mclacular, a detesa de tase de doutorade scb o titulo:
EOSINOFILOS COMO CEULAS APRESENTADCRAS DE ANTEGENO DURANTE A INFECCAQ EXPERIMENTAL POR
TOXOXARA CANIS, apresentada oela candicata Joica Margareth de Almeida Radolpho. Ao final dos trabslhos. a banca
examinadora reuniv-s4 B SessAc reservada para © [ulgamento, endo os membios chegado ao seguinte resultado:

Parlicipantes da Banca Fungao Instituicao Conceito
Profa. Dra. Femanda de Freitas Anioal Presidente UFSCar

Prof. Dr Felioz Robe‘li Texeira Trular UFSCar

Profa. Dra. Pafricia Brassolatt! Truiar UFSCar

Prof. Dr Marcia Benedita de Oliveira Trular UFTM .
©rof Dr. Ricarde de Oliveira Correia Titular UsP

Resultado Final: é

Parecer da Comissdo Julgadora®:

Encerrada a sessia reservada, o pres«dente informou ao puslico presente o rasultada MNada mais havendo a tratar, 3
sassao foi encerrada e, para constar, au, Ivanikles Merazes, representante da Programa de Pés-Graduagdo em Gendtica
Evolutiva e Biclogia Molecular. lavrei a prasante refalério, assirado por mim ¢ pelos membres da banca axaminadora.

Prafa. Org. Ferndnaa de Freitas Aniba

B A = o " , 5
ol Wb ls ) awewe j’ﬂ,t\,-'n Ay i }T\,Ll?ttf'-r
" Prof. bv. Felipe Roberti Teixgira ProfasDra. Paincia Brassolatti
B 2 \ b - A e s
\"..\'J.J‘_A.\.{\ ?3{-“4\.&.&&& pavy |C~ A TN QJM\ _L(M‘M ZL’L O W
Pro’ Dr. Marcia Benedita dg Cliveira Prof. Dr Ricardo da Oliveira Camela

9
JrgodAty %\J wt3¢?”
, Representante do PPG. [Venildes Merazes
}() N&o houve akerago no ttule datese [ | Houve. O nova titule passa a ser

Ctecraghos:

a) £¢ 0 candidam for repravadn par skjum dee membnog, o proenznimenno do sarecsr & sbeigalaio

bl Para gazar dos direltcs 9o 1o dm Mesir: ou Dautoe e Gendtica Evalulva e Biclogs Mulecuar, © candidste sirca precizy lee sus dasartacao ou
Lees heenohogeda oglo Conselho de Pas-Granuagan da UrSCar,



Dedico este trabalho a minha familia e
a todos que torceram pelo meu
caminho para alcancar meus objetivos.



AGRADECIMENTO

Primeiramente agradeco a Deus por toda sabedoria até aqui alcancada e por
conseguir enfrentar todos os obstaculos.

Agradeco a FAPESP (Fundagcdo Amparo de Pesquisa do estado de S&o Paulo) de
n° 2012/08024-3 pelo financiamento aplicado ao meu projeto de pesquisa do Doutorado.

A minha familia: meus pais Orlando e Roselene que sempre confiaram no meu
potencial e me incentivaram chegar até aqui. Ao meu irmao que sempre foi meu espelho
de como ser uma pessoa de carater, e sincera. A minha cunhada Camila e a nova
princesinha da familia Helena.

A equipe do laboratério LIDI, que sempre dispostos, me ajudaram a
concretizar esse trabalho, em especial Luciana Camillo que sempre disposta abdicou de
suas coisas para viajar comigo e ajudar a desenvolver meu projeto em Belo horizonte na
Fiocruz. Ao Ricardo companheiro de laboratério desde 2009, Lais que sempre com uma
palavra amiga mesmo de longe esteve presente.

A minha irma que Deus colocou na minha vida Débora Neris, obrigado por tudo
pelas horas de acolhimento, conversas, abracos, amizade que vou levar para o resto da
vida minha cumadre.

Quero agradecer a minha nova familia Artur, e meu noivo Freid que entrou na
minha vida e tem me mostrado como é bom formar uma familia. Obrigado por tudo e que
nossas vidas seja sempre assim um apoiando o outro.

A minha orientadora Fernanda de Freitas Anibal pelo apoio, carinho e respeito
dedicado. Obrigado pela oportunidade da realizacéo desse trabalho, acreditando na minha
capacidade e nas possibilidades de crescimento tanto profissional como pessoal.
Agradeco pela pessoa que me fez tornar, pelas conversas tanto de laboratorio ou néo,
pelos momentos de angustia e de choro que estava sempre a me ouvir. Fer eu sé tenho a
agradecer, pela pessoa que vocé é. Obrigada por tudo.

Agradeco também a equipe do Centro de Pesquisa René Rachou Fiocruz de

Belo Horizonte que me acolheu em todos os experimentos e andlises realizadas.
-Profa Dr2 Andréa Teixeira-Carvalho
-Prof° Dre Olindo Assis Martins-Filho
-Dr2 Elaine Speziali de Faria

- Dre Marcio Sobreira Silva Araujo



As Técnicas do Laboratorio da plataforma de citometria de fluxo do Centro de
Pesquisa René Rachou -FIOCRUZ Belo Horizonte
Enfim agradeco a todos que de alguma forma fizeram parte da minha conquista

até aqui.



"0 valor das metas futuras ndo reside na imagem do futuro que se cria na mente, mas sim na
mudanca que elas provocam no presente™ David Allen



RESUMO: Os eosinofilos sdo células multifuncionais que possuem atividades pro-
inflamatorias citotoxicas e estimulam as células T CD4 + em modelos experimentais de alergia
e infec¢Oes parasitarias. Os eosinofilos, quando expostos a antigenos séo ativados e expressam
as moléculas CD38/CD69 e exibiram uma expressdo aumentada do Complexo de
Histocompatibilidade Maior (MHC-II), CD80 e CD86, sugerindo seu papel como células
atipicas na Apresentacdo de Antigénos. No presente estudo, avaliamos a hipétese que, além das
APC profissionais (macréfagos monacitos, células dendriticas e células B), os eosinéfilos sdo
ativados por antigenos Toxocara canis e expressam uma gama de marcadores de superficie
celular caracteristicos das células apresentadoras de antigenos. E desse modo, contribuindo para
as respostas imunes induzidas no modelo experimental pela sindrome da Larva Migrans
Visceral associada a infec¢do com T. canis (VLMS). Por meio dos ensaios utilizando citometria
de fluxo foram avaliados os perfis celulares das células que apresentam antigeno durante a
infeccdo experimental pelo T. canis. A analise dos dados demonstrou que, durante a infeccéo
murina de T. canis, os eosindfilos do sangue periférico, do baco e da medula 6ssea apresentaram
a expressao regulada de CD69 / MHC-11 / CD80 / CD86, assumindo um papel como APC em
comparacdo com as células apresentadoras de antigenos profissionais. Ao contrario dos
eosindfilos do baco e da medula 6ssea, os eosinofilos circulantes apresentaram aumento da
expressdo de marcadores de ativacdo juntamente com moléculas relacionadas a APC apos a
infeccdo por T. canis. A mesma ativacdo ndo foi observada para APCs profissionais nos
mesmos compartimentos. A conectividade aprimorada entre eosindfilos e células T em
camundongos infectados por T. canis em todos os trés compartimentos (sangue periférico, baco
e medula 6ssea) também suporta a hipotese de que os eosinéfilos podem adotar um papel como
APC durante a infec¢do por T. canis. Além disso, a estimulacéo in vitro de antigeno de T. canis
resultou em ativacdo e elevacao da regulacdo de moléculas relacionadas a APC por eosinofilos
derivados da medula d6ssea. Essas descobertas sugerem fortemente que a infeccdo por T. canis
remodela os eosindéfilos para atuar como APCs nessa infec¢do e ndo somente como uma célula
efetora no controle da infeccdo parasitaria.

Palavras chaves: Eosinofilos, células apresentadoras de antigenos (APC), Toxocara canis,
SLMV, moléculas co-estimulatorias



ABSTRACT: Eosinophils are multifunctional cells that have pro-inflammatory cytotoxic
activities and stimulate CD4 + T cells in experimental models of allergy and parasitic infections.
Eosinophils, when exposed to antigens are activated and express CD38 / CD69 molecules and
exhibit increased expression of the Major Histocompatibility Complex (MHC-I1), CD80 and
CD86, suggesting their role as atypical cells in the Presentation of Antigens. In the present
study, we evaluated the hypothesis that, in addition to professional APCs (monocyte, dendritic
and B cell), eosinophils are activated by Toxocara canis antigens and express a range of cell
surface markers characteristic of antigen presenting cells. Thus, contributing to the immune
responses induced in the experimental model by Visceral Migrans Larva syndrome associated
with T. canis infection (VLMS). By means of flow cytometric assays the cell profiles of antigen-
presenting cells were evaluated during T. canis experimental infection. Data analysis
demonstrated that, during murine T. canis infection, peripheral blood, spleen and bone marrow
eosinophils showed regulated expression of CD69 / MHC-II / CD80 / CD86, assuming a role
as APC in comparison with the antigen presenting cells. Unlike eosinophils of the spleen and
bone marrow, circulating eosinophils showed increased expression of activation markers along
with APC-related molecules after T. canis infection. The same activation was not observed for
professional APCs in the same compartments. Improved connectivity between eosinophils and
T cells in T. canis infected mice in all three compartments (peripheral blood, spleen and bone
marrow) also supports the hypothesis that eosinophils may play a role as PCA during T. canis
infection. In addition, in vitro stimulation of T. canis antigen resulted in activation and elevation
of regulation of APC-related molecules by eosinophils derived from bone marrow. These
findings strongly suggest that T. canis infection reshapes eosinophils to act as APCs in this
infection and not only as an effector cell in the control of parasitic infection.

Keywords: Eosinophil, Antigen-presenting cell (APC), Toxocara canis, SLMV, costimulatory
molecules
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1.INTRODUCAO

A eosinofilia caracterizada pelo aumento do numero de eosindfilos na corrente
sanguinea tem sido associada a doencas parasitarias, particularmente quando o parasito invade
os tecidos ou promove danos na superficie das mucosas (NUTMAN et al., 1989;
CHAUFFAILLE, 2010). Em humanos adultos, em condigdes normais, as células
hematopoiéticas da medula 6ssea da linhagem mieloide ddo origem as células precursoras de
eosinofilos, sendo a diferenciacdo e proliferacdo reguladas por GM- CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Fator) e interleucinas como IL-3 e IL-5 (SANDERSON et
al., 1985; METCALFE, 1986). No entanto, a IL-5 sozinha parece ser suficiente para a
diferenciacéo final dos eosinéfilos a partir da medula 6ssea (DENT et al., 1990; FACCIOLI et
al., 1996; SCHOLLAERT et al., 2014). Ao ocorrer a maturacdo completa dos eosinofilos, a IL-
5 sinergicamente com eotaxina, uma importante quimiocina, promove a liberacéo dessas células
da medula para sitios inflamatérios (ROTHEMBERG, 2009).

O aumento no numero de eosindfilos € uma caracteristica importante visto em
diversas doencas severas como alergias (OKUBO et al., 1998, CHAUFFAILLE, 2010), asma
(KOTSIMBO, HAMID, 1997; SILVA; DIAS, 2013; MC-BRIEN, MENZIES-GOW, 2017),
infeccOes parasitarias como exemplo a S.L.M.V causada pelo Toxocara canis (SABIN et al.,
1996; RAINBIRD et al., 1998; BEHM, OVINGTON, 2000; FLERLAGE et al., 2017, ROURE
etal., 2017) e cancer (colorretal) (WON et al., 2015; PRIZMENT et al., 2017).

O T. canis, um parasito intestinal de cdes é o mais comum agente etioldgico da
Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV) em humanos. BEAVER e colaboradores, quando
descreveram esta sindrome em 1952, observaram uma intensa eosinofilia sanguinea e tecidual,
0 que foi confirmado por outros autores em modelos experimentais estimulados pela infeccéo
com T. canis (KAYES, OAKS, 1976; FACCIOLI etal., 1996, ANIBAL et al., 2007; ROGERIO
& ANIBAL 2012, OLIVEIRA et al., 2014). Outras caracteristicas observadas neste modelo
foram o aumento de mastocitos na parede do intestino delgado de camundongos infectados e 0
aumento da hiperreatividade intestinal destes animais, sugerindo um papel ativo destas células
na SLMV (CARLOS et al., 2011).

Na SLMV, a resposta imunologica do hospedeiro inicia-se com a infeccdo através da
ingestdo de ovos larvados contendo larvas filarioides de 3° estadio L3. Apos a ingestao desses
ovos, as larvas sdo liberadas no trato gastrointestinal e alcangam a circulagdo. Durante a
migracdo tecidual, as larvas liberam produtos antigénicos de secregédo-excre¢do (TES - do
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inglés Toxocara Excretotory-Secretory |[Antigens), uma mistura de proteinas glicosiladas com
proteases, que contribuem para que as larvas sejam recobertas pela cuticula da larva
protegendo-as contra a reacdo do hospedeiro (MEGHJI; MAIZELS, 1986; CAROCCIA et al.,
2013).

A medida que a infecco progride, as larvas tendem a formar granulomas no figado,
pulmao e outros. As células inflamatorias recrutadas para esses tecidos se organizam em
torno das larvas e de seus metabdlitos, formando uma reacdo granulomatosa, caracterizada por
um centro necrético onde é possivel encontrar restos de larvas. Circundando-as ha um acumulo
de células multinucleadas, neutrofilos, mondcitos e um grande aumento no ndmero de
eosindfilos (CARLOS et al., 2011, CAMILLO et al., 2014). Assim, as manifestacfes clinicas e
patoldgicas da SLMV sdo resultantes do dano tecidual direto, causado pela migracao das larvas,
pela acdo de seus metabolitos e pela reacdo inflamatdria do hospedeiro, principalmente com
formacdo de granulomas em vaérios tecidos e pela eosinofilia disseminada (BEAVER et
al.,1952, ECEVIT et al., 2013).

1.1Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV)

As parasitoses sdo problemas de saude publica e cada vez mais a prevaléncia das
helmintiases aumentam, apesar dos consideraveis avancos do saneamento basico e melhor
acesso a terapia anti-helmintica (FINSTERER, 2007; CUNHA, 2016). A SLMV é transmitida
ao ser humano pela ingestdo de ovos de T. canis. Descrita por Beaver em meados do século
XIX, esta sindrome era considerada como um conjunto de sinais e sintomas observaveis em
varios processos patologicos como febre, hipersensibilidade e a migragcdo e persisténcia de
larvas vivas por periodo prolongado nos tecidos de hospedeiros considerados intermediarios ou
paraténicos, sendo esse o conceito aceito até os dias de hoje. (BEAVER, 1969; CARVALHO;
ROCHA, 2011; MOTA, 2016). Em 1952, Beaver identificou larvas de Toxocara canis em
fragmentos hepaticos obtidos por biopsia de criangas com sindrome febril, caracterizada por
hepatomegalia, infiltrado pulmonar, hipergamaglobulinemia e eosinofilia, considerando estes
helmintos como possiveis causadores da SLMV (BEAVER, 1952). O Toxocara canis é
encontrado em paises tropicais e em desenvolvimento, sendo a helmintiase mais comum,
afetando milhGes de pessoas que vivem em éarea de pobreza (HOTEZ, WILKINS, 2009;
LOTSCH et al. 2017).
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Estima-se que a soroprevaléncia dessa infecgdo no Brasil seja cerca de 39% em criancas
de 6 meses a 6 anos de idade (SALVADOR, 2010; SOUZA et al., 2011).

Os vermes adultos vivem nos canideos em media quatro meses, sendo que, por volta de
seis meses quase todos sdo eliminados espontaneamente pelo hospedeiro natural. Produzindo
cerca de 200.000 ovos/dia que saem nas fezes, 0s 0vos conseguem sobreviver por Varios meses,
e até anos, em areia Umida e alta temperatura, levando algumas semanas para matura¢do. Os
cdes jovens infectados sdo potenciais disseminadores no ambiente, podendo liberar milhares de
ovos por dia (GILLESPIE, 1988; SANTAREM et al., 2009; MOTA, 2016), sendo essas
extremamente resistentes alteracdes climaticos. Os ovos eliminados nas fezes sdo embrionados
e sdo necessarias condi¢des adequadas de temperatura (15° a 35°C) e umidade para que estes
se tornem larvados. Nessas condicdes, 85% dos ovos tornam-se infectantes até a 5% semana
(SANTAREM et al., 2009; ZAJAC, CONBOY, 2012). A forma do parasito é contida com
larvas de 3° estadio (L3) (HALLACK, CUNHA, 1996; MAGNAVAL et al., 2001; CUNHA,
2005, FERREIRA et al., 2015), como demonstrado na figura 1.
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Figura 1: Foto de ovos larvados de Toxocara canis mantidos no Laboratério de Inflamacéo e
Doencas Infecciosas (LIDI) da Universidade Federal de S&o Carlos, com aumento de 40 X em
microscopio Optico comum.

Fonte: RODOLPHO, 2017 (Arquivo pessoal)

1.2Ciclo bioldgico

O T. canis é um nematdédeo com aproximadamente 4 & 10 cm de tamanho
(machos) e de 9 & 18cm (fémeas) (Figura2). De acordo com Santarém; Ferreira (2009, 2016), o
T. canis pertence ao filo: dos nematdda; ordem: Ascaridiodea; familia: Toxocaridae. O

hospedeiro definitivo é o cdo e 0 homem é o hospedeiro acidental ou paraténico.
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Figura2: Macho (4 a 10cm) e fémea (9 a 18cm) de Toxocara canis com a caracteristica de

possuir extremidade posterior recurvada dorso ventralmente.
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O ciclo de vida deste parasito s6 se completa no tubo digestivo dos cées e é neste local
que as formas L3 atingem o seu estado adulto e a maturidade sexual, com a capacidade de
reproducdo. Apds um periodo de incubacdo no solo por cerca de 21 dias, 0s ovos, em condices
adequadas, adquirem capacidade de infecgdo (SANTOS, 2012). E durante este periodo que 0s
ovos se tornam embrionados podendo manter-se vidveis no solo durante varios anos, estima-se
8 anos de viabilidade. Apds a degluticdo dos ovos por cdes, estes atingem o tubo digestivo onde
sdo liberadas as formas larvares. As larvas penetram na mucosa intestinal e atingem a corrente
sanguinea, distribuindo-se por toda a circulacdo sisttmica — migragdo somatica. A forma
pulmonar ocorre quando as larvas L3 migram por meio do sistema sanguineo e linfatico da veia

porta para o pulmao e tranqueia onde elas podem ou ndo ser deglutidas, quando deglutidas elas
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retornam ao intestino delgado tornando em larvas adultas e completando o ciclo.As larvas
podem ser encontradas em todos os 6rgaos dos animais que servem de hospedeiros para este
parasito, podendo permanecer num estado quiescente durante anos, sem sofrerem qualquer
desenvolvimento — hipobiose (CASTELO, DINIS, ROCHA, 2008; FERREIRA, 2016). De
acordo com a Figura 3 podemos observar o desenvolvimento biolégico do ciclo de Toxocara
canis.

Figura 3- Esquema representativo do desenvolvimento do ciclo biolégico do Toxocara canis
nos hospedeiros definitivos (cées).
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Legenda: ciclo biolégico nos cées: os ovos saem nas fezes nos animais e sdo depositados no meio
ambiente no qual o mesmo com suas favoraveis condi¢des climéticas favorecem os desenvolvimentos
de ovos embrionados com larvas L3, esses ovos sdo ingeridos pelo céo e atinge seu intestino e as larvas
sdo liberadas na mucosa intestinal, penetrando nos vasos linfaticos e sanguineos atingindo o figado. Do
figado essas larvas caem na circulacdo sanguinea atingindo o coragdo e chegando aos pulmdes e
seguindo para traqueia e faringe sendo ou ndo deglutidas. Quando deglutidas essas larvas chegam
novamente ao intestino delgado atingindo sua forma adulta. Outra forma de infeccdo é quando a femea
esta prenha e as larvas L3 sdo estimuladas pela alteragdo hormonal além de atingir a migracéo traqueal
as larvas podem atingir a via transplancetaria atingindo os filhotes.

Fonte: CDC, 2010. (Imagem adaptada).
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O homem pode participar do ciclo deste parasito de forma acidental. Apds a ingestéo de
ovos contendo larvas de estadio L3, estes chegam ao intestino delgado e liberam estas formas
larvarias capazes de penetrar ativamente a mucosa intestinal. Por via linfatica ou sanguinea, as
larvas atingem a circulacdo porta e, por seguinte, o figado, chegando aos pulmdes, onde
atravessam os capilares pulmonares e caem na artéria pulmonar e no coracéo, disseminando-se
para todo o organismo pela circulagdo sisttmica. Quando o tamanho das larvas do T. canis
excede os capilares sanguineos, ocorre uma migracao ativa e erratica através da barreira celular
e dos tecidos do hospedeiro, até as larvas se encistarem em algum tecido e/ou morrerem
(SANTAREM, 2009). A fase de migracdo larvaria ocasiona uma reacdo inflamatoria aguda
com presenca de eosinofilos, neutrdfilos e, algumas vezes, de mondcitos. Este processo
caracteristico da migracéo das larvas no estadio L3 de T. canis no hospedeiro é o que caracteriza
a SLMV (BEAVER et al., 1952; RAYES, LAMBERTUCCI et al., 1999, CAMILLO et al.,
2014). A eosinofilia sistémica presente neste tipo de infeccdo é um excelente modelo de estudo
para migracdo e formas atuantes de células no sistema imune, principalmente processos
relacionados aos eosinéfilos (CARVALHO; ROCHA,2011).

1.3 FORMAS CLINICAS DA SLMV E A RESPOSTA IMUNOLOGICA

No homem alguns fatores contribuem para a patogénese da SLMV como: reagdes
inflamatdrias ocasionadas pela presenca da larva no tecido; condi¢Ges imunoldgicas do
hospedeiro; frequéncia da ingestdo de ovos larvados; nimero de larvas ingeridas; sensibilizacao
do hospedeiro por antigenos proprios da larva; e sensibilizacdo do hospedeiro por produtos
secretados e/ou excretados pela larva ocasionando trés tipos: a Larva Migrans Visceral (LMV),
Larva Migrans Ocular (LMO) e a Larva Migrans Oculta ou Inespecificas (CARVALHO,
ROCHA, 2011).

Quando um individuo € infectado por um elevado niumero de larvas de Toxocara canis
ou sofre infecgdes repetidas, as larvas podem migrar através de varios 6rgéos tais como figado,
pulmdes ou sistema nervoso central (SNC) e causar sintomas como febre, tosse, aumento do
tamanho do figado ou pneumonia. Esta forma de Toxocariase € denominada de SLMV
(DISEASE, 2010, CAMILLO et al 2014).

A LMO inicialmente reconhecida em olhos enucleados por suspeita de retinoblastoma,
nos quais foram detectadas larvas de Toxocara canis, acomete principalmente criangas maiores
de seis anos (QUEIROZ; CHIEFFI, 2005).
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A LMO caracteriza-se por sintomas e sinais inespecificos, que ndo se associam as
categorias da larva migrans classica e larva migrans incompleta. Mais frequentes em pacientes
adultos, as manifestac6es clinicas sdo inespecificas como dor abdominal recorrente, cefaléia,
astenia e hepatomegalia. A eosinofilia pode estar ausente, apesar de altos titulos sorolégicos
para T. canis. S&o frequentemente confirmadas devido ao alivio ou ao desaparecimento de
sintomas e sinais ap0s tratamento anti-Toxocara (CARVALHO, ROCHA, 2011).

A resposta imunologica do hospedeiro ao parasito pode englobar tanto os fatores
humorais quanto os celulares. No primeiro contato, ocorre uma reacdo tecidual inespecifica. O
aumento da especificidade pode estar fortemente relacionado a re-exposicao ao parasito, sendo
caracterizado pela formagéo de granuloma (JACOB, OSELKA, 1991; RUBINSK-ELEFANT,
2011). A larva de Toxocara sp 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, RODOLPHO et al., 2014).

A infeccdo na etapa inicial ocorre por inflamacdo aguda que é caracterizada por
agregados de eosinofilos, neutrofilos e alguns mondcitos. Ja nas infeccdes cronicas, as larvas
sdo geralmente encapsuladas por granulomas maduros com centro de células mononucleadas e
leuctcitos. A presenca das larvas ndo é essencial para a formacao do granuloma maduro. E a
liberacdo de antigenos Toxocara excrecao e secrecdo (TES) que inicia a resposta inflamatdria
(CHANG, et al., 2006).

Dessa forma a infec¢do por Toxocara canis se torna um modelo excelente de estudo

para processos inflamatdrios eosinofilicos e que caracterizam uma resposta com perfil Th2.
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1.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA

1.4.1 LINFOCITOS T, TCR e MHC 11

Cada individuo adulto possui em média no seu sangue entre 5.000 a 10.000 leucdécitos
por mm?® de sangue, sendo que, ao nascimento, este valor é de aproximadamente 20.000
leucdcitos/mm? de sangue, decrescendo até aos doze anos de idade, em que atinge os valores
de adulto. Este decréscimo verifica-se porque as barreiras naturais do organismo ainda nao se
encontram completamente desenvolvidas, havendo uma maior possibilidade de contrair
infeccdes de diversas naturezas (COELHO, 2009).

Célula tronco hematopoiética pluripotente da medula 6ssea ddo origem as células
progenitoras mieldides e linfoides. Os progenitores linfoides, por sua vez, ddo origem aos
Linfocitos T (LT), Linfdcito B (LB) e células NK (Natural Killer). As células que véo se
diferenciar em LT deixam a medula 6ssea e migram para o timo, onde ocorre todo 0 processo
de selecdo e maturacdo. Apenas os LT maduros deixam o timo e migram para a circulacao,
figura 4 (JUNIOR et al., 2010). A nomenclatura desta célula vem desta maturacdo realizada no

timo, sendo assim, também denominados de timocitos.
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Figura 4: Hematopoiese do Linfocito T
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Legenda: Hematopoese: Os linfocitos T sdo originados da medula 6ssea, onde sua maturagéo ocorre no
Timo e logo em seguida nos 6rgdos linfoides sdo transformados em Cel. T citotdxica, Cel. T Helper,
Cel. T de memoria e Treg.

Fonte:VIADANA, 2013 (adaptado)

O linfocito normalmente tem entre 10-12 micrémetros de didmetro, um nucleo redondo
com cromatina condensada e citoplasma escasso pouco basofilico. Os LT possuem um receptor,
designado por TCR (do inglés T Cell Receptor), que é especifico e que, funcionalmente, serve
para reconhecer o antigeno que lhe é apresentado e a ativar o linfécito. (ABBAS, LICHTMAN,
2003; MARTINHO, 2004).

O TCR é uma glicoproteina heterodimérica gerada por quatro diferentes grupos, ligada
por pontes dissulfidicas que permitem o reconhecimento de uma ampla variedade de antigenos
pelos Linfécitos T (ROITT etal., 2001, ABBAS, LICHTMAN, 2003; GOLDENBERG, R1ZZO
2014).

Existem diversos subtipos conhecidos de linfocitos T auxiliares (ou linfocitos T
helpper): Thl, Th2, Thl7; Linfécitos T supressores; Linfécitos T reguladores. Os Linfécitos T
formam clones de linfocitos especificos para combater os agentes portadores dos antigenos

detectados a cada ataque e os langam na circulacdo. Suas células precursoras, primitivas, teriam
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sido processadas, durante a vida fetal, no timo (ROITT et al 2001; COELHO,2009; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

As células Thl mediam a resposta imunoldgica contra agentes patogénicos
intracelulares, na sua maioria. S&o essenciais na resisténcia a infecbes micobacterianas, e muitas
vezes responsaveis pela inducdo de algumas doengas autoimunes. As principais citocinas
liberadas por este tipo de LT s&o: o Interferon-y (IFN-y), Linfotoxina alfa (LT-a) e Interleucina-
2 (IL-2) (DAMSKER et al., 2010).

As células Th2 mediam a defesa do hospedeiro contra parasitas extracelulares, onde se
incluem os helmintos. Elas sdo importantes também na inducédo e na persisténcia da asma e de
outras doencas. Sao responsaveis pela producéo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 (podendo
ser também encontrada na resposta reguladora), IL-13 e IL-25 (ROMAGNANI, 2000).

As células Thi7 mediam a resposta imunoldgica
contra fungos e bactérias extracelulares. Sdo responsaveis também pela inducdo de
muitas doencas autoimunes. Sao responsaveis pela produgdo IL-17a, IL-17f, IL-21 e IL-22
(EYERICH et al.,2009).

As células Treg tém uma importancia vital na manutencdo da tolerancia, bem como
na regulagdo das respostas do sistema imunitario. Exercem as fungdes supressivas através de
diversos mecanismos, em que alguns deles requerem um direto contato celular. A supressdo
molecular é conseguida, em alguns casos, pela producdo de citocinas como
o Fator de Transformacdo do Crescimento beta (TGF-B, do inglés “Transforming Growth
Factor”), IL-10 e IL-35 (RUDENSKY et al.,2011).

Quando uma célula entra em contato com algum antigeno, elas vao expressar o MHC-
classe 1 (do inglés Major Histocompatibility Complex — Complexo Principal de
Histocompatibilidade) na superficie, cuja expressdo € ampliada por estimulos como o IFN-y ou
MHC-classe Il expressos por macréfagos e LB. Esses tém a fungdo de liga-los aos linfocitos
Th para Ihe apresentar o antigeno, através da interacdo CD4-MHC-11 e TCR dos Linfocitos T
(NIKOLICH-ZUGICH et al., 2004; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Ou seja, 0
reconhecimento das células se da pelo MHC (Major Histocompability Complex) que se divide
em dois conjuntos de moléculas de superficie celular altamente polimérficas: o MHC-Classe |
e 0 MHC-Classe 1l. O MHC-I, presente na membrana celular de quase todas as células do
organismo é receptor para antigenos endogenos (intracelulares) estando presente na maior parte
das células nucleadas. Geralmente as moléculas de classe | sdo reconhecidas por Linfocitos T
cototoxicos (LTc) ou CD8+ (ROITT et al., 2001; GRACA & KOUYOUMDIJIAN 2015). Os
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MHC-II (HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ) encontram-se apenas em células que apresentam
antigenos (APC — Antigen-Presenting Cells) como os LB, os macrofagos/mondcito e as células
dendriticas. Pensa-se que os MHC de classe 1l sdo os que desempenham o papel predominante
na resposta imunitaria especifica a antigenos. Ao entrarem em contato com um antigeno, a APC
apresenta o antigeno por meio do MHCII ao TCR do Linfocito T dando inicio a sua ativagdo
(Figura 5) (ABBAS & LICHTMAN, 2003, NIKOLICH-ZUGICH et al., 2004, COELHO,2009;
GOLDENBERG & RI1ZZ0 2014).

Figura 5: Interacdo entre Cel T e APC.
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Legenda: Apresentacdo de uma célula apresentadora de antigeno aos linfocitos T e suas principais
interacBes: interacdo entre 0 MHCII apresentando o antigeno ao TCR do linfocito T, a interacdo entre
CD80/CD86 ao CD28/CTLA4, interacao das moléculas de adesdo e a interacdo CD40 ao CD154.
Fonte: SILVA et al, 2008 (Adaptado).

1.4.2 Células apresentadoras de antigenos (APC) e moléculas coestimulatorias

As APCs sao definidas por serem capazes de ingerir, processar e apresentar o antigeno.
Sao exemplos de APCs as Células Dendriticas (CDs), macréfagos, linfocitos B e possivelmente
os eosinofilos (PADIGEL, et al.; 2006, CONTI, SANTIAGO, SFORCIN, 2014), contudo, o0s
eosindfilos possuem diferentes fungdes imunoldgicas na resposta imune efetora (PALUCKA et
al., 1998).
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As células dendriticas (CDs) apresentam aspecto de forma dendritica, projecoes
membranosas e expressam altos niveis de moléculas de MHC de classe Il em sua superficie.
Elas sdo responsaveis por reconhecer, reter e transportar 0s antigenos até os sitios
imunorreativos, apresentando-os aos linfocitos T naive (HEADINGTON; CERIO, 1990).

As CDs apresentam uma distribuicdo Unica nos orgdos linfoides secundarios,
acumulando-se em regifes onde, geralmente, ndo existem macrofagos e LB. As areas onde 0s
LT naive (inativos) sdo ativados sdo ricas em CDs, uma posi¢do 6tima para que um grande
nimero de LT possa explorar continuamente essas APCs em busca de complexos peptideo
MHC especificos (ITANO & JENKINS, 2003; MEMPEL et al., 2004, TERRA, 2012). Séo
consideradas APCs por serem as Unicas capazes de iniciar uma resposta imune primaria,
contribuindo para o estabelecimento da memoria imunoldgica e a inducdo da resposta imune
especifica (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; CUTLER; JOTWANI, 2004; CONTI,
SANTIAGO, SFORCIN 2014).

Os macrofagos fazem parte da resposta imune inata, fagocitam suas préprias proteinas
e restos celulares durante o reparo tissular normal. Todas estas proteinas sdo degradadas e
apresentadas pelo MHC de classe I1. Proteinas préprias do organismo, contudo, ndo ativam LT
porque na auséncia de infeccdo, os macréfagos expressam baixos niveis de MHC de classe 1l e
praticamente ndo expressam as moléculas coestimulatérias CD80 e CD86 (JANEWAY Jretal.,
2001). Sao importantes células fagociticas que capturam microrganismos invasores e
participam da sua eliminacdo tanto por citélise direta, quanto pela apresentacdo de peptideos a
LT e inducdo de imunidade especifica (AL- DARMAKI, et al, 2003).

Os linfocitos 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 plasmacitos que sdo células secretoras de anticorpos, funcionando assim, como mediadores
da imunidade humoral. Além disso, 0s LB expressam constitutivamente moléculas MHC classe
I, mas precisam de ser ativados antes de expressar a molécula B7 coestimulatéria. (ABBAS,
2008).

A investigacdo clinica e experimental tem mostrado que o eosinéfilo pode funcionar
como APC, sendo capaz de processar e apresentar uma variedade de antigenos em alguns
modelos de doenca como: na Esquistossomose, Strongyloidiase e Toxocariase (SHI, 2004;
RODOLPHO et al., 2014).
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1.4.3 Moléculas Coestimulatdrias (CD 80 e CD86)

Para que ocorra a ativagdo das células LT, sdo necessarios duas interacfes e nao apenas
apresentacdo do antigeno pelo MHC-I11 ao TCR da Linfécito T. Outra interacdo fundamental é
a que ocorre entre as moléculas coestimulatérias CD80 — CD86 (B71- B72) com o CD28,
permitindo a ativacdo e proliferagdo das LT.

As moléculas CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) sdo as moléculas coestimulatorias mais bem
caracterizadas, sendo expressas predominantemente na superficie das APCs (HATCOCK et al.,
1994; CONTI, SANTIAGO, SFORCIN 2014). Apesar das moléculas CD80 e CD86 possuirem
funcbes semelhantes, existem diferencas quanto a expressao dessas nas APCs e sua afinidade
pelos receptores CD28 (estimulo) e CTLA-4 (inibicéo) presentes nos linfocitos T. A molécula
CD86 possui expressdo em monocitos em baixos niveis, células dendriticas e linfécitos B em
repouso, que aumenta apos a ligacdo do MHC-11 ao TCR do linfocito T. A expressao de CD80
é induzida e ocorre posteriormente ao aumento de expressao de CD86. Existem evidéncias de
que as moléculas CD80 e CD86 possuem maior afinidade pelo receptor CTLA-4 do que para
CD28 presentes nos linfécitos T (HATHCOCK et al.,1994, LARSEN et al., 1994; SCARPA et
al., 2015), e também que CD80 se ligue a ambos 0s receptores com mais avidez que CD86
(LINSLEY et al.,1994), como pode-se observar na figura 6.

Figura 6 — Esquema representativo da interagdo das moléculas coestimulatérias presentes
nas APC (CD80 e CD86) na ativacdo (CD28-B7) e inibicdo (CTLA-4-B7) das células T
ligando aos seus receptores.
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FONTE: AMER,2014 (Adaptado).
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1.4.4 EOSINOFILOS

Descoberto por Paul Ehrlich no século XIX, os eosinofilos tiveram seu achado atraves
de diferentes metodologias de fixacdo e coloracéo de leucécitos derivados do sangue e tecidos.
Foi diferenciado através da quantidade de grénulos em seu citoplasma e a sua afinidade
bioquimica pelo corante eosina utilizado no momento da descoberta que originou esse nome
(FERNANDES, 2010).

De acordo com Chauffaile, (2010), os eosinofilos sdo células que possuem de 8 a 15 um
de diametro, geralmente com nucleo bilobulado, caracterizado pela presenca de granulos com
alta afinidade por eosina. Esses granulos contém 4 tipos de proteinas: Peroxidase Eosinofilica
(EPO, do inglés -Eosinophil Peroxidase), Proteinas Catidnicas Eosinofilicas (ECP, do inglés -
Eosinophil Cationic Protein), Proteina Basica Maior (MPB, do inglés - Major Basic Protein) e
Neurotoxina derivada dos eosinofilos (EDN, do inglés - Eosinophil-Derived Neurotoxina EDN)
(COUISSINIER-PARIS, 2006; LINS et al., 2008). Além disso, possuem enzimas como
colagenases e cristais de Charcot - Leyden (CLC), que possuem atividade de lisofosfolipase
(SHURIN, 1995; GLEICH, ADHOLPHSON, 1986; BERRY et al., 2014). Esta célula apresenta
uma série de receptores em sua membrana citoplasmatica, como receptores de baixa afinidade
para a por¢cdo Fc de imunoglobulinas das classes IgE, IgG e IgA e para fragmentos do
complemento como C3b (WARDLAW et al., 1994; AOUBA, AMIR-MOAZAMI 2014).

1.4.4.1 Eosinofilos e suas estruturas

Os eosinofilos se distinguem de outros granulocitos como: basofilos e neutréfilos, pela
presenca de granulos especificos ou secundarios. Seu nucleo possui granulos especificos que
sdo capazes de mediar/induzir inflamacdo ou danos nos tecidos, incluindo proteinas bésicas,
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas como visto na Figura 7. (MC BRIEN,
MENZIES-GOW,2017).
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Figura 7: Esquema representativo dos principais receptores, moléculas de superficie e das
principais moléculas constituintes dos granulos citoplasmaticos do Eosinofilo.

ECP: Proteina cationica eosinofilica;

Receptores: MPB: Proteina Basica Maior;
CCR3,C5aR,H+R,PAFR,PGD2R EPO:Peroxidase Eosinofilica;

(CRTH2),CystLT1R,CystLT2R EDN: Neutoxina Derivada de
i Eosinofilos

IL-2, IL-3,IL-4,IL-5,IL-10,1L-12,IL-13

IL-2R,IL-3R,IL-4, IL-5, GM- IDO,IFNy,NGF,SCF,TGF-B, TNF-at

CSFR,TGFBR

Funcdo citotoxica:
FcR, RAGE
(HMGB1R),NKG2D,2B4

Mediadores Lipidicos:
Leucotrienos, Ativados
de plaquetas, eotaxina

Moéleculas de Superficie Celular e coestimulatorias:
MHC de classe Il, CD40, CD80, CD86 e CTLA-4

Fonte: DAVIS; ROTHEMBERG,2014 (Adaptado)

As substancias predominantes sdo proteinas: a proteina basica principal (MBP) no
nucleo, a proteina catidnica de eosinofilos (ECP) na matriz celular, os eosinéfilos peroxidase
(EPO) e a neurotoxina derivada de eosinofilos (EDN) (GIEMBYCZ , LINDSAY ,1999).

A EPO é um membro da grande familia de peroxidases de mamiferos, com atividade
microbicida contra bactérias, virus, fungos e helmintos. A EPO é o componente central na
geracdo de espécies reativas de oxigénio por eosindfilos ativados (MITRA et al.,2000), que
produz uma reagdo em cascata de radicais livres levando & apoptose celular.

A ECP possui atividade RNAse e propriedade antiviral, antihelmintica e antitumoral
(LEUTSCHER et al., 2008; GLIMELIUS et al., 2011). Interessante destacar que a atividade
RNAse da EDN ¢ 100 vezes mais potente do que a da ECP (KITA, 2011).

A MBP tem efeito toxico para células tumorais e outras células de mamiferos, devido a
sua capacidade de romper a camada lipidica, carregando negativamente a membrana celular por
seu carater altamente basico e aumentando a permeabilidade celular. A MBP também atua sobre
parasitos gerando poros nas células, o que facilita a morte celular e é capaz de ativar a
degranulagdo de basdéfilos, mastocitos e plaquetas (SPECTH et al.,2006).

A EDN pode atuar como alarmina, ativando e induzindo a diferenciacdo de celulas
dendriticas (DOMACHOWSKE et al.,1998; YANG et al.,2008). Foi demonstrado que a EDN
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produzida por eosinéfilos de camundongos imunizados com Ovalbumina (OVA) é capaz de
ativar células dendriticas promovendo a resposta Th2. A EDN tem a capacidade de formar poros
nas células alvo, o que possibilita a entrada das moléculas citotoxicas (YANG et al.,2008).

Considerado como 0 mais importante receptor de citocinas e expresso em eosinofilos o
receptor de IL-5 € identificado como alvo terapéutico para eosinofilia grave e outras condi¢oes
mediadas por eosindfilos. Os eosindfilos também expressam receptores para multiplas outras
citocinas e fatores de crescimento, incluindo IL-4, 1L-13, IL-33, linfopoietina estromal timica
e fator de crescimento transformante-p (TGF- B).

Fatores quimiotaticos dos eosinéfilos CCR3 ligam-se a todos os trés subtipos de
eotaxina (uma variedade de quimiocinas CC que funciona como um quimiotético seletivo de
eosinofilos). CCR3 também se liga a varias outras quimiocinas, incluindo mondcitos proteina
guimioatraente-3 (MCP-3) e MCP-4. CCR1 é outro receptor de quimiocinas chave em
eosindfilos, que é ativado pelo ligante-3 de citocinas quimioatraentes (CCL-3) e CCL-5
(também conhecido como RANTES-regulado na ativacdo, célula T normal expressa e
segregada) (MURAKI, GLEICH, 2011).

As moléculas de adesdo nos eosinofilos permitem que se faca & adesdo a matriz
extracelular, respondendo de acordo com o ambiente. Integrinas e selectinas séo as principais
formas de receptores de adesdo expressos em membranas celulares de eosindfilos
(JOHANSSON et al., 2008).

A interacdo ocorre no sistema imunoldgico os eosindfilos em sua superficie, expressam
receptores pra IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Dando mais enfoque ao IgE que esta relacionado ao
fator alérgico estes tém um papel como celulas apresentadoras de antigenos, com a interacdo
entre moléculas de MHC-II e moléculas coestimulatorias, como: CD80 e CD86 visto em
pacientes avaliados com alergia (MC BRIEN, MENZES-GOW, 2017).

1.4.4.2 Trafego dos eosinofilos

Os eosinofilos originam-se na medula dssea a partir de células precursoras
hematopoiéticas CD34+ ap0s estimulo por citocinas como: 1L-3, IL-5 e Fator Estimulador de
Crescimento Granulocitico-Macrofagico (GM-CSF, do inglés — Granulocyte — Macrophage
Colony-Stimulating Factor). Dentre essas, a IL-5 € a mais especifica, sendo responsavel pela
regulacdo da proliferacdo, diferenciagdo, ativacdo e sobrevivéncia dos eosindfilos, além de
estimular a sua liberacdo da medula dssea para a circulagdo periférica ou para os sitios
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inflamatorios apds exposicdo ao antigeno (SANDERSON, 1992). Durante sua maturagéo, 0s
eosindfilos sdo liberados na corrente sanguinea, constituindo apenas 1-3% das células nucleadas
do sangue periférico. Uma vez na corrente sanguinea, os eosinofilos sdo recrutados para 0s
tecidos, onde podem ser encontrados como células residentes (MENDES et al., 2000; ORTIiZ-
RIVERA, 2013).

O aumento no numero de eosinofilos € uma caracteristica importante em diversas
doencas como: alergia (HUBSCHER, 1975; OKUBO et al.,1998; MONTEIRO et al., 2014),
asma (PREISER et al., 1969; KOTSIMBOS; HAMID,1997; SAKAE et al., 2014) e as infeccdes
parasitarias (SABIN et al., 1996; RAINBIRD et al., 1998; BEHM; OVINGTON, 2000; ORTiz-
RIVERA, 2013). Em certas doencas, os eosinofilos podem apresentar um acimulo seletivo no
sangue periférico ou em qualquer tecido do organismo, causando prejuizos ao individuo
(ROTHENBERG, 1998; RODOLPHO et al., 2012).

A migracdo dos eosindfilos da circulacdo sanguinea para os tecidos envolve uma
sequéncia de eventos: marginalizagdo, rolamento, adesdo ao endotélio e diapedese. Apds a
marginalizacdo do eosinéfilo no vaso sanguineo, ocorre interacdo inicial da célula ao endotélio,
por ligacBes fracas mediadas por moléculas de adesao da familia das selectinas. A ligacéo fraca
entre essas moléculas permite o seu rolamento. A adesdo ao endotélio ocorre por ligagdes fortes
mediadas por moléculas da familia das integrinas como VLA-4 (B1 integrina) e CD18 (B2
integrina) (RESNIK, WELLER, 1993; FRANCISCHETTI, et al., 2010).

O recrutamento dos eosinofilos e as interacdes das células com as moléculas de adesao

estdo representadas na figura 8.
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Figura 8: Representacdo esquematica do trafego de eosindfilos.
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Legenda: Recrutamento do eosinofilo para local da inflamacao: os eosindfilos derivados da medula
Ossea sdo diferenciado e maturado através de fatores como GM-CSF, IL3 e IL5. Apds ocorre a
marginalizacdo dos eosinofilos, seguindo do rolamento através das moléculas de adesdo e a diapedese
onde o eosindfilo chega ao local da inflamacéo e faz sua degranulacéo e ativagao.

Fonte: Adaptada de (HOGAN et al, 2006)

Os eosinofilos e seus produtos (gréanulos e substancias toxicas liberadas) tém sido
implicados na génese da lesdo tecidual e hiper-reatividade pulmonar. Estudos in vitro
demonstraram que proteinas derivadas dos eosinéfilos sdo citotoxicas para as células do epitélio
brénquico (GLEICH et al, 1979). Além disso, mediadores derivados dos eosinéfilos, como
Leucotrienos (LTs) e Fator de Agregacdo Plaquetaria (PAF) sdo potentes indutores de
broncoconstrigdo, hiperreatividade bronquica e aumento da permeabilidade vascular
(VARGAFTIG, BRAQUET, 1987; LAROCCA et al., 2004). Em doengas alérgicas como a
asma, alguns pesquisadores demonstraram que a intensidade da inflamagdo eosinofilica se
correlaciona com a severidade clinica, hiperreatividade bronquica e grau de obstrucédo das vias
aéreas (WARDLAW et al, 1989; KAY et al, 1999, BETALI et al, 2013).
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Sabe-se que eosinofilia na SLMV ¢é dependente de IL-5, a qual também direciona 0s
eosindfilos da medula éssea para o sangue (FACCIOLI et al., 1996).

1.4.4.2 Eosindfilos como Células apresentadoras de Antigeno

Além disso, o eosinofilo tem sido investigado como Células Apresentadoras de
Antigenos (APCs), sugerindo que um dos melhores papéis imunorregulatorios dessas células
seja 0 de funcionar como APC em alguns modelos de helmintiases (KNOPF, et. al., 1993;
GALIOTO et al., 2006; RODOLPHO et al., 2014). Alguns autores mostraram que o eosinofilo
estimulado com GM-CSF sob condic¢des experimentais foram capazes de expressar MHC 11, e
moléculas coestimulatérias CD80 e CD86 (PADIGEL, 2006, DUARTE et al., 2012;
RODOLPHO et. al.; 2014), sugerindo que, os eosinofilos apresentam fenotipo e podem atuar
como APC in vivo em algumas doencas, possivelmente na asma, pneumonias eosinofilicas
cronicas e diversas doengas parasitarias dentre elas a S.L.M.V.

Os eosinofilos sdo conhecidos por expressar MHC 11 na sua membrana celular em varios
processos patoldgicos, quando se encontram ativados, por exemplo, durante quadros de asma
ndo tratados, os eosinofilos podem expressar HLA-DR (HANSEL et al, 1991, NOAL, 2009).
Observacdes similares foram feitas em eosinofilos do lavado broncoalveolar (LBA) e do sangue
periférico de individuos com pneumonia eosinofilica cronica (BENINATI et al, 1993). Por
outro lado, individuos com rinite alérgica que foram desafiados com alérgenos pulmonares
apresentavam alta expressdo de HLA-DR nos eosinéfilos presentes tanto no LBA como no
sangue periferico (SEDGWICK et al,1993).

Eosinofilos recuperados do peritonio de camundongos infectados com filaria Brugia
malayi, apresentaram alta expressdo de HLA-DR na sua superficie (MAWHORTER et al,
1993). As diferencas observadas em diversos modelos experimentais sugerem que 0S
eosinofilos podem ser diferentemente induzidos pelo microambiente do compartimento onde
ele se encontra e passa a apresentar um fenotipo que permita a apresentacao de antigeno numa
resposta imune especifica nesses processos.

Van Rijt e colaboradores (2003) demonstraram que eosinofilos isolados do lavado
broncoalveolar de camundongos desafiados com OVA (Ovoalbumina) foram incapazes de
ativar celulas T naive in vivo e in vitro. Entretanto, nesse mesmo estudo, apds serem expostos
ao cloreto de amonio, um inibidor da acidificagéo lisossomal, tiveram inibi¢do desse processo
(LOSS et al, 1993; ZIEGLER et al, 1982), promovendo lise de eritrocitos. Adiante,
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investigacGes tém mostrado que quando os eosindfilos sdo purificados com métodos
alternativos para lise de eritrécitos, usando salina hipotonica, eles sdo capazes de funcionar
como verdadeiras APCs (WANG et al, 2007).

Pesquisas realizadas em nosso laboratério demonstraram que os eosindfilos tém a
capacidade de expressar moléculas coestimulatorias (CD80, CD86) e molécula de MHC-II,
qguando essas sdo recuperadas de camundongos no 18° dia de infeccdo com T. canis
(RODOLPHO, et al., 2014). Neste contexto, os eosindfilos migrariam via linfonodos regionais,
onde seriam capazes de encontrar células T CD4+, promovendo proliferacdo e producao de
citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 (AKUTHOTA et al., 2008). Contudo, KOEFFLER e
colaboradores em 1980, demonstraram a expressdo do antigeno la, (MHC II/HLA-DR) em
eosinofilos humanos inativos, mas ndao em eosinofilos maduros. Alguns anos depois, a
importancia de HLA-DR no processamento e apresentacdo de antigeno fora reconhecida atraves
de demonstracdo que eosindfilos maduros estimulados com GM-CSF expressavam MHC-II
(LUCEY et al., 1989). No entanto, podemos sugerir, em estudos anteriores, que 0s eosinofilos
poderiam atuar como APC, apresentando antigenos protéicos via MHC Il (RODOLPHO, 2012).

Neste contexto, as evidéncias sobre esse importante papel e 0 pouco conhecimento sobre
como os eosindfilos atuam como APC séo pouco compreendidos, e nos levaram a investigar se,
além desse fendtipo por nds evidenciado, os eosinofilos sdo capazes de se comportar com APC
e ativar células T naive estimuladas por antigenos de T. canis.

Comparacdes com outras células consideradas APCs “profissionais” in vitro e in vivo,
como células dendriticas e macrdéfagos, nos permite compreender como e quando essas células
apresentariam esse fenotipo para atuar como APC. Dessa forma, foi avaliado o perfil das
populacdes de macrofagos, linfécitos, células dendriticas e eosinofilos como APCs na infecgéo
com Toxocara canis, no 18° apds infeccdo, onde ocorre o pico da eosinofilia. Além disso,
utilizamos antigenos de T. canis para avaliar o fenotipo das células do baco ap6s o estimulo ou

ndo com os antigenos de T. canis ex Vivo.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel dos eosinofilos como células apresentadoras de antigenos (APCs) in vitro

e ex vivo em camundongos infectados com Toxocara canis.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressdo in vitro das moléculas associadas a apresentacdo de antigenos e

ativacdo celular (MH Il, CD80, CD86 e CD69) em eosindfilos.

e Avaliar e comparar a expressdo no modelo ex vivo de moléculas associadas a

apresentacao de antigeno e/ou ativacao celular por eosinéfilos (MHC 11, CD80, CD86,
F4/80, CD19 e CD69), mondcitos (MHC II, CD80, CD86, CD69, CD19 e F4/80),
linfocito B (MHC 1l, CD80, CD86, CD69, CD19 e F4/80 e linfocito T (MHC 1I, CD28
e CD3);

Correlacionar a frequéncia e aspectos fenotipicos (MHC Il, CD80, CD86, F4/80, CD19
e CD69) de eosinofilos com expressdo de moléculas associadas a apresentacdo de
antigenos/ativacao celular por monécito (MHC 11, CD80, CD86, CD69, CD19 e F4/80),
linfécito B (MHC II, CD80, CD86, CD69, CD19 e F4/80), linfocitos T (MHC 11, CD28
e CD3) no contexto ex vivo no sangue, baco e medula déssea, durante a infeccdo
experimental murina por T. canis;

Avaliar a producéo de citocinas IL-5, IFN-y e IL-4 no plasma dos animais infectados ou

ndo com T. canis no 18° dia ap6s infecgéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Balb/c, pesando entre 15 e 18
gramas, provenientes do Biotério Unidade Il da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo (FCFRP-USP).

Esses animais apresentam o certificado SPF (do inglés- Specific Pathogen Free), o que
garante serem livres de patogenos, e foram mantidos no Biotério do DMP-UFSCar com livre
acesso a agua e alimento. O delineamento experimental deste projeto se pautou nas
recomendacdes dos Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL) e Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) dessa Universidade Protocolo n°. 058/2013. Foi realizado
apenas 1 experimento com analises individuais de cada camundongo sendo 9 animais do grupo

controle e 10 animais do grupo infectado com T. canis.

3.2 OBTENCAO DE OVOS LARVADOS (L3) DE T. canis

Os vermes, provenientes de cées jovens, foram doados pelo Prof® Dr. Fabio Ribeiro
Braga, do Laboratorio de Parasitologia Experimental da Universidade de Vila Velha — ES. As
fémeas foram dissecadas e mantidas em estufa no Laboratorio de Inflamacdo e Doencas
Infecciosas (LIDI - UFSCar) em placas de Petri, contendo formalina 2%, com temperatura de
32°C em atmosfera Umida, para atingir seu estadio Larvario (L3). Os ovos foram recuperados
de vermes adultos de T. canis (fémeas) e mantidos nas mesmas condicdes, sendo observados
semanalmente, até atingirem o desenvolvimento da larva no estadio L3. O desenvolvimento

completo destes ovos foi observado, em média, em4 semanas (entre 21 a 28 dias).

3.3 EXTRACAO DO ANTIGENO DA LARVA DE T. canis

Para obtencao do antigeno excretdrio: os ovos foram transferidos da placa de Petri para
tubos conicos de 50 mL. Posteriormente foram lavados trés vezes e centrifugados com agua

destilada esteril a 978xg por 5 minutos. Apos a lavagem os ovos foram observados em
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microscopio dptico para determinar a viabilidade, utilizando azul de tripan. Apds a verificacdo
da viabilidade os ovos foram ressuspensos em hipoclorito de sédio a 5% por no méximo 5
min e lavados com salina de trés a quatro vezes, nas mesmas condi¢Ges anteriormente
descritas, para retirada do hipoclorito. Posteriormente foi realizada uma centrifugacdo a 978xg
por 5 minutos em meio RPMI completo (Soro Bovino Fetal - SBF 10%; Streptomicina e
ampicilina (100 uL/mL) a 37°C. Os ovos foram transferidos para Erlemeyers contendo perolas
de vidro (estéreis), sendo realizados movimentos circulares no vortex por 1min a cada dois
dias para rompimento da membrana e liberacao das larvas.

Para extracdo dos antigenos excretdrio e secretdrio das larvas, as mesmas foram
incubadas em meio de RPMI completo (50 mL) em estufa a 37°C com atmosfera imida e com
5% de CO?. O sobrenadante do cultivo foi coletado semanalmente e centrifugado 2000 xg/5
min e congelado -20°C até o uso. Apoés a retirada do sobrenadante, o cultivo foi preenchido

novamente para 50 mL com meio RPMI completo.

3.4 CONCENTRACAO DO ANTIGENO

Os tubos contendo antigenos de excre¢do e secrecdo das larvas foram descongelados e
a solucgéo foi filtrada com filtro (0,22 um), para remocdo de ovos e larvas que possam ter
permanecido na solucdo, restando apenas o antigeno. Foi utilizado Vivaspin 20 MWCO 3kDa
— GE, para concentracdo dos antigenos, onde foram colocados 14 mL da cultura por vez e
centrifugado a 8.000x g/ 3h. Apds a centrifugagdo o antigeno foi quantificado pelo método de
Bradford. O método de Bradford é uma técnica para a determinacdo de proteinas totais que
utiliza o corante de “Coomassie Brilliant Blue” BG-250 (BRADFORD,1976). Este método é
baseado na interacdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém
aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacéo, a interacédo entre a
proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do
corante para a forma anibnica, que absorve fortemente no comprimento de onda de 595 nm,
possibilitando a verificacdo da concentracdo utilizando um  espectrofotémetro
(CAMPTON,1985).
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3.5 EXPERIMENTO ex vivo

3.5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ex vivo

Delineamento experimental ex vivo

| Controle (n=9) ‘

Infectado com T. canis

18 diasap6s infecgdo (n=10)

Compartimentos

P 1) Analise de Marcadores de superficie celular- Citometria de fluxo
Sangue € Populactes Celulas Marcadas
Hl —_—
F4/80 cp28
Baco ¢ J cD19 MHCII
' cD3 cpso
. . CcD86
Medula dssea < Siglec-F

CD69

.

~ | 1) Analise das citocinas no Soro — ELISA

IFN-y IL-4 I-s

3.5.2 INFECCAO

Os camundongos foram infectados com ovos de T. canis. A infeccdo dos

camundongos foi realizada oralmente com 1.000 ovos/0,3mL salina, empregando-se canulas
apropriadas (SUGANE &OSHIMA, 1982).
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3.5.3 OBTENCAO DAS CELULAS DO SANGUE

O sangue foi obtido atravées de sangria total dos animais apos 18 dias de infecgéo por
meio do seio venoso orbital com ajuda de micropipetas de vidro juntamente com EDTA, para
evitar a coagulacdo em experimento ex vivo. As células sanguineas foram preparadas para
analise da expressdo das moleculas (MHC Il, CD80, CD86, CD28, CD69, CD3, CD19, F4/80

e Siglec F) na superficie das células por meio de citometria de fluxo.
3.5.4 OBTENCAO DO BACO

Os bacos dos camundongos foram retirados, apos eutanasia em camera de CO2 no 18°
dia apos infeccdo, com auxilio de pingas e tesouras. A suspensao celular do bago foi obtida
com a maceragao, realizada com auxilio de um émbolo de uma seringa de 5 mL e filtrada para
retirada do resto tecidual da amostra.

Em tubos cénicos de 15 mL foi adicionada a suspensdo celular obtida e completada
com meio RPMI até 10 mL, deixando decantando em banho de gelo por 15 a 20 min. Em
seguida, retirou-se o sobrenadante, desprezou o “pellet”, adicionou-se RPMI até completar
6mL e, em seguida, foi centrifugado por 7 min, 1200rpm a 18°C.

Logo apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e realizado a lise das
heméacias com 9 mL de agua ultrapura (MiliQ) sob agitacdo leve no vortex. Imediatamente
apos isso, foi adicionado 1mL de PBS10x e centrifugou-se por 7 min, 1200rpm a 18°C. Apds
a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado, o “pellet” foi ressuspendido em 1 mL com
meio RPMI completo e contou-se a viabilidade celular. Ap6s a contagem da viabilidade

celular, as células foram distribuidas nos tubos e a citometria de fluxo foi realizada.

3.5.5 OBTENCAO DA MEDULA OSSEA

Foi realizada a dissecagdo dos fémures e das tibias dos camundongos infectados e ndo
infectados, com a retirada cuidadosa da musculatura dos animais evitando a perfuracdo dos
0ss0s. ApOs a retirada da musculatura os fémures e as tibias foram colocados em PBS e
mantidos resfriados até obtencdo dos fémures e tibias de todos os camundongos. Em seguida,
em uma capela com fluxo de ar para manter a esterilidade, os fémures e tibias foram colocados

em placa de Petri com alcool 70%. Com auxilio de uma pinga e uma tesoura, ambas as
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extremidades dos ossos foram cortadas e com ajuda de uma agulha de insulina e uma seringa
de 5 mL, os ossos foram lavados com PBS 1x dentro de um tubo conico de 15 mL para retirada
da medula 6ssea. Apos a retirada da medula 6ssea de todos 0s 0ss0s, 0s mesmos tubos foram
homogeneizados, adicionou-se 10 mL de PBS 1x e centrifugou-se por 10 min a 1500 rpm. Esta
amostra foi utilizada para pesquisar a populacao de eosinofilos (CD80, CD86, MHC Il e Siglec
F) também o marcador CD69 para avaliar ativacdo das populagdes através da citometria de

fluxo.
3.5.6 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade do baco e da medula éssea foram realizados em uma diluigdo 1:2 (10uL
de amostra + 10 uL de corante azul de tripan), homogeneizado e colocado na lamina. A leitura
foi realizada no contador Countess, no qual foram observadas as células vivas e a viabilidade

celular. O azul de tripan tem a fung&o de corar células mortas.
3.5.7 ANTICORPOS MONOCLONAIS

A analise da expressdo das moléculas (CD80, CD86, MHC II, CD28, CD19, F4/80,
CD69, CD3 e Siglec F) foi realizada por citometria de fluxo, no aparelho BD FACS
FORTESSA, situado na plataforma de citometria de fluxo da Fiocruz (Centro de Pesquisas
Rene Rachou -Belo Horizonte), com auxilio durante a aquisicao e analise dos resultados, sob a
responsabilidade do Dr. Olindo Assis Martins Filho.

Os anticorpos monoclonais (Tabela 1) foram utilizados para analise das moléculas
envolvidas nas fungdes de APC dos eosindfilos. Para isso, foi realizada a técnica de citometria
de fluxo (Fluorescence-Activated Cell Sorting - FACS) das amostras estudadas (cultura,
sangue, baco e medula 6ssea). Para esta técnica foram utilizados marcadores que apresentam
fluorescéncia especifica para cada anticorpo. Cada marcador emite um determinado

comprimento de onda ap0s a excitagdo por luz (laser) no citbmetro.
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Tabelal: Anticorpos utilizados

Anticorpo Fluorocromo Fendtipo Alvo de Estudo
CD80 FITC Ativa célula T, ligante de CD28.
MHC 1I/ 1Ab FITC Expressa na superficie de células

humanas. Linfocito T ativado, mondcito
pro- inflamatorio

CD86 APC Ativa célula T, ligante de CD28.

CD19 PerCP-Cy Linfocitos B

Siglec- F PE Eosindfilos

F4/80 BVv421 Mondcitos

CD28 Pecy.5 Ativa linfocitos T

CD69 FITC Molécula importante na ativacdo inicial
de linfécitos.

CD3 PE Identificacdo de linfécitos T, NKT.

FITC = Isotiocianato de fluoresceina; PE = ficoeritrina; BV421=Violeta Brilhante 421; PerCP-Cy=
Peridinin Chlorop hyll Protein; Pecy.5= ficoeritrina cianina 5, APC= Allophycocyanin

3.5.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA A ANALISE DA EXPRESSAO DE
MOLECULAS COESTIMULATORIAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Os resultados foram expressos na forma de histograma que séo representados em
mediana da intensidade de fluorescéncia, que reflete a expressao das moléculas (CD80, CD86,
MHC II, CD28, CD19, F4/80, CD69, CD3 e Siglec F) na superficie das células para
experimento ex vivo. As medianas das intensidades de fluorescéncia das moléculas foram
determinadas em populacGes selecionadas, que representadas por complexidade e
granulosidade celular, dividindo em popula¢bes de linfocitos, mondcitos/macréfago ou
eosinofilos. Os resultados da citometria de fluxo se dao por IMF (Intensidade da Mediana de

Fluorescencia) ou porcentagem de células positivas para cada subconjunto celular.
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3.5.9 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Para a quantificagdo das citocinas IFN-¥, IL-15 e IL-4 foram utilizados os antigenos de
Toxocara canis. O procedimento foi realizado conforme protocolo do fabricante (BD
Biosciences®).

Inicialmente, placas de 96 pocos de poliestireno foram sensibilizadas com 100uL/poco
de uma solucdo contendo o tampdo e o anticorpo primario especificos para cada citocina. As
placas foram incubadas por até 18h a 4°C. Apds este periodo, as placas foram lavadas e foi
adicionado 200 pL da solugdo de bloqueio (PBS com 5% de albumina de soro bovino-BSA).
Novamente, as placas foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente e depois lavadas.
Apos, foram adicionadas as diferentes dilui¢cdes da citocina recombinante padrdo e as amostras
em estudo (100 ulL/pocgo) diluidas 1:2 (plasma) em PBS. A primeira concentracdo da curva de
IFN-¥, IL-15 e IL-4 das citocinas recombinante padrdo 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/poc¢o do anticorpo de detecgdo (anticorpo secundario
biotinilado 0.125 png/mL). Ap6s nova incubacdo de 1 hora a temperatura ambiente e novo ciclo
de lavagem, foram adicionados (100 uL/poco) da enzima estreptoavidina (1:1000) diluida em
PBS e soro bovino fetal 10%. Depois de 30 minutos a placa foi novamente lavada e adicionou-
se 100 ulL/poco do substrato. O substrato utilizado foi uma mistura 1:1 de H.O2 e
tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente, a reacéo foi bloqueada adicionando-se 50 uL/pogo de
H.SO4 1M.

O ensaio foi realizado em duplicata. A leitura da absorbancia foi obtida no
comprimento de onda de 450 nm em um espectrofotometro de placa (TPReader NM-
ThermoPlate). As solucdes e o fator das dilui¢cdes foram realizados de acordo com o
kit de cada citocina. A andlise foi feita a partir da curva de titulacdo dos padrdes das

citocinas e as concentragdes finais foram determinadas em pg/mL.
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3.6 EXPERIMENTO in vitro

3.6.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL in vitro

Delineamento experimental /n vitro

‘ Controle (n=9) I

Infectado com T. canis

18 diasap6s infecgdo (n=10)

l 1) Cultura in vitro de eosinofilos derivados da medula 6ssea

Compartimento 1) Controle/T. canis (Cultura estimulada com Ag)

. =
Medula éssea

¢
I1) Andlise de Marcadores de superficie celular- Citometria de fluxo/Image Stream

Populacdo Celulas Marcadas

Siglec-F MHCH
cDso
CDE6
CD69

3.6.2 CULTURA DE EOSINOFILOS DERIVADOS DA MEDULA OSSEA DE
MURINOS (BMEOS)

Os eosindfilos provenientes da medula dssea de camundongos Balb/c foram obtidos, de
maneira estéril, para isso a medula dssea foi extraida como descrito no item 3.5.5.
Posteriormente a extragdo da medula 6ssea o sobrenadante foi descartado e as amostras foram
ressuspendidas em 3 mL de meio RPMI completo (20% de SBF, 2 mM de L-Glutamina, 1 mM
de Piruvato de sodio, ampicilina 100 pl/mL) homogeneizados e transferidos para garrafas de
cultura. As garrafas foram preenchidas com meio de cultura até completar 5-6 mL e mantido
em cultura (LUTZ et al 1999).
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3.6.3 CULTURA DE EOSINOFILOS

As células foram cultivadas em condicdes estéreis com meio RPMI completo, até o 4°
dia de cultura o meio utilizado foi suplementado com 100ng/mL de GM-CSF. A partir do 4°
dia o meio contendo GM-CSF foi completamente substituido por meio fresco contendo
10ng/mL de IL-5 murina recombinante. No 8° dia de cultura, as células do sobrenadante foram
centrifugadas e transferidas para garrafas médias e mantidas em meio fresco suplementado com
IL-5 murina recombinante. Sendo realizada a substituicdo da metade do meio por meio fresco

a cada dois dias até atingir 14 dias.

3.6.3.1 Co-cultura

Ao completar 14 dias da cultura de eosinofilos, foram adicionados no grupo controle e no
grupo infectado com T. canis 100ug/mL de Ag de T. canis, resultando em grupo controle,
Controle/Ag, infectado e Infectado/Ag estimulado com T. canis por 24horas as células foram
contadas em camara de Neubauer e reajustadas para o fator de 1 x10° células /mL, foi realizada

citometria de fluxo.

3.6.4 CITOMETRIA DE FLUXO
Para o experimento in vitro utilizamos 0 mesmo protocolo ex vivo 3.5.8. As moléculas
(CD80, CD86, CD69 e MHC I1) e as populagdes foram divididas em Siglec F+ (FCS') e Siglec
F+ (FSC M9"). Os resultados da citometria de fluxo se da por IMF (Intensidade da Mediana de
Fluorescencia) ou porcentagem de células positivas para cada subconjunto celular. Para o
experimento in vitro, as células foram submetidas ao aparelho “Image Stream” que permite

mostrar as imagens instantaneas e a fluorescéncia de cada molécula relacionada.

3.7 ANALISES DOS DADOS

Neste estudo foram aplicadas abordagens de andlise de dados para investigacdo
observacional do perfil imunolégico dos camundongos infectados ou ndo com T. canis como
detalhado abaixo: (1) Andlise estatistica convencional; (2) Analise ndo convencional entre 0s

biomarcadores; (3) Rede de interacdo entre os biomarcadores.
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3.7.1 (1) Andlise estatistica convencional

Os resultados obtidos nos diferentes experimentos foram normalizados pelo score Z,
interpretado de acordo com o teste T, e expresso com média £+ SEM. Para as diferencas
significativas utilizamos o teste Mann-Whitney. Para significancia estatistica consideramos p
<0.05. O software utlizado foi o GrphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, USA).

3.7.2 (2) Anédlise de assinatura de biomarcadores

Nesta andlise todo o conjunto de dados de cada biomarcadores foi utilizado para
calcular o valor da mediana global, usada como o ponto de corte para classificar camundongos
com baixos ou altos produtores de um determinado biomarcador, para gerar diagramas de grupo
controle (cores claras) e grupo infectado (cores escuras). Os diagramas foram utilizados para
calcular a frequéncia individual de cada biomarcador relacionado aos camundongos
individualmente para cada grupo. Os dados relevantes (sendo frequéncia >50%) foram
destacados em negrito. Os gréaficos de radares foram construidos para caracterizar a frequéncia

global de cada populagéo (Siglec F+, CD19+, CD3+, F4/80+) dos diferentes compartimentos.
3.7.3 (3) Rede de interagéo entre os Biomarcadores

Para avaliar a associacdo entre 0s biomarcadores, o coeficiente de correlacdo
Spearman’s foram calculados para o grupo controle e grupo infectado com T. canis. Foram
considerados significativo p<0.05. Os testes de correlacdo foram realizados no GraphPad
Prism versdo 5.0 (San Diego, CA, EUA). Cada correlagdo foi representada por uma interacéo
entre dois biomarcadores usando o software Cytoscape (versao 2.8; http://www.cytoscape.org),
conforme relatado (SHANNON et al., 2003). As redes de biomarcadores foram construidas
para grupo controle e grupo infectado com T. canis usando layouts circulares e conexdes entre
os biomarcadores designados como linhas, com espessura de acordo com o indice de correlagdo
(r). A correlacéo e demostrada como negativa (r < 0), moderada (R<068) ou positiva ( r > 0,68)
de acordo com estudos prévios (TAYLOR, 1990). A correlagdo negativa indica que o
crescimento de uma das variaveis implica, em geral, no decrescimento da outra. A correlagédo
positiva indica, em geral, o crescimento ou decrescimento concomitante das duas variaveis

consideradas.
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil fenotipico dos eosindfilos, mondcitos, linfocito B e linfocito T apos a
infecgcdo experimental com T. canis em camundongos.

Para caracterizar o papel dos eosindfilos durante a infeccdo experimental de T.
canis em camundongos, o perfil fenotipico de diferentes subconjuntos de leucocitos foi
avaliado. As estratégias de selecdo para definir mondcitos/macrofagos, linfocitos B,
linfocitos T e nossa populacédo alvo eosinofilos estdo descritas na Figura 9. As populacdes
foram analisadas no grupo controle e infectado de acordo com sua hierarquia F4/80+,
CD19+, CD3+ e Siglec F+ (Figura 9).

A analise de dados indicou que o perfil da infec¢cdo por T. canis na populacdo
dos mondcitos/macréfagos induziu uma diminuicdo significativa no grupo infectado
CD86 (sangue), CD80 e CD86 (bago), quando comparado com o grupo controle e um
aumento significativo MHCII no baco grupo infectado quando comparado com o grupo
controle (figuralO A).

Nas populacgdes de linfécitos B (CD19 +), a infec¢do por T. canis teve um perfil
que promove uma diminuicdo significativa da expressao de CD80 (sangue periférico),
MHC-II (medula 6ssea), no grupo controle quando comparado ao grupo infectado e um
aumento significativo CD86 da medula quando comparamos o grupo infectado com o
grupo controle (Figura 10B).

Na populagdo de linfocitos T CD3 +, teve um perfil de infeccdo com uma
expressdao de MHC-11 aumentada no baco quando comparamos o grupo infectado com o
grupo controle e uma diminui¢cdo do MHCII do sangue e da medula quando comparamos
0 grupo controle com o grupo infecato.. Além disso, a expressédo de CD28 é aumentada
em células T de CD3 + esplénicas apds infeccdo por T. canis como mostrado na (Figura
10C).

Na populacéo alvo, os eosinofilos (Siglec-F +) demonstraram vérias alteracdes
significativas apos o perfil da infec¢do com T. canis como se segue: as expressdes CD28,
MHC-I1, CD69 sao reguladas positivamente, enquanto o CD86 é downregulated (menos
expressa) no sangue. As moléculas CD80 e CD69 sdo expressa significamente com uma
diminuicdo no baco do grupo infectado quando comparado com o grupo controle; as
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moléculas MHC-1l e CD80 sdo significamente diminuidas na medula Ossea de
camundongos infectados com o T. canis, em compara¢do com o grupo controle (Figura
10D).
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Figura 9: Estratégias da selecdo da populacdo para andlise fenotipica de células apresentadoras
de antigenos por citometria de fluxo.
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Legenda: As populaces foram selecionadas de acordo com sua expressdo fenotipica de
marcadores de superficie para identificar: mondcitos/macrofagos (F4 / 80), linfécitos B (CD19),
linfocitos T (CD3) e a populagéo alvo, eosindfilos (Siglec-F), nos diferentes compartimentos
analisados: sangue, baco e medula 6ssea. As moléculas relacionadas a ativagdo e a apresentacao
de antigenos foram avaliadas em cada populagdo por Intensidade da Mediana de Fluorescéncia e
por histogramas ou porcentagem de células positivas .
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Figura 10: Expressdo de moléculas relacionadas a ativacdo por células apresentadoras de

antigeno desencadeadas pela infecgdo por T. canis.
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Legenda: Perfil de ativacdo global de monécitos/macrofagos F4 / 80 + (A), linfécitos B CD19
+(B), linfécitos T CD3 + (C) e Siglec-F (eosindfilos) (D) foi avaliado no grupo controle (C) e
grupo infectado por T. canis (INF). A expressdo das moléculas de superficie CD28, MHC-II,
CD80, CD86 e CD69 foi medida nestas populagdes de trés compartimentos: sangue (vermelho),
baco (amarelo) e medula dssea (verde). Os resultados sdo expressos por score-Z (valor global da
mediana / SD) da IMF ou porcentagem de células positivas para cada populacdo. As diferencas
estatisticas entre grupo controle e grupo infectado com T. canis foram destacadas como * p <0,05.
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4.2 Assinaturas de Biomarcadores na analise por infeccdo de T. canis.

Para compreender a funcdo dos eosinéfilos e sua relagdo com eventos sistémicos
ocorrendo em tecidos especificos durante a infeccdo por T. canis, um diagrama contendo
a proporcéo (%) de camundongos com cada expressdo de biomarcador acima da mediana
global (ponto de corte) foi montado para sangue periférico, baco e medula 6ssea de
camundongos de grupo infectados por T. canis e grupo controle figurall.

Observamos que na populacdo dos eosindfilos (Siglec F+) no grupo infectado
com T. canis no sangue possui uma alta expressédo (frequencia >50) nos biomarcadores
CD28 (60%), MHC-I1 (70%) e CD69 (70%) quando comparado com grupo controle. Por
outro lado, o grupo controle houve uma alta expressdo de CD80 (56%) e CD86 (67%)
contrastando com camundongos do grupo infectado com T. canis (FigurallA).

No compartimento do baco observamos que para os eosinofilos esplénicos no
grupo infectado houve uma alta expressao (frequencia >50), CD28(60%), MHCII(57),
CDB86(63%) quando comparado com o grupo controle. No grupo controle do baco
observamos um aumento CD80 (57%) e CD69 (57%) na populacdo dos eosinéfilos
(Figura 11B) .

Para os eosindéfilos da medula dssea, os camundongos do grupo infectado com
T. canis mostraram uma propor¢do diminuida de camundongos com alta ativacdo e
expressao de moléculas relacionadas a APC que ndo foram observadas em camundongos

do grupo controle (Figura 11C).
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Figura 11: Diagrama para calculo da frequéncia (%) de cada biomarcador em relacao aos

camundongos individualmente.

Controle Infectado T. canis
=0 0 0 © = 00 0
EEEE EEEE
18880888 z402080 18880888 7502008F0
3 6 00 ooogml-,utewwu,- 3 0 Qa8 ooogwteh,-leh,-w
o 2 OO0 2 00O Q o 0 0 ¢ 0 ,,Eoooéooosooouuo
2 00000000 =902 0000 2 o0 Q0 Q0o o oo 9o o090 9
E < s 3sohoOoBREEEEE §E ISR ppBBEEEEE
A s 3Efff00888088caaona s 333500080888 cavnma
# [ | | # | | [ ] ]
2 2
13; # 83
) 8 [ #
= # | | #
] # | | # |
2] B
8 I 8
s | %
Valordecorte 03 -03 04 -02 02 03 02 03 02 04 -05 03 02 03 ! #10 :
%HIGH 33 44 67 56 56 78 56 56 44 56 44 33 56 67 33 Vakrdeoote .03 .03 01 02 02 -03 0203 02 04 05 -03 02 03 01
% HIGH 60 50 30 40 S0 30 40 40 50 40 60 70 50 30 70
| # | l
2
23
] + ’ M j
& # . ; ]
@ Ll R |
Z L8777 { W
A :8 : i
1 e
Valordecorte 25 00 -02 -01 02 00 00 03 -0 01 -04 02 00 00 03 #0
wHoH DM B0 BT BB G SN ﬂVabrdeoone 25 00 02 -01 -02 00 00 03 -01 01 -04 02 00 00 03
wHGH 51 25 50 43 57 33 25 63 38 33 60 57 38 63 50
c " [ = ~ -
2
= 2 |
U =4
§ & [ v / ?
o 8| U/ VN / ! 7
5 7
HIE-
2 ﬂ — PSR Bvevs I L

%HGH 67 57 57 51 71 50 B T 43 29 43 8 1 5 8 Vaordecote g1 00 -01 01 01 -02 01 01 03 02 01 00 04 00 03
wHGH 33 4 43 50 17 S0 67 33 60 80 S0 14 3B 50 40

Legenda: Os grupos controles e infectados por T. canis foram categorizados individualmente em "alta” ou
"baixa" expressdo, de acordo com a mediana global (ponto de corte) para cada expressao de moléculas de
ativacdo e co-estimulagcdo em mondcitos/macréfagos F4 / 80 +, linfocitos B CD19 + e Siglec-F + (MHC-II,
CD80, CD86 e CD69), bem como linfécitos T CD3 + (CD28 e MHC-II) nos diferentes compartimentos:
sangue A (vermelho), baco B (amarelo) e medula 6ssea C (verde). Os quadrados coloridos nos diagramas
representam os camundongos de expressdo "alta", enquanto os quadrados em branco representam
camundongos com "baixos" expressao, e para 0s quadrados em listra representa que o biomarcador néo foi
determinado. Os numeros abaixo de cada coluna representam o ponto de corte e a frequéncia de cada
camundongo “expressivo” (%) de cada molécula avaliada em cada populacéo.
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A Figura 12 mostra as assinaturas de biomarcadores das células apresentadoras
de antigeno, bem como os linfocitos T desencadeadas pela infeccdo por T. canis. Um
biomarcador é creditado como importante quando a frequéncia de camundongos com alta
expressdo desse pardmetro dado era maior que 50% (GUIMARAES et al., 2015). Os
gréficos de radar confirmam esses achados que mostram uma inversao na assinatura do
biomarcador quanto a ativacdo e as expressdes de moléculas relacionadas a APC em
grupo controle/ grupo infectado com T. canis em todas as amostras analisadas. No sangue
periférico e no baco, os eosinofilos Siglec-F + exibem uma expanséo da area do grafico
de radar (Figura 12A) em grupo infectado com T. canis sobre grupo controle, indicando
biomarcadores com mais de 50%, especialmente na expressdo de MHC-II. Por outro lado,
houve um encolhimento da &rea do gréafico de radar do grupo infectado com T. canis sobre
grupo controle para todas as moléculas de superficie testadas (CD69, CD80, CD86 e
MHC-I1) no sangue periférico e células B esplénicas. O efeito oposto foi observado para
eosindfilos (Siglec-F +), monécitos/macréfagos (F4/80 +) e a populacdo da medula éssea,
com encolhimento da &rea do grafico do radar, indicando a modulagdo descendente da
expressao da molécula especialmente relacionada ao MHC-I1 no grupo infectado com T.
canis quando comparada ao grupo controle.

No baco, observou-se também um aumento significativo em Siglec-F + CD86
+ e Siglec-F + CD28 +, bem como CD19 MHC-II +/ CD69 + no grupo infectado com T.
canis em comparac¢do com o grupo controle (Figura 12B). Na medula 6ssea, observamos
um aumento na area do gréafico relacionado ao CD3 + em grupo infectado com T. canis

quando comparado ao grupo controle (Figura 12C).
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Figura 12: Assinaturas de biomarcadores de células apresentadoras de antigenos desencandeada
por infeccdo por T. canis.
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Legenda: A assinatura imunoldgica da ativacdo e da expressdo das moléculas coestimulatorias
(CD28, CD69, MHC-II, CD80 e CD86) nos mondcitos/macréfagos F4 / 80 +, linfocitos B CD19
+, linfocitos T CD3 + e Siglec-F (eosinofilos) foram avaliados em grupos controles e infectados
por T. canis nas diferentes compartimentos: sangue A (vermelho), baco B(amarelo) e medula
Ossea C (verde). Os gréficos de radar resumem a freqiiéncia de camundongos de expressao "alta"
(%) em cada grupo. Quando a freqiiéncia de camundongos de alta expressao foi superior a 50%
(em uma escala de 0 a 100%), os quadrantes foram sublinhados e destacados por um formato em
negrito.
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4.3 Analise de correlacdes entre biomarcadores imunoldgicos: abordagem de

biologia de sistemas

Para realizar uma ampla andlise exploratéria multifacetada e compreender a
conectividade do biomarcador com a infeccdo por T. canis, foi montada uma matriz de
correlacédo, bem como redes de correlagdes de biomarcadores para grupo controle e grupo
infectado com T. canis, como mostrado na figura 13. Correlagdes entre Siglec-F +
eosindfilos, F4 / 80 + mondcitos, linfécitos CD19 + e linfécitos T CD3 + do sangue
periférico, baco e medula 6ssea foram realizadas e apresentadas como matriz codificada
por cores (painéis esquerdos) e como redes de biomarcadores (painéis direitos). Cada nd
na rede representa um biomarcador. As correlagdes positivas ou negativas foram
subcategorizadas de acordo com a "forca™ da correlagéo relacionada ao valor-r, calculada
usando a analise de Spearman’s.

Observamos apenas a interatividade das populacbes nos diferentes
compartimentos (sangue, baco e medula 6ssea). Uma rede ricamente conectada com
interacdes forte caracterizou os grupos controle e grupos infectados com T. canis.

Quando comparamos o grupo infectado com o grupo controle observamos que
0 grupo infectado possui muito mais interacdes fortes entre as populacbes Siglec F+,
CD19+, F4/80+ e CD3+ com suas contrapartes nos diferentes compartimentos do que o
grupo controle.

Observou-se que no sangue periférico, no baco e a medula éssea Siglec-F +
eosinofilos do grupo infectado com T. canis apresentaram conexdes mais fortes, quando
comparados ao grupo controle (Figura 13 - painel direito). Usando este tipo de analise,
que considera todo o universo de dados, € possivel destacar os biomarcadores mais
relevantes e sua relacdo no grupo infectado com T. canis quando comparado ao grupo
controle. Assim, a analise de dados sugere que Siglec-F + eosinofilos podem estar
envolvidos nos eventos imunoldgicos desencadeados para induzir respostas de células T

especificas de T. canis apos infec¢éo.
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Figura 13: As redes de interacdes entre biomarcadores imunoldgicos sdo alteradas durante a

infeccéo por Toxocara canis.
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Legenda: Cada nd na rede representa um biomarcador, incluindo os eosindfilos Siglec-F +,
monocitos/macrofagos F4 / 80 +, linfocitos B CD19 + e linfécitosT CD3 + do sangue, baco e
medula 6ssea que expressam ativacdo e moléculas coestimulatérias (CD28, CD69, MHC -II,
CD80 e CD86). Foram realizadas correlagbes entre biomarcadores nos diferentes
compartimentos: sangue (vermelho), bago (amarelo) e medula déssea (verde) e exibidas como
matrizes codificadas por cores (painéis esquerdos) e como redes de biomarcadores (painéis
direitos). Apenas as correlagdes significativas (p <0,05) para os grupos controle e infectados com
T. canis foram incluidas nas redes.
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4.4 Impacto da estimulacéo do antigeno de T. canis in vitro na expressdo da molécula
da superficie celular por eosinéfilos derivados da medula 6ssea.

A cultura final dos eosinofilos nos proporcionou em 4 grupos: controle,
controle/Ag, infectado e infectado/Ag. Ao analisar por citometria de fluxo e considerando
duas populacdes para analise Siglec F+°% (FSC'%) e Siglec F+ Mg (FSC 9" como
ilustrado na figura 14.

O gréafico 15 no painel da esquerda nos mostra a IMF para cada grupo relacionado
com cada marcador. O 1° grafico da esquerda nos mostra o controle e controle/Ag das
populacdes Siglec F'°" e Siglec F"9" . O 2° grafico da esquerda nos mostra 0s grupos
infectado e infectado/Ag das populacdes Siglec F' e Siglec FM9n,

Do lado direito ambos os graficos nos mostram o impacto dos grupos estimulado
(controle/infectado) sobre os grupos controle e infectado.

A estimulacéo de T. canis induziu aumento da porcentagem de MHC-11 + Siglec-
F + FSCM9" e CD69 + Siglec-F + FSC"9" em camundongos do grupo controle. N&o foram
observadas diferencas nos camundongos infectados por T. canis (Figura 15).

Corroborando esses resultados, obtivemos as imagens das células com suas
marcacdes da citometria de fluxo. Obtivemos as imagens das populacdes Siglec F'°" e
Siglec F"9" tanto do grupo controle, controle/Ag quanto do grupo infectado,
infectado/Ag.

As imagens demonstraram que os eosindéfilos (Siglec F+) aumentaram 0 MHC-11
e CD69 sobre os estimulos de antigenos de T. canis de eosindfilos derivados da medula
6ssea do grupo controle mais evidentemente do que nos eosinofilos derivados de medula
0ssea de camundongos infectados com T. canis (Figura 16).
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Figura 14: Perfil de ativacao de eosinofilos derivados da medula 6ssea ap6s a inducéo por antigeno de T. canis in vitro.
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Legenda: A estimulacdo de antigeno de T. canis in vitro foi realizada em eosintfilos derivados da medula éssea de grupo de Controle (ndo infectado) e grupo
infectados com T. canis. Avaliacdo citométrica de fluxo de CD69, MHC-II, CD80 e CD86 dentro de Siglec-F + eosindfilos exibindo fenétipo FSCMe" ou FSC-OW,
As moléculas relacionadas com a ativagéo e a apresentacéo de antigenos foram avaliadas em Siglec-F + eosinofilos por Intensidade da Mediana de Fluorescéncia
ou porcentagem de células positivas conforme verificado por histogramas.
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Figura 15: Impacto da estimulacéo in vitro do antigeno de T. canis na expressao da
molécula de superficie celular por eosinéfilos derivados da medula éssea.
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Legenda:A estimulacdo de antigeno de T. canis. in vitro foi realizada em eosindfilos derivados
da medula 6ssea de grupos Controle (ndo infectado) e grupos infectados com T. canis. As culturas
de controle (CC) e as estimuladas por antigeno (Ag/Tc) foram incubadas como descrito em
material e métodos e examinadas por avaliagdo citométrica de fluxo de CD69, MHC-I11, CD80 e
CD86 dentro de Siglec-F + (eosinofilos) exibindo FSCH!®H (sombras escuras) ou FSCHOW
(sombras claras) fen6tipo. A ativacdo e as moléculas relacionadas a apresentacdo de antigenos
também foram avaliadas em Siglec-F + (eosin6filos) por Intensidade da mediana de Fluorescéncia
(IMF) ou porcentagem de células positivas e plotadas como graficos de barras. Além disso, as
mudangas Ag/Tc versus CC foram calculadas para avaliar o impacto dos estimulos de Ag T. canis

expressos como indice de estimulacdo (Ag/Tc / CC INDICE), que foi plotado como gréficos de
barras.
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Figura 16: Impacto da estimulagdo in vitro com antigenos de T. canis em eosinéfilos derivados da medula éssea.
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Legenda:A estimulacéo de antigeno de T. canis in vitro foi realizada em eosindfilos derivados de medula 6ssea de grupos de Controle (ndo infectados) e grupo
infectados com T. canis. A avaliacdo citométrica de fluxo de MHC-11, CD80, CD86 e CD69 nos Singlec-F + eosindfilos foi realizada pelo fluxo de imagem e
analisada pelo software Ideas. As moléculas relacionadas a apresentacdo de ativacao e antigeno foram avaliadas em Siglec-F + eosindfilos pela Intensidade da
mediana de Fluorescéncia ou porcentagem de células positivas conforme verificado por histogramas.
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4.5 Avaliando os niveis de citocinas em soros de camundongs ndo infectados e

infectados por T. canis por ELISA

Depois de examinar o perfil fenotipico de Siglec-F + eosindfilos apos a infeccao
por T. canis, avaliamos a producéo de citocinas no 18° dia apos a infeccdo por T. canis.
O pico de eosinofilia é observado no dia 18, portanto, a hipotese de que as citocinas
circulantes pudessem influenciar e, portanto, estar associada a funcdo e atividade de
Siglec-F + eosinofilos. Entre as citocinas principais produzidas no pico da eosinofilia (18°
dia), a IL-4 mostrou um aumento significativo no grupo infectado com T. canis quando
comparado ao grupo controle. A producdo de IFN-y e IL-5 foi aumentada, mas ndo foram
observadas diferencas significativas (Figura 17).

Figura 17: Niveis de citocinas em amostras de soro de camundongos infectados e ndo

infectados por Toxocara canis ap6s 18 dias de infeccéo.
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Legenda:Os niveis de IFN-y, IL-4 e IL-5 foram avaliados no soro de camundongos do grupo de
controle (branco) e do grupo infectado (preto). Os resultados sdo expressos na Mediana. O
significado estatistico € indicado como * p <0,05.

63



5. DISCUSSAO

Os mecanismos que envolvem uma resposta imune especifica séo
coordenados por celulas e moléculas especificas diante de patdgenos e outros problemas
que favoreca alteracdes na fisiologia do sistema imune. Esses eventos promovem o
aparecimento de resposta imunes especificas e seletivas, e induzem uma memoria
imunolégica. No entanto, para que seja desenvolvida a resposta imune especifica 0s
linfocitos T precisam responder a antigenos peptideos que sdo expostos e apresentados
por células especificas, conhecidas por Células Apresentadoras de Antigenos (APCs). E
essa ativacdo da resposta especifica é dependente do inicio do reconhecimento onde os
TCRs das APCs interagem com as moléculas de MHC 11 e 0 CD28 do LT com CD80 ou
CD86 da APC, dessa forma ocorre a transducdo de sinais ativadores dessa resposta que
irdA gerar a memoria imune. As células imunolégicas consideradas APCs sdo 0s
macrofagos, as células dentriticas e os linfocitos B. Neste estudo objetivou analisar se
ocorre a ativacdo dos eosinofilos ap6s a exposicao aos antigenos de T. canis e se 0 mesmo
atua como células apresentadoras de antigenos, assim como os macréfagos / mondcitos,
ceélulas dendriticas e linfdcito B.

Além disso, foi avaliado se eosindéfilos Siglec F+ da medula 6ssea poderiam
potencialmente iniciar uma ativagdo especifica como APC atipica e, portanto, contribuir
para estimular as respostas imunes as infeccdes por T. canis. Para isso, as alteracdes nos
marcadores de superficie relacionados a ativacdo de APCs foram determinadas em
eosinofilos Siglec-F + durante a infeccdo experimental de T. canis, juntamente com
celulas F4 / 80 +, linfocitos B, CD19 + e células T CD3 +. Os resultados demonstraram
mudangas na hierarquia da APC durante a infecgcdo experimental de T. canis, em que 0s
eosinofilos adotaram um perfil fenotipico e funcional de APC neste modelo.

Os eosindfilos tém grande importéncia para a dire¢cdo da resposta imune,
especialmente pela producéo de citocinas e como mediadores diretamente envolvidos no
processo inflamatorio durante infeccdes causadas por helmintos e doengas alérgicas
(SETTERBLAD et al., 2004; MACHADO et al., 2004; ANIBAL et al., 2007; ZHANG
et al., 2017). A ativacao de respostas imunes mediadas por subconjuntos dos linfociticos
a antigenos especificos precisa do sinal resultante da interacdo de MHC carregada com
antigeno ao seu receptor de linfécitos T (TCR). Além disso, um segundo sinal fornecido

por interacbes com moleculas co-estimuladoras é necessario durante a sinapse
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imunolodgica. Além da expressdo de MHC-11, a capacidade de interagir e poder transmitir
sinais de ativacao co-estimulantes secundarios sdo que definem células apresentadoras de
antigenos profissionais ou convencionais (APCs) (TAMIR et al 2000; SETTERBLAD et
al 2004).

No contexto da Toxocariase, os ensaios foram realizados para selecionar
populacdes por populacdes especialmente a populagéo alvo (eosinéfilos) e as células que
ja séo consideradas APC, como mondcitos/macréfago (F4 / 80+) e linfocitos B (CD19+)
durante o pico da eosinofilia que ocorre no 18° dia (figura 9). Analisando as diferencas
de expressdo do MHC-II, os dados permitem avaliar o fendtipo dos eosinéfilos
relacionados com as APC. Observou-se que o perfil da infeccdo por T. canis na populagéo
dos eosindfilos Siglec-F + demonstraram vérias alteragdes significativas apos o perfil da
infeccdo com T. canis como se segue: as expressdes CD28, MHC-11, CD69 sdo reguladas
positivamente, enquanto o CD86 € downregulated (menos expressa) no sangue. As
moléculas CD80 e CD69 sdo expressa significamente com uma diminui¢do no baco do
grupo infectado quando comparado com o grupo controle; as moléculas MHC-I1 e CD80
sdo significamente diminuidas na medula éssea de camundongos infectados com o T.
canis, em comparacdo com o grupo controle (Figura 10D). Esses dados sugerem que a
estimulagdo antigénica do parasita resultou na ativacao desses eosinofilos, modificando
o papel deste subconjunto celular de célula efetora, para atuar como possivel APC no
modelo murino da infeccdo por T. canis.

A analise de dados indicou que o perfil da infec¢do por T. canis na populacdo
dos mondcitos/macréfagos induziu uma diminuicdo significativa no grupo infectado
CD86 (sangue), CD80 e CD86 (ba¢o), quando comparado com o grupo controle e um
aumento significativo MHCII no bago grupo infectado quando comparado com o grupo
controle (figural0 A).

Nas populagdes de linfécitos B (CD19 +), a infeccdo por T. canis teve um perfil
que promove uma diminuicdo significativa da expressdo de CD80 (sangue periférico),
MHC-II (medula 6ssea), no grupo controle quando comparado ao grupo infectado e um
aumento significativo CD86 da medula quando comparamos o grupo infectado com o
grupo controle (Figura 10B).

Na populagdo de linfocitos T CD3 +, teve um perfil de infeccdo com uma
expressao de MHC-11 aumentada no baco quando comparamos o grupo infectado com o
grupo controle e uma diminuicdo do MHCII do sangue e da medula quando comparamos
0 grupo controle com o grupo infecato.. Além disso, a expressdo de CD28 é aumentada
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em células T de CD3 + esplénicas apés infecgcdo por T. canis como mostrado na (Figura
10C) .

Na populacéo alvo, os eosinofilos (Siglec-F +) demonstraram vérias alteragdes
significativas apds o perfil da infeccdo com T. canis como se segue: as expressdes CD28,
MHC-I1, CD69 sao reguladas positivamente, enquanto o CD86 é downregulated (menos
expressa) no sangue. As moléculas CD80 e CD69 sdo expressa significamente com uma
diminuicdo no baco do grupo infectado quando comparado com o grupo controle; as
moléculas MHC-1l e CD80 sdo significamente diminuidas na medula Ossea de
camundongos infectados com o T. canis, em comparac¢do com o grupo controle (Figura
10D).

Para uma ativacdo especifica da resposta imune ocorrer, moléculas
coestimatéria além do MHC-II na superficie da APC sdo necessarias (IBERG et al.,
2017). As moléculas coestimulatérias como CD80 e CD86 (B7.1, B7.2) irdo interagir
com o CD28 completando o primeiro estdgio da apresentacdo do antigeno, a fim de
alcancar uma resposta imune especifica (JUNIOR et al., 2010). Estes dados atuais
mostram um aumento significativo de CD80 e MHCII em eosinéfilos nas amostras
analisadas (sangue) dos camundongos infectados quando comparados ao grupo controle
(figura 10). Resultados semelhantes, quando relatados no contexto do modelo de infecgédo
por S. stercoralis mostrou um aumento expressivo da molécula de CD80, juntamente com
0 MHC-II em eosinodfilos apds a infeccdo (PADIGEL et al.,, 2006). A expressdo
aumentada da molécula de CD80 e MHCII em eosindfilos sugere uma ativacdo eficiente
da resposta imune induzida pelo antigeno de T. canis, considerando o potencial de CD80
para ligar CD28 em superficies de linfocitos T com alta avidez (PADIGEL et al., 2006;
RODOLPHO et al., 2014).

No que diz respeito a ativacdo, o aumento da expressdo de CD69 ocorreu
especificamente no sangue periférico na populacdo dos eosinofilos em animais infectados
por T. canis (Figura 10 D), corroborando com Titz (XIANG et al., 2008), que
demonstraram um aumento da expressdo de CD69 em eosinéfilos de sangue periférico de
pacientes com dermatite atopica. Mendes (2011) no seu trabalho com infeccdo por
Plasmodium chabaudia AS também observou um aumento expressivo CD69 no sangue
e linfécitos B em animais infectados. Sugerindo mais uma vez que o papel efetor dos
eosinofilos pode ser suprimido para que ele possa atuar em papel, como APC, o0 que

parece prevalecer nos diferentes modelos estudados.
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Um aumento sensivel em CD28 em eosindfilos de sangue periférico de
individuos com hipereosinofilia em comparac¢do com individuos saudaveis, sugerem que
esses eosinofilos podem atuar como APC atipicos ndo apenas em infecgdes helminticas,
mas também em outros distdrbios associados a alergias, quando essas células estdo
geralmente aumentados. E ainda, esses dados podem sugerir a participacéo e ativacédo de
eosindfilos na determinacdo da polarizacdo de Th2 durante patologias infecciosas e ndo
infecciosas (SHAMRI et al., 2011).

Ao analisar a populacdo de linfdcitos T, nossos resultados demonstram que a
expressao de CD28 é aumentada no baco e que a expressao do MHC-II regulada
positivamente na medula 6ssea ap06s a infec¢do por T. canis (figuralO C), indicando a
ativacdo produtiva desta populacdo durante o pico da eosinofilia. Além disso, nossos
resultados demonstraram que, o eosinofilo foi ativado de maneira similar aos
monaocitos/macréfagos F4 /80+ (figuralOA), sendo esta uma célula APC classica,
sugerindo assim papéis andlogos para essas duas populacfes nesse modelo. Para tornar
esses parametros mais claros e visiveis, graficos de radar individualizados de cada
camundongo foram plotados. E foram avaliadas producdo de citocinas de IL-5, IL-4 e
IFN-y no sangue periférico no 18° dia apds a infeccdo, durante o pico da eosinofilia. A
importancia desses dados € reforcar a participacdo dos eosinofilos atuando
significativamente nas respostas do perfil Th2 de forma sistémica e contribuindo com
ativacdo especifica no modelo de infeccdo com o T. canis. Os dados atuais estdo de acordo
com outros estudos que demonstraram que, durante a infeccdo por T. canis, a eosinofilia
é acompanhada por um aumento significativo nos niveis de I1L-4 plasméticos (figural?).
Esses achados sugerem que, os eosindéfilos Siglec-F + provavelmente requerem IL-4 ndo
apenas na defesa contra helmintos, mas também para exercer fungdes de apresentacao de
antigenos (VAN-BERKEL et al.,2006; ROGERIO, ANIBAL, 2012).

Os estudos in vitro mostraram que a exposicdo de eosinofilos derivados da
medula 0ssea e expostos a antigenos de T. canis aumentaram significativamente a
porcentagem de MHC-II positivos, bem como os eosinoéfilos CD69 + em camundongos
ndo infectados. Este achado corrobora com outros modelos como demonstrado
anteriormente (FACCIOLI et al.,1996), sugerindo um papel das células apresentadoras
de antigenos para eosindfilos. Zielinski (2017), também desmonstrou que a ativacgao por
upregulacdo CD69 em eosindfilos de camundongos infectados por S. Stercoralis, podem

ser considerados possiveis APCs, corroborando assim com 0s nossos resultados.
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Outros trabalhos com diferentes modelos de infeccdo por patdgenos néo
helmintos também suportam esta hipotese (DENT et al., 1990; ANIBAL et al., 2007).
Além disso, outros estudos que avaliam a cultura de eosinéfilos in vitro estimulados com
toxina tetanica e GM-CSF apresentaram um aumento expressivo da molécula MHC-11 no
grupo estimulado quando comparado ao grupo ndo estimulado (SHI et al., 2000). Porém,
em nossos resultados é possivel observar que, os eosindfilos da medula déssea de
camundongos infectados com T. canis ndo apresentaram alteracbes na expressao de
MHC-I1, mesmo apo6s estimulacédo in vitro de T. canis. Esse efeito paradoxal pode ser
explicado pela sobreativacdo de eosinofilos durante a infeccdo in vivo que pode ter
induzido um estado anérgico para essas células.

Contudo, as abordagens de biologia de sistemas baseadas em redes de
biomarcadores e matrizes de correlacdo indicaram que uma maior conectividade entre
eosinofilos e linfocitos T em camundongos infectados por T. canis em todos as amostras
analisadas (sangue periférico, baco e medula 6ssea) (figura 13) também suportam a
hipotese de que os eosindfilos podem adotar um papel como APC durante a infecgdo por
T. canis. Além disso, a estimulacdo in vitro por Ag de T. canis resultou em ativacdo e
elevacdo da regulacdo de moléculas relacionadas a APC por eosindfilos derivados da
medula dssea (figura 15). Dessa forma, essas descobertas sugerem fortemente que a
infecgdo por T. canis remodela os eosinofilos para atuarem como APCs e ndo somente

como célula efetora durante a infec¢ao.
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6-CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados observamos que as analises principalmente do
sangue tém um perfil fenotipico e de interacdo dos eosindfilos com as demais células
apresentadoras de antigeno para apresentacdo de antigeno aos linfocitos T.

Avaliando o perfil da infeccdo, nossos dados sugerem que a eosinopoiese durante
a infeccdo com T. canis parece ser parcialmente independente da IL-5.

Durante as analises, nossos resultados demonstraram que dentre os parametros, de
APCs como (mondcito/macréfago e linfdcitos B), os eosinéfilos demonstraram resultados
relevantes como uma possivel célula apresentadora de antigeno, uma vez que 0 seu
comportamento das suas moléculas MHC Il e moléculas coestimulatérias CD80 e CD86
sdo mais expressivos que as APCs convencionais (mondécito/macréfago e linfocitos B),
sugerindo fortemente que seja o0s eosinofilos os responsaveis por iniciar a resposta imune
especifica nesse modelo

O aumento expressivo do MHC Il das moléculas coestimulatorias CD80 e CD86,
juntamente com CD28 (linfécito T) faz com que nosso trabalho sugira um perfil de APC

para os eosinofilos no modelo murino de infeccéo pelo T. canis.
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I- COMITE DE ETICA

Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais
n° 2-058/2013

Protocolo n°. 058/2013

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos -
CEUA/UFSCar APROVOU o projeto de pesquisa intitulado Avaliagao do papel dos eosindfilos
como células apresentadoras de antigenos in vitro e ex vivo, submetido pelo pesquisadora
JOICE MARGARETH DE ALMEIDA RODOLPHO.

Sé&o Carlos, 17 de fevereiro de 2014

A'Bu,( ] A,( Co . '\‘/(r;\{(’) Hfo (."51 \:-{‘: C U« &F‘-t(}\ PrOfa
Dra. Azair

Liane Matos do Canto de Souza

Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
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