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Resumo

A Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV) é uma parasitose, causada pelo
Toxocara canis, um dos helmintos mais frequente em c&es. Nos hospedeiros
definitivos, se apresentam em diferentes formas morfologicas, ovos embrionados,
adultos machos e fémeas. Entretanto, nos hospedeiros ndo habituais (ex.: homem e
roedores), apresentam-se apenas no estadio de larvas infectantes (L3) e ndo completam
seu ciclo bioldgico. A infeccdo no homem ocorre pela ingestdo acidental de ovos
larvados, que no intestino delgado liberam as larvas infectantes (L3), as quais
atravessam a mucosa intestinal e pela via linfatica atingem a circulaco porta e o figado
chegando aos pulmdes. As larvas podem ainda atravessar ativamente a parede do
intestino, iniciar um processo de migracdo erratica através dos diferentes tecidos do
hospedeiro. As principais caracteristicas dessa doenca na fase cronica sdo as eosinofilias
sanguinea e tecidual e altos niveis de IgE sérica. A resposta imunoldgica do hospedeiro
as larvas, ocorre durante a migracdo tecidual, onde as larvas liberam produtos
antigénicos de secrecdo-excrecdo (TES) que as protegem contra a reacdo do hospedeiro.
Os TES apresentam uma fracdo alergénica responsavel pela estimulacdo da producao e
liberacdo de eosindfilos. Neste contexto, a busca por novas ferramentas terapéuticas que
promovam menos danos aos individuos acometidos pelo aumento sistémico dos
eosindfilos torna-se importante. Assim, neste estudo, avaliamos a atividade modulatoria
e anti-inflamatéria da Harpagophytum procumbens contra eosinofilia utilizando o
modelo de infeccdo experimental com T. canis SLMV. Nossos resultados demonstraram
que o extrato da Harpagophytum procumbens possui efeitos anti-inflamatério
diminuindo no infiltrado eosinofilico no sangue e lavados da peritoneal e
broncoalveolar, nos diferentes periodos analisados. O efeito anti-inflamtério pode ser
decorrente da capacidade do extrato de Harpagophytum procumbens diminuir a
producdo de fatores que favorecem a proliferacéo e ativacdo de eosindfilos (IL-5, IL-4 e
IL-13) no periodo 18°, estabelecido como o pico da eosinofilia. Além disso, nosso
tratamento diminui a expressdo das moléculas de adesdo CD11b, CD11c no pico da
eosinofilia durante a infeccdo por T. canis. A expressdao da molécula CD40 por
eosinofilos parece favorecer a sobrevida deste leucdcito, todavia, serdo necessarias
outras investigacdes que contribuiam para o entendimento dos mecanismos pelos quais
0 extrato de H. procumbens pode interferir na migracdo dos eosinéfilos para o sitio
inflamatorio neste modelo, uma vez que este evento é caracterizado como sendo ordem
complexa e multifatorial.

Palavra - chaves: Eosindfilos, Harpagophytum procumbens, Toxocara canis, SLMV



Abstract

The Syndrome of Visceral Larva Migrans (VLMS) is a parasitic disease caused by
Toxocara canis, one of the most common helminthes in dogs. In the definitive hosts are
present in different morphological forms, embryonated eggs, adult males and females.
However, in unusual hosts (humans and rodents), present only in stage infective larvae
(L3) and do not complete their life cycle. The infection in man occurs by ingestion of
embryonated eggs which release in the small intestine infective larvae (L3), which cross
the intestinal mucosa and the lymphatic vessels reach the circulation port reaching the
lungs and liver. Larvae can still cross the gut wall actively start a process of erratic
migration through different host tissues. The main characteristics of this disease in the
chronic phase are eosinofilias blood and tissue and high levels of serum IgE. The
immune response of host larvae occurs during tissue migration, where the larvae release
antigenic products of excretion-secretion (TES) that protect against host reactions. The
TES have a fraction of the allergen responsible for stimulating production and release of
eosinophils. In this context, the search for new therapeutic tools that promote less
damage to individuals affected by increased systemic eosinophil becomes important. In
this study, we evaluated the modulatory activity and anti-inflammatory eosinophilia
Harpagophytum procumbens against using the model of experimental infection with T.
VLMS kennels. Our results showed that the extract of Harpagophytum procumbens has
anti-inflammatory effects in reducing eosinophil infiltration in the blood and washed
from the peritoneal and bronchoalveolar at different periods analyzed. The anti-
inflammatory may be due to the ability of the extract Harpagophytum procumbens
decrease the production of factors that favor the proliferation and activation of
eosinophils (IL-5, IL-4 and IL-13) during 18, established as the peak of eosinophilia.
Furthermore, our treatment decreases the expression adhesion molecules, CD11b,
CD11c peak of eosinophilia during infection by T. kennels. The CD40 molecule
expression by eosinophils seems to favor the survival of leukocytes, however, would
require further investigations that contributed to the understanding of the mechanisms
by which the extract of H. procumbens can interfere with the migration of eosinophils
into the inflammatory site in this model, since this event is characterized as being
complex order.

Keywords: Eosinophils, Harpagophytum procumbens, Toxocara canis, VLMS.
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1.INTRODUCAO

O notavel crescimento urbano desencadeou problemas em relacdo a saude
publica, sendo alguns mais acentuados. Nessa perspectiva, é importante ressaltar o
controle de animais nas cidades brasileiras que, quando ausente, pode ser um fator
impactante em relacdo ao adoecimento da populacdo humana, uma vez que representam
reservatorios de importantes agentes zoondticos (MATOS et. al., 2002).

Diversos parasitos que utilizam cées e gatos, respectivamente, como hospedeiros
definitivos ou intermediérios podem ser transmitidos ao homem e causar doengas
(ANDRESIUK et. al., 2003). Neste contexto, a Sindrome da Larva Migrans Visceral
(SLMV) tem importante destaque, uma vez que, em sua cadeia de transmissdo, tem
esses como principais hospedeiros. Além disso, existe um forte envolvimento, desses
animais, com a contaminacdo do solo, pois frequentam areas publicas de lazer
destinadas a populacdo humana e, rotineiramente, defecam nesses locais.

Embora muitos estudos sobre a frequéncia da doenca em grupos especificos e
fatores de risco para infeccdo tenham sido realizados no Brasil, a SLMV ainda é pouco
conhecida pela populacdo e até mesmo por alguns profissionais de saude. Atualmente,
sabe-se que esta sindrome constitui um sério problema para a saude publica e que
embora ndo seja causa frequente de mortalidade pode levar o paciente a diminui¢do na
sua produtividade e perdas econdémicas com tratamento e diagnostico (HOTEZ &
WILKINS, 2009).

1.1Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV)

O termo Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV), também denominada
por alguns autores de Toxocariase humana (QUEIROZ, CHIEFFI, 2005), foi
introduzido pela primeira vez por BEAVER (1952), em analogia a Sindrome da Larva
Migrans Cutanea, para definir uma situacéo clinica que acometia criancas com sintomas
pulmonares, hepatomegalia e eosinofilia persistente. Em 1969, o autor restringiu a
denominacdo da SLMV, mais propriamente para situacOes decorrentes a infecgédo
parasitaria, desencadeada pela migracdo e persisténcias de larvas de nematddeos por
periodo prolongado em tecidos de humanos, onde as mesmas permanecem imaturas e

ndo completam seu ciclo biologico (BEAVER et. al., 1969).
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Em estudo publicado recentemente observa-se a importancia desta parasitose em
ambito mundial (HOTEZ & WILKINS, 2009). Além disso, pesquisadores afirmam que
se trata de uma zoonose presente em paises tropicais e em desenvolvimento
(MAGNAVAL et. al., 2001), e ainda, uma helmintiase comum nos Estados Unidos da
América, afetando milhdes de americanos que vivem na pobreza (HOTEZ & WILKINS, 2009).
Contudo, a prevaléncia em humanos tem sido subestimada e a doenca negligenciada
como problema de salde publica (ALTCHEH et. al., 2003).

Neste contexto, estudos tém sido realizados em vérios paises, inclusive no Brasil,
com o objetivo de avaliar a frequéncia de soropositividade a Toxocara canis em diferentes
areas (rurais e urbanas) e analisar as possiveis variaveis epidemiol6gicas que possam ter

relacdo com a infeccéo (tabela 1).

Sumario da frequéncia da infeccdo humana pelo Toxocara spp no Brasil e outros

paises
Cidade/Pais Faixa etaria Frequéncia% Referéncia
Brasilia 1-12 (N°302) 21,8 Campos Jr et. al. 2003
Campinas 1-80 (N° 138) 23,9 Anaruma Filho et. al. 2002
S#o Paulo 1-1 (N°208) 54,8 Figueiredo et. al., 2005
Vitoria <1 (N°100) 39 Moreira-Silva et. al. 1998
Fernandopolis - (N°39) 15,4% Cassenote, 2010
Sorocaba Escolares (N® 180) 38,3 Coelho et. al. 2004
Pernambuco - (N° 180) 40 Virginia et. al. 1991
Espanha 1-12 (N°1009) 62.2 Rawlins et. al., 2002
Africa do Sul 3-12 (N°92) 44,6 Liao et al., 2010
EUA 1-11 (brancos) (N° 1122) 7,3 Hermann et al. 1985
U 1-11 (negros) (N° 268) 30 Hermann et al. 1985
Canads B (N° 4652) 5,4 Marmor et. al. 1987
Argentina 1-14 (N°81) 46.9 Radman et. al. (2000
Venezuela 1-15 (N® 368) 30 Lynch et. al. (1993)

N° de amostras avaliadas
Fonte: Dados de pesquisa
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1.2 Agente etiol6gico

Apesar de diversos helmintos serem implicados na etiologia da SLMV, o0s
ascarideos do género Toxocara sao 0s mais comumente envolvidos, e dentre esses a
espécie Toxocara canis € identificada com maior freqiéncia (CHIEFFI E CASEIRO,
2002), devido as peculiaridades que abrangem seu ciclo bioldgico e pelo padrdo de
migracdo larvaria (ALDERETTE, 2001).

Toxocara canis € um ascarideo que parasita o0 intestino de canideos,
frequentemente encontrado em cédes domeésticos (LESCANO et. al., 2005). A fémea
adulta mede cerca de 6-18 cm, o macho de 4-10 cm com extremidade posterior
recurvada no sentido ventral (figura 1). Quando adulta, a fémea de Toxocara é capaz de
produzir até 200.000 ovos por dia (BARRIGA, 1991) e, como a carga parasitaria no
animal infectado pode alcancar até varias centenas de parasitas, esses hospedeiros
podem contaminar o ambiente com milhdes de ovos diariamente (GLICKMAN &
SCHANTZ, 1981).

Figura 1: Forma adulta do Toxocara canis mantidos no Laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal de S&o Carlos. Na figura B, as setas indicam que a extremidade posterior
é recurvada apenas no macho.

Fonte: CORREIA & OLIVEIRA, 2012

Os ovos sdo extremamente resistentes a fatores hostis, podendo manter-se
viaveis por longos periodos no solo. Para tanto, possuem trés camadas: a mais externa
(mamilonada); a central, composta de proteina e quitina, € a camada interna,
predominantemente lipidica. Sendo esta Gltima, a principal barreira de permeabilidade
do ovo (figura 2). Nas fezes, os ovos, ndo sdo larvados e, portanto, ndo sdo infectantes
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(JACOB & OSELKA, 1991). Para que adquiram esta caracterizacdo S0 necessarias

condigdes adequadas de temperatura (15° C a 35° C) e umidade, sendo que, nessas

situacOes, em torno de 85% dos ovos tornam-se infectantes no periodo de duas a cinco
semanas (ARAUJO, 1972) (Figura 2).

Figura 2 - Ovos larvados de T. canis mantidos no Laboratério de Parasitologia da Universidade
Federal de Sdo Carlos, no aumento de 40 X em Microscopio Optico.
Fonte: OLIVEIRA & RODOLPHO, 2010

A forma infectante do parasito é a larva de 3° estadio (L3) (MAGNAVAL et. al.,
2001; CUNHA, 2005) (Figura 3). Apos o embrionamento e sob condi¢cdes ambientais
adequadas, os cdes podem se infectar pela ingestdo de ovos larvados por diferentes vias
dadas pela: ingestdo de ovos infectantes, ingestdo da larva e tecidos de hospedeiros
paraténicos, migracdo transplacentaria, passagem da larva pelo leite da cadela que
amamenta seus filhotes; ingestdo pela cadela de larvas de estadio tardio (L4) ou adultos
imaturos (L5) presentes nas fezes ou vémitos de filhotes contaminados (JACOB &
OSELKA, 1991).

Figura 3 - Larva infectante (L3) de T canis. Fonte imagem adaptada CDC, 2011
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O ciclo biologico do T. canis na populacdo canina é dependente da idade e sexo
do animal (GLICKMAN & SCHANTZ, 1981). Em cées com idade superior a cinco
semanas e cadelas ndo prenhas, o ciclo do parasito ndo se completa, as larvas migram
do pulméo para o coracdo e dai para os tecidos (figado, rins, pulmdes e musculos), onde
permanecem encistadas, sem desenvolvimento, podendo sobreviver por Vvarios anos
(rota somatica) (SPRENT, 1958). Entretanto, em casos em que ha comprometimento na
resposta imune nesses animas, o ciclo hepato-traqueal se completa e as larvas chegam a
sua forma adulta, apos 21 dias da infeccdo (BARRIGA, 1988). Em cées jovens, apos
ingestdo dos ovos embrionados, as larvas sdo liberadas no estomago e intestino delgado.
Estas penetram na mucosa intestinal, invadem a corrente linfatica ou sanguinea e
alcancam o figado do animal em 24 horas. De trés a cinco dias apds infeccdo, atingem o
coracdo e os pulmdes, através do sistema vascular. Dos pulmdes, algumas larvas passam
dos bronquios para a traquéia e faringe, sendo entdo deglutidas novamente (rota
traqueal). A seguir, essas larvas, tornam-se vermes adultos na luz intestinal, iniciando,
assim, a postura de ovos apos 14 dias de infeccdo (BARRIGA, 1991).

A transmissdo transplacentaria, caracteristica do T. canis, é bastante importante
do ponto de vista de contaminagdo ambiental, uma vez que grande parte dos cées nasce
com alto grau de parasitismo, podendo promover a disseminacdo da infeccdo (JACOB
& OSELKA, 1991). Em cadelas prenhas, as larvas latentes sao reativadas e infectam os
filhotes por via transplacentaria permanecendo no figado desses animais, até o
nascimento; quando passam para os pulmdes, continuam a rota traqueal e, ao chegarem
ao intestino delgado, tornam-se vermes adultos. O ciclo também pode completar nessas
cadelas. Assim, por meio da amamentacdo a transmissao aos filhotes é efetiva, uma vez
que logo apds o parto é constatada a presenca de larva no colostro (ELEFANT et. al.,
2001). Além destas rotas de transmissdao mais frequentes, existe a possibilidade de
ingestdo de tecidos de hospedeiro paraténicos, com larvas quiescentes, (BISSERU et.
al., 1996; DESPOMMIER, 2003). A larva do T. canis, que permanece no tecido,
mantém sua infectividade por longos periodos, tendo sido demonstrado que, pelo menos
em camundongos, ratos, e coelhos, esta capacidade persiste por dois anos (BEAVER,
1956).
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Figura 4 - Ciclo biol6gico do Toxocara canis em hospedeiros definitivos (cdes). Em caes
infectados, as fémeas ovipGem milhares de ovos por dia, estes sdo eliminados pelas fezes (A)
contaminando assim o meio ambiente. Em condi¢Bes ambientais favoraveis estes ovos se
desenvolvem até alcangarem o estddio infectante L3 (C). Em animais adultos e cadelas ndo
prenhas o ciclo ndo se completa (G - Rota somatica). Além do ambiente, cées jovens se podem
se contaminar pelas vias transmamaria e/ou transplacentéaria (D) completando assim o ciclo
biolégico (rota tragueal). O homem e outros hospedeiros paraténicos podem se infectar através
da ingestdo acidental de ovos larvados (L3) de T. canis provenientes do ambiente contaminado
(E, F, H, 1), ocorrendo neste sentido uma migracao erratica para varios 6rgdo e tecidos.

Fonte: Imagem adaptada CDC, 2011.

Seres humanos, principalmente criancas, se infectam acidentalmente ao ingerir
ovos contendo a larva infectante (L3) de T. canis (SCHANTZ, 1989; MAGNAVAL, et.
al., 2001), embora, varios estudos relatem o aumento de acometimentos em individuos
adultos (CHIATTONE et. al., 1983; SCHANTZ, 1989; CAMPOS JUNIOR et. al.,
2003). A principal forma de infeccdo humana é pela ingestdo acidental de ovos
embrionados do parasito (BEAVER, 1952; HOFFMEISTER et. al., 2007). Contudo
alguns estudos relatam que a infeccdo pode ocorrer através da ingestdo de agua ou
alimentos, como carne mal passada de frango, coelho, porco e/ou de boi, ovinos), patos
contaminados pelos ovos de T. canis (ITO et. al., 1986; NAGAKURA et. al., 1989;
(SALEM & SCHANTZ, 1992; HOFFMEISTER et. al., 2007). A infeccdo ainda pode
ocorrer através da inalacdo ou contato do individuo com ovos de T. canis presentes nas
fezes de cdes (STURCHLER et. al., 1990). Assim, 0s ovos ao chegarem ao intestino
delgado do homem eclodem e liberam as formas larvarias L3, que sdo capazes de

atravessar a mucosa intestinal e, por via linfatica, atingirem a circulacdo porta e, por
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conseguinte, o figado. Essas, apds sairem do figado ganham a circulacdo sanguinea
chegando aos pulmdes. Atravessam os capilares pulmonares e caem na circulagéo
pulmonar, coragdo, invadindo todo o organismo pela circulacdo sistémica. Quando o
tamanho das larvas excede o diametro dos capilares sangiiineos, ocorre uma migragédo

ativa e erratica atraves dos tecidos do hospedeiro, até se encistar e/ou morrer (Figura 4).
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Figura 5- Ciclo de vida do Toxocara canis em seres humanos. Fonte: Imagem adaptada
Delgado & Rodriguez-Morales 2009.

A fase de migracdo larvaria ocasiona uma reacdo inflamatoria aguda, tendo
como principais caracteristicas as eosinofilias sanguinea e tecidual e altos niveis de IgE
sérica (KAYES & OAKS, 1976; TURNER et. al., 1979; NUTMAN et. al., 1984;
TAYLOR et. al.,, 1988; FACCIOLI et. al., 1996, ANIBAL et. al., 2007). Outra
caracteristica observada neste modelo foi o aumento de mastdcitos na parede do
intestino delgado de camundongos infectados e aumento da hiperreatividade intestinal
destes animais, sugerindo um papel ativo destas células na SLMV (SA-NUNES et. al.,
2003).

Nas manifestacdes clinicas da SLMV humana, consideram-se alguns fatores
predisponentes, como: o grau de infeccdo parasitaria; estado nutricional do hospedeiro;
intensidade da resposta inflamatoria; localizacdo tecidual das larvas e sensibilizacdo do
hospedeiro por antigenos das larvas (JACOB et. al., 1994). Estes fatores podem ou ndo

estar associados, 0s quais levam os individuos a apresentarem a forma assintomatica



22

(covert ou forma oculta), as manifestacdes classicas da sindrome (SLMV) ou ainda a
forma ocular (SLMO) (JACOB, 2000; DESPOMMIER, 2003; FIGUEREDO et. al., 2005).
Ainda nesta fase, hd liberacdo de produtos metabolicamente ativos e antigénicos
denominados antigenos de secrecdo-excrecdo (TES), que sdo proteinas glicosiladas e
proteases. Foi demonstrado que esses antigenos localizam-se na epicuticula das larvas e
séo receptores importantes para anticorpos (LAMBERTUCCI et. al., 1996; ALTCHEH
et. al., 2003).

Contudo, a infeccdo no ser humano ainda pode ser assintomatica, com sintomas
variados ou podem ter evolucéo fatal. A grande variabilidade de manifestacGes clinicas
relaciona-se com a carga parasitéria, a frequéncia de infeccdo, a distribuicdo das larvas
nos tecidos e a intensidade da resposta inflamatéria do individuo (SCHANTZ, 1989).
Raramente, o homem pode albergar o verme adulto de T. canis ao ingerir
acidentalmente larvas de 5° estadio (L5), liberadas por céezinhos com hiperinfeccéo.
Fato este, que pode acometer principalmente criancas, devido a ocorréncia da geofagia
(BISSERU et.al., 1966; SCHANTZ, 1989). Segundo Barriga, (1988) a geofagia, &€ um
relato frequente em pacientes com SLMV, sugerindo que a contaminacdo ambiental
pode ser um forte indicador para o risco de a populacdo humana ser acometida pela

infeccdo por T. canis.

1.3RESPOSTA IMUNE a T. canis

InfecgBes helminticas envolvem diversos mecanismos de defesa devido ao
tamanho e a diversidade metabolica dos parasitos, que sdo antigenicamente complexos
(MACHADO et. al., 2004). A elevada prevaléncia relatada na populacdo mundial
demonstra que o0s helmintos estdo envolvidos com sofisticados mecanismos
moleculares, de escape, invasdo e supressdao do sistema imune do hospedeiro
(MAIZELS et. al., 2004).

O estudo dos subgrupos Thl e Th2 de células T auxiliares facilitou o
entendimento da resposta imune do hospedeiro aos helmintos e outros parasitos. Na
resposta imune tipo Thl ocorre liberagdo de citocinas IL-2, IL-12 e IFN- y que
participam da reacao de hipersensibilidade tipo tardia e ativam macréfagos. Na resposta
imune tipo Th2, ocorre a liberagdo citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 que, entre outras
fungdes, induzem a produgdo de IgE pelas células B e ativacdo de eosindfilos,

mastocitos e basofilos, que atuam como componentes fundamentais na defesa contra
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helmintos (ELSE & FINKELMAN, 1998), pois modulam o sistema imune do
hospedeiro e tém papel protetor contra o parasito em algumas infeccGes
(DESPOMMIER, 2003).

A larva de Toxocara canis apresenta certa habilidade em sobreviver em seu
hospedeiro por muitos meses, ocasionando a estimulacdo de linfocitos T helper 2 (Th2)
e consequentemente a producédo de IgE e eosinofilia por longos periodos (BUIJS et. al.,
1997). Estudos tém demonstrado que os antigenos liberados pelas larvas de T. canis,
parecem ser importantes na evasdo do sistema imune pelo parasito (HALLACK,
CUNHA, 1996; ALTCHEH et. al., 2003).

Na fase de migracdo as larvas liberam produtos metabolicamente ativos e
antigénicos denominados antigenos de secrecdo-excre¢do (TES), estes constituem uma
mistura de proteinas glicolisadas com proteases. Estas por sua vez, contribuem para que
as larvas sejam recobertas por uma espécie de capsula de colageno, favorecendo um
elaborado mecanismo de escape contra a reacdo do hospedeiro (HALLACK, CUNHA,
1996; ALTCHEH et. al., 2003, DESPOMMIER, 2003). Verifica-se também, a presenca
de uma fracdo alergénica responsavel pela estimulacdo de eosinofilos, o que explica a
eosinofilia caracteristica da infeccdo (PELLOUX et. al., 2004). Além disto, antigenos
TES presentes nas asas cefalicas e espicula da larva, funcionam como receptor para o0s
anticorpos, desprendendo-se continuamente, o que vem a dificultar a eliminagdo da
larva, uma vez que é necessaria a formacdo do complexo antigeno TES-anticorpo para
que os eosindfilos IgE dependentes possam destrui-la via citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) (BADLEY et. al., 1987; CUNHA, 2005). Contudo, a
medida que a infecgdo evolui, ocorre a organizacdo das células inflamatdrias ao redor
das larvas e seus metabdlitos, constituindo assim, uma reacdo granulomatosa,
caracterizada por centro necrético contendo a larva, e circundado por células
multinucleadas, neutréfilos, mondécitos e por grande nudmero de eosinofilos.
(HALLACK e CUNHA, 2005).

A eosinofilia encontrada em pacientes com SLMV pode estar envolvida tanto no
mecanismo de defesa do hospedeiro contra o parasita, como na reacdo inflamatoria
tecidual. O mecanismo pelo qual os eosinofilos lesam ou matam nematddeos, pode
depender da deposicdo de granulos na superficie larvaria. Nesse mecanismo, 0s
antigenos de secrecdo e excrecdo (TES) podem representar fatores importantes na
aderéncia de eosindfilos a superficie larvaria (ABE JACOB & JACOB, 1991).
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Eosinofilos estdo presentes em cortes histoldgicos nas infeccBes parasitarias,
sendo encontrados em diferentes respostas inflamatdria, como na resposta periovular
(granuloma) no modelo da esquistossomose murina (SOUZA, 2011). Evidéncias
experimentais em animais infectados com Trichinella spiralis sugerem que a eosinofilia
¢ dependente do linfocito T. (ABE JACOB & JACOB, 1991), e ainda que,
hemopoetinas para eosinofilos, interleucina 3 (IL-3), interleucina 5 (IL-5) e fator
estimulador de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) sdo fatores produzidos por
linfécito T implicados na patogénese das infeccdes parasitarias, no qual o antigeno
parasitario pode ativar o linfocito T (ABE JACOB & JACOB, 1991; BADLEY et. al.,
1987; CUNHA, 2005).

A superficie do T. canis é reconhecida como uma estrutura dindmica que se
modifica completa e rapidamente, funcionando como nova fonte para altas
concentracdes de antigenos. Com isto, a maior resposta do hospedeiro aos antigenos
inclui  eosinofilia marcante e hiperglobulinemia (KAYES, 1997; RAYES
&LAMBERTUCCI, 1999). Existem evidéncias de que a producdo crénica de antigenos
parasitarios, estimulacdo continua do sistema imune do hospedeiro e uma concomitante
producdo de eosinofilos podendo deixar complicacdes sistémicas. Sendo assim, as
manifestacdes clinicas e patoldgicas da SLMV séo resultantes do dano tecidual direto
causado pela migracdo larvaria ou pela acdo de seus metabdlitos somados a resposta
inflamatdria gerada pelo hospedeiro (BEAVER et. al., 1952).

Os sintomas mais frequente sdo hepatomegalia, dor abdominal, febre,
diminuicdo do apetite, agitacdo, manifestagcdes pulmonares diversas como tosse e chiado
no peito (JACOB et. al., 1994; MAGNAVAL et. al., 2001; FIGUEIREDO et. al., 2005),
e ainda, quadros de anemia, asma e rinite (FIGUEIREDO et. al., 2005). Alteracdes
cutaneas mais comumente associadas a SLMV sdo os quadros urticariformes e
exantema nodular, podendo ser encontrado também quadro purpdrico (JACOB &
OSELKA, 1991). Ainda, em casos mais graves como miocardite, nefrite e
acometimento do sistema nervoso central (SNC) tém sido descritos e sdo decorrentes,
muitas vezes, da resposta imunoldgica exarcebada do hospedeiro ao parasito
(SCHANTZ, 1989; MAGNAVAL et. al., 2001; ALTCHEH et. al., 2003).
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1.4EOSINOFILOS

O termo eosindfilo foi inicialmente introduzido por Paul Ehrlich em 1879,
quando observou células com numerosos granulos citoplasmaticos com afinidade por
corantes acidos como a eosina (GOLDSMITH et. al., 1992). Eosinofilos séo
granuldcitos que, quando ativados sdo capazes de fagocitar pequenas particulas e
bactérias, porém sua principal forma de atuacdo no processo inflamatorio consiste na
liberacdo de mediadores quimicos, citocinas, mediadores lipidicos e produtos reativos
de oxigénio. Em individuos higidos sdo encontrados em nameros baixos na circulacao.
Seu numero normalmente aumenta em pacientes alérgicos ou que apresentam
infestacdes por helmintos (JONES, 1993; SHURIN, 1995; SANDERSON,1992;
CALHOUN et. al., 1991).

Além da medula 0ssea, os eosindfilos também sdo encontrados nos tecidos,
principalmente em locais que apresentam interface com o ambiente externo, como 0s
tratos respiratorio, gastrointestinal, genitourinario e pele e em pequenas quantidades no
sangue periférico variando de 0 a 4% do total dos leucdécitos (WELLER, 1991).

Morfologicamente, eosinéfilos apresentam nucleo bilobulado, podendo ser
observados dois ou mais nucleos (WARDLAW & MOQBEL, 1995). Seu citoplasma é
rico em granulos, no qual se observa um centro cristdide envolvido por uma matriz vista
somente por microscopia eletrénica. Neste verifica-se a presenca da Proteina Basica
Principal (MBP) (WARDLAW & MOQBEL, 1995; WELLER, 1994), enquanto, que a
Proteina Catidnica Eosinofilica (ECP), a Peroxidase Eosinofilica (EPO) e a Neurotoxina
Derivada dos eosinéfilos (EDN ou EPX) sdo encontradas na matriz (WARDLAW,
1994; WELLER, 1991). Estas proteinas sdo capazes de se ligar a superficie de varios
tipos de células e componentes da matriz extracelular (JONES, 1993; SANDERSON,
1992; CALHOUN et. al., 1991). Além disto, eosintfilos possuem também outras
enzimas como a colagenase e cristais de Charcot-Leyden (CLC), que é uma proteina
com atividade de lisofosfolipase (ARCHER & HIRSCH, 1973; GLEICH &
ADHOLPHSON, 1986).

Acredita-se que, a liberacdo do conteldo granular de eosinofilos envolva
mecanismos de necrose, pela qual os granulos fundem-se com a membrana celular e
liberam seu conteido para o meio extracelular e degranulacdo em etapas, resultando em
um esvaziamento gradual do contetdo dos granulos especificos. Neste ultimo, observa-

se mudancas morfoldgicas consideradas desde a perda parcial ou completa da matriz,
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perda do centro cristaloide, até o esvaziamento completo dos granulos (WARDLAN &
MOQBEL, 1995).

Os eosindfilos tém capacidade de sintetizar os produtos do metabolismo do
acido araquidonico utilizando-se da via da cicloxigenase e principalmente da via da 5-
lipoxigenase (McCEWEN, 1992; WELLER, 1994). O tromboxano By(TXB;) € o0
principal produto da via da cicloxigenase, embora, pequenas quantidades de
prostaglandina E,(PGE;) e prostaglandina D,(PGD;) também sejam sintetizadas
(MCEWEN, 1992). O metabolismo pela via da 5-lipoxigenase forma
predominantemente leucotrieno C4(LTC,) (SILBERSTEIN, 1995; WELLER, 1991),
que por sua vez € metabolizado em LTD, e este, subseqlientemente, em LTE;.

Dentre os leucdcitos encontrados nos locais de inflamacgdo, os eosindfilos
apresentam a maior capacidade de sintese de LTC,4 (SILBERSTEIN, 1995), um potente

mediador que causa broncoconstricdo e aumento na permeabilidade vascular (GLEICH

et. a.l, 1993). Ao contrario dos neutréfilos que produzem grandes quantidades de LTB,
e quantidades minimas de LTC,, o0s eosinéfilos produzem pequenas quantidades de

LTB; e podem gerar quantidades consideraveis de 15-HETE (15-acido
hidroxieicosatetraenico) via 5-lipoxigenase (WARDLAW, 1994).

Além destes mediadores inflamatdrios, os eosinofilos ativados liberam
quantidades consideraveis do fator ativador de plaqueta (PAF) (BIGNOLD, 1995;
McEWEN, 1992; SILBERSTEIN, 1995) e ainda, geram perdxido de hidrogénio e anion
superéxido em associacdo com a explosdo respiratéria (SILBERSTEIN, 1995).

Além disso, eosinofilos também tem a capacidade de secretar, citocinas, IL-1a,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF (Fator de Estimulacdo de Colonias de
Granuldcitos-Macrofagos (GM-CSF), TGF-p ¢ TGF-o (Fator Transformador de
Crescimento), TNF-a (WARDLAW et.al., 1994; YANG & WEST, 2003).

Um fator quimiotatico importante para eosinéfilos é a eotaxina, uma citocina
com acdo exclusiva sobre estas células, tanto no seu recrutamento, como na sua
ativacdo. A eotaxina parece atuar em cooperacao com a IL-5, ligando-se aos eosinéfilos
por meio unicamente do receptor CCR3 (COOK et. al., 1998). Outras quimiocinas com
a funcdo de atrair eosindfilos sdo a proteina inflamatoria do macréfago-1 alfa (MIP-1a)
(WARDLAN & MOQBEL, 1995; GLEICH et. al., 1992), a CXCL-8 (IL-8) e a
proteina quimiotatica para mondcitos-3 (MCP-3) (WARDLAN & MOQBEL, 1995)
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Os eosinofilos expressam varios receptores de membrana através dos quais se
comunicam com o ambiente extracelular WWARDLAN, 1994). Desta forma sua a adesao
inicial pode ocorrer por meio da selectina-L, expressa em sua superficie ( WARDLAN &
MOQBEL, 1995) pela a selectina-E (RESNICK & WELLER; SILBERSTEIN, 1995)
ou ainda pela selectina-P (WARDLAN & MOGBEL, 1995; WELLER, 1994) presentes
no endotélio, sendo esta Ultima, por promover uma ligacdo intensa com o endotélio,
considerada como a mais importante na adeséo inicial (WARDLAN & MOGBEL).

Consequentemente, 0s eventos seguintes, a adesdo e migracdo dos eosinofilos
incluem expressao de integrinas em sua superficie, sendo as principais a VLA-4, LFA-1
(CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18) (WARDLAW, 1994; BIGNOLD, 1995) e
p150,95 (CD11c/CD18). A adesdo da integrina B; VLA-4 ocorre principalmente com a
molécula de adesdo vascular-1 (VCAM-1). Além disso, a expressdao da VCAM-1
pode ser regulada pela IL-4, uma citocina associada a linfécitos Th2 e que, portanto,
aumentaria a transmigracao dos eosinofilos através do endotélio via VLA-4/VCAM-1
(GLEICH et. al., 1993; REINICK & WELLER, 1993; WARDLAW, 1994). J4 a adeséo
das . integrinas LFA-1 e Mac-1 ocorre principalmente com ICAM-1
(WARDLAW, 1994). As citocinas IL-3, IL-5 e GM-CSF — sdo particularmente
importantes na regulagdo e desenvolvimento dos eosinofilos. Assim, a producdo
autocrina de IL-3, IL-5 e GM-CSF modulam sua viabilidade retardando a apoptose nos
tecidos inflamados (MOQBEL, et.al., 1994; VALENT, 1994; WALKER et. al., 1994;
ROTHERBERG, 1998).

Tanto a IL-3 como o GM-CSF atuam sobre os progenitores medulares imaturas e
promovem expansdo de células que se diferenciam em varios tipos celulares, incluindo
eosinofilos (ABBAS & LICHTMAN, 1998). No entanto, a IL-5 parece ser a principal
interleucina envolvida no aumento da producdo de eosindfilos, caracterizando-se,
também, por estimular o crescimento e diferenciacdo, quimiotaxia, além de prolongar a
sobrevida desta célula (OKUIDARA et. al., 1997; OKUIDARA, 1998).

A IL-5 é o um potente modulador do acimulo de eosindfilo em diversas
doengas (LALANI et. al., 1999) e vem sendo encontrada no sangue de pacientes com
infeccOes parasitarias, sindrome hipereosinofilica, entre outras (WELLER, 1991). A
producdo autocrina de IL-5 pelos eosinofilos vem sendo implicada no recrutamento,
ativacdo e permanéncia deste tipo celular no sitio da inflamacéo. (LALANI et. al., 1999;
YANG & WEST, 2003). Esta citocina aumenta o recrutamento através do aumento da

adesdo, da migracdo transendotelial e infiltracdo pela mucosa. O aumento de IL-5 €
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crucial para a inibicdo da apoptose do eosinéfilo, pois induz a expressdo de Bcl-2,
(LALANI et. al., 1999; YANG & WEST, 2003), sendo um importante mecanismo para
o acumulo de eosindfilos nos tecidos (YANG & WEST, 2003).

A producdo de IL-4 parece ser importante na producao local de IgE e também
pode ser um fator na expressdo da célula Th2 (WARDLAW, 1995). Eosindfilos
apresentam também, uma série de receptores para imunoglobulinas em sua membrana,
incluindo, imunoglobulinas 1gG, IgA e IgE (BIGNOLD, 1995) e para fragmentos do
complemento como C3b (WARDLAW et. al., 1994).

Outros mediadores e citocinas liberados por estas células sdo VIP (Polipeptideo
Intestinal Vasoativo); TGF-a ¢ TGF-B (Fator transformador do Crescimento alfa e beta),
TNF-a (Fator de Necrose Tumoral) interleucinas I1L-2, IL-9, IL-13; IL-10, IL-12, IL-16
; RANTES e IFN-y (Interferon gama) ((DEL POZO et. al., 1990; KADIN et. al., 1993;
ELOVIC, et. al., 1994; SCHRODER et. al., 1994; FUJISAWA et. al., 1994; WEG et.
al., 1995; LAMKHIOUED et. al., 1996; NAKAJIMA et. al., 1996; PEALMAN et. al.,
1997; LAMPINEM et. al., 2004; FERLAND et. al., 2004 ).

Importantes desordens como doencas alérgicas e infec¢bes parasitarias podem
proporcionar o acumulo marcante de eosindfilos. No entanto, nos locais de inflamagéo,
os eosindfilos geralmente estdo presentes com outras células inflamatorias, incluindo
neutrdfilos, linfécitos e mondcitos. Contudo, permanecem ainda inimeras controveérsias
guanto ao comportamento biologico destas células, visto que podem desempenhar
funcBes diversificadas dependendo do local e as circunstancias em que ocorre seu
recrutamento (BIGNOLD, 1995).

Assim, a SLMV no modelo murino favorece um excelente modelo experimental
para o estudo da resposta inflamatéria com hipereosinofilia sanguinea e tecidual,
possibilitando a busca por novas ferramentas terapéuticas que promovam menos danos

aos individuos acometidos pelo aumento sistémico dos eosinofilos.

1.5 Harpagophytum procumbens DC

Embora varios anti-helminticos como a dietilcarbamazina, a ivermectina, o
tiabendazol, o mebendazol e o albendazol ja tenham sido utilizados, ndo existe nenhum
esquema terapéutico comprovadamente eficaz no tratamento da SLMV. Contudo a
administracdo de anti-helminticos é feita em associagdo com um anti-histaminico, visto

que a remissdo do quadro clinicos e/ou eosindfilos periféricos torna-se importante
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devido a relacdo deste leucocito com as conseqliéncias danosas no individuo afetado
(SHIELDS, 1984).

O uso de plantas medicinais € uma pratica secular baseada no conhecimento
popular e transmitida oralmente na maior parte das situacées (NASCIMENTO et. al.,
2000; CASTRO et. al., 2000. Neste sentido agregar evidéncias cientificas a esta pratica
traria variadas vantagens, como baixo custo e fécil acesso, diminuicdo de efeitos
adversos e evitar ou diminuir os riscos de intoxicacdo por uso inadequado (FURLAN,
1998). Além disso, a investigacdo de compostos naturais como fontes de novos agentes
terapéuticos tém aumentado potencialmente nos ultimos vinte anos, onde diferentes
extratos de plantas medicinais, condimentares e arométicas tém sido avaliados e
estudados (NASCIMENTO et. al., 2000; CASTRO et. al., 2000).

Popularmente conhecidos como "garra do diabo", Harpagophytum procumbens
¢ uma planta de origem africana, especificamente, a partir do deserto Kalahari e nos
estipes da Namibia, Bostswana e Africa do Sul (BRIEN et. al., 2006). Sua denominag&o
popular ocorre devido a morfologia dos frutos, que se apresentam cobertos com farpas
espinhosas e curvadas. Apesar do nome da planta vir da aparéncia dos frutos, as
propriedades medicinais sdo derivadas do tubérculo que contém uma mistura
heterogénea de substancias. Suas raizes tuberosas sdéo comumente usadas pelos nativos
africanos na forma de infuso para tratamento de doencas reumaticas, diabetes,
arteriosclerose, malaria, indigestdo, febre entre outras (CLAKSON et al., 2003). Seu cha
¢ recomendado para diabetes, alergias, como estimulante de apetitte, analgésico,
sedativo, diurético e principalmente contra artrite (LANHERS et al., 1992;
ANDERSEN et al., 2004; CHRUBASIK et al., 2000).

— »

Figura 6 - (A) Harpagophytum procumbens, (B) Frutos, apresentam-se
morfologicamente cobertas com farpas espinhosas e curvadas.
Fonte: Adaptado www reviversaudeholistica.blogspot.com, 2008
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Embora, conhecida desde o seculo XIX, somente ap0os a primeira guerra mundial
comecaram 0s estudo sobre suas propriedades farmacoldgicas (CLARKSON et. al.,
2003). Quimicamente, essa planta possui componentes potencialmente ativos como
glicosideos iridoides 0,5 a 3%, principalmente o harpagosideo, os compostos fendis
derivados do acido cinamico, caféico e clorogénico, flavoides e B-sitosterol. Pela acédo
dos principais componentes, harpagosideo e B-sitosterol, H. procumbens desempenha
atividade anti-inflamatéria (LANHERS et. al., 1992) que incluem mecanismos
relacionados a inibicdo na sintese de TNF-a, da cicloxigenase 2 e da Oxido Nitrico
sintase induzivel via inibicdo de NF-xB (FIEBICH et. al., 2001; KASZKIN et. al., 2004;
KUNDU et. al., 2005). Por consequéncia inibe a producdo de prostaglandinas o que
confere a propriedade analgésica. O efeito terapéutico desta planta pode estar associado
com a biotransformacdo e formacdo in vivo de harpagogenina, por meio da hidrolise
acida ou enzimatica do harpagosideo (FONTAINE et al., 1981). Estudos em modelos
experimentais de inflamacdo com extrato seco aquoso das raizes secundarias de H.
procumbens (LANHERS et. al., 1992) demonstraram o efeito anti-inflamatdrio e
analgesico do extrato (ANDERSEN et al., 2004). Estudos in vitro foram realizados para
confirmacdo da acdo dos extratos secos de H. procumbens ou do seu principal composto
ativo, iriddide glicosilado harpagosideo na sintese de eicosanoides e na producdo de
NO. Em cultura de condrécitos de coelhos, foi observado efeito protetor do
harpagosideo pela inibicdo de MMP 2 — (gelatinase A) (CHRUBASIK et. al., 2006).
Outros estudos demonstraram que a sintese de TNF-a em mondcitos humanos
estimulados por lipopolissacarideos (LPS) foi inibida pelo extrato hidro alcodlico de H.
procumbens. Porém os componentes iriddides — harpagideo e harpagosideo nédo tiveram
efeito sobre a liberacdo de TNF-a em doses baixas (FIEBICH et. al., 2001).

Jang et. al., (2003) mostraram que 0S mesmos extratos com concentracdes
maiores que 100pg/ml inibiram a liberacé&o de citocinas IL-6 IL-1B e PGE-2. O extrato
aquoso da planta suprimiu a sintese de PGE2 e a producdo de NO pela inibicdo da
expressao de RNA-m em fibroblastos de ratos estimulados por LPS.

Low et. al., 2001, avaliaram as propriedades farmacocinéticas da H. procumbens
e seus efeitos sobre a sintese de eicosandides (TxB-2 e LT) em voluntarios sadios e 0s
resultados indicaram que ndo houve alteracdo nos niveis de TXB-2, havendo correlacao
entre os niveis séricos de harpagosideos e a inibi¢do na sintese de LT.

A melhora no conhecimento, aplicacdo, mecanismo de agdo dos principios

ativos de fitoterapicos como o extrato de H. procumbens pode preencher lacunas entre a
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utilizacdo popular e prescricdbes médicas. Assim, 0s estudos dos efeitos anti-
inflamatorios da H. procumbens nos proporcionardo conhecer melhor seu possivel
potencial terapéutico e também suas interagbes com o organismo, principalmente
durante sindromes com importante acumulo de eosinéfilos em diferentes
compartimentos.

H& muito tempo a H. procumbens tem sido usada pela populacdo africana para
tratamentos que envolvem doencas inflamatorias, diabetes entre outras. No entanto
nenhum relato sobre seus efeitos anti-inflamatorio relacionados a parasitoses ndo foram
descrito. Desta forma, avaliamos o potencial anti-inflamatdrio do extrato etandlico bruto
da H. procumbens na modulacdo e recrutamento de eosindfilos, que ocasionam a
eosinofilia, umas das principais caracteristicas patogénicas ocasionada durante SLMV,

nosso modelo experimental.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial anti-inflamatério do extrato etandlico bruto da

Harpagophytum procumbens durante a infeccdo pelo T. canis em modelo animal.

2.2 Objetivos especificos

v

Avaliar através da migracdo leucocitaria o perfil inflamatério no pulméo, na
cavidade peritoneal e no sangue dos animais infectados com T. canis, tratados e

n&o tratados com extrato de H. procumbens;

Avaliar a producdo das citocinas, IL-4, IL-5, IL-13 e INF-y nos animais

infectados com T. canis, tratados ou ndo com extrato de H. procumbens;

Analisar a secrecdo de imunoglobulinas IgE, 1gG1, 1gG2a durante a infec¢do in

vivo.

Avaliar a expressdao das moléculas de adesdo CD11lb, CD18, CD1llc em
eosinofilos do peritbneo e sangue periférico nos animais infectados com T.

canis, tratados ou ndo com extrato de H. procumbens;

Analisar a expressdo da molécula coestimulatéria CD40 na superficie de

eosinofilos ex vivo no 18° dia da infec¢do pelo T. canis;
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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 (aproximadamente 4 semanas de idade), provenientes do Biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), livres de
patogenos (Specific Pathogen Free - SPF). Os animais foram divididos em 3 grupos:
Controle nédo infectados e ndo tratados, infectado com T. canis (Tc) e infectados e
tratados com 100mg/kg com extrato etandlico bruto de H. procumbens (Tc+Hp). Os
animais foram mantidos no Biotério do DMP- UFSCar, com livre acesso a agua e

alimento.

3.2 Obtencéo de ovos larvados de T. canis

Os ovos foram obtidos de fémeas do parasito recuperadas de cdes jovens através
da administragdo de 6leo mineral (4mL) com cloridrato de piperazina (100 mg/kg). Os
cées doadores foram oriundos do recolhimento rotineiro do Centro de Zoonoses de
Municipal Ribeirdo Preto, SP. As fémeas dos parasitos recuperadas foram dissecadas
para extracdo de seus Uteros, os quais foram divulsionados em placas de Petri, contendo
formalina 2%. O material foi filtrado em gaze para obtencdo dos ovos e armazenado em
solucdo de formalina em placas de Petri, deixados a temperatura ambiente até
alcancarem o estadio infectante (L3) (GOMES DE MORAES, 1971).

3.3 Infecgédo dos camundongos com ovos de T. canis

Os camundongos foram infectados com ovos contendo larvas (L3) de T. canis
por via oral (gavagem) com 500 ovos/0,5 mL salina, empregando-se canulas
apropriadas (SUGANE &OSHIMA, 1982). Os animais foram eutanasiados nos tempos
previamente por nés estabelecidos, ou seja, no 5°, 18° e 36° dia apds a infec¢do, para

realizacdo dos procedimentos descritos a seguir.

3.4 Protocolo para preparacéo do extrato etanolico da Harpagophytum procumbens
(extrato bruto)
O extrato etandlico bruto comercial de H. procumbens foi preparado pelo aluno

Ricardo Oliveira Correa (LAP-DMP-UFSCar) no laboratério de Produtos Naturais no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (DQ-UFSCar), sob
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orientagdo do Prof. Dr. Paulo Cézar Vieira. Para a preparacdo do extrato, as raizes
secundarias de H. procumbens, foram secas em estufa a 37°C durante trés dias, sendo
posteriormente maceradas até a obtencdo do pd, o qual pesado, a cada 100 gramas foi
acrescentado 1000 mL de etanol absoluto. O béquer contendo esta solucéo foi mantido
em temperatura ambiente durante 72 horas com agitacbes a cada 24 horas, sendo
posteriormente filtrado em papel de filtro. Apds o tempo descrito, o filtrado foi
concentrado utilizando rota-vapor (BUCHI) com temperatura entre 40° a 45°C. Este
processo de extracdo foi repetido duas vezes, obtendo o extrato bruto das raizes de H.
procumbens. A secagem total do extrato foi realizada na capela, logo ap6s o extrato

seco foi armazenado a -20° C.

3.5 Tratamento dos camundongos

Os camundongos foram pesados e a partir da média de peso do grupo
determinou-se a preparacdo do tratamento, o extrato pesado foi diluido em agua filtrada.
A administracdo foi realizada por via oral (gavagem) utilizando cénula apropriada,
contendo um volume de 0,3 mL por animal diariamente. Apds esse periodo 0s animais
foram eutanasiados nos tempos preestabelecidos e as células obtidas do lavado da
cavidade peritoneal (LCP), lavado broncoalveolar (LBA) e sangue total foram
analisadas. Aliquotas do extrato foram mantidas sob refrigeracdo a - 20°C, o tratamento
foi preparado diariamente sendo o extrato diluido em &gua filtrada minutos antes da
administracdo nos animais. O tratamento com extrato de H. procumbens na dose de 100

mg/Kg por animal iniciou- se ap6s a infeccdo e manteve-se durante os 36 dias.

3.6 Obtencdes das células do lavado broncoalveolar (LBA), peritoneal (LCP) e do

sangue

Nos tempos de 5, 18 e 36 dias apds de infec¢do, os animais foram eutanasiados
em cadmara de CO,, realizou-se 2 experimentos independentes que totalizaram no
seguinte numero de animais em cada periodo distinto da infec¢do analisado: Controle:
(14 animais); Tc: (16 animais); Tc+Hp: (16 animais). As técnicas de lavagem
broncoalveolar e peritoneal foram utilizadas para recuperacdo de células da cavidade
pulmonar (LBA) e peritoneal (LCP). Para obtencdo do LBA utilizou-se 1,0 mL de
solugdo salina tamponada (PBS), contendo 0,5% de citrato de sédio (PBS/Citrato)
empregando céanulas de polietileno introduzidas na parte superior da traquéia, o

procedimento foi repetido duas vezes, totalizando um volume final de 2 mL e para o
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lavado da cavidade peritoneal (LCP) foi utilizado 2 mL de PBS, contendo 0,5% de
citrato de sodio (PBS/Citrato), empregando uma agulha intraperitonealmente. O sangue
foi obtido apo6s sangria total dos animais por puncdo cardiaca, com auxilio de uma
seringa contendo Heparina. Realizou-se as contagens global e diferencial de células do
sangue e lavados (LBA e LCP). As celulas sanguineas e do lavado peritoneal foram
ainda preparadas para analise da expressdo das moléculas CD11b, CD18, CD1lc e
CDA40 na superficie de eosinofilos atraves de citometria de fluxo (FACS).

3.7 Contagem diferencial e total de células do lavado broncoalveolar (LBA),

peritoneal (LCP) e do sangue

A contagem diferencial foi feita nos esfregacos sanguineos e naqueles
preparados em citocentrifuga (LBA e LCP) (Serocito Mod. 2400-Fanem) e corados com
corante Pandtico-Laborclin. Em cada lamina foram contadas 100 células, utilizando
microscopia de luz com aumento final de 1000 x. O numero total de células/mm3 nos
diferentes compartimentos foi determinado empregando solucdo de Turk (Violeta de
Genciana 0.002 g, Acido Acético 3%) para a lise das hemaceas (STIBBE et al., 1985),

na diluicdo 1:20 e posterior contagem em camara de Neubauer.

3.8 Cultura de células do Baco e quantificacdo dos niveis de citocinas e

imunoglobulinas dos sobrenadantes.

Apb6s a eutanasia, nos tempos pré-estabelecidos e realizacdo da coleta dos
lavados e sangue total foi realizada a retirada do baco dos animais. Os érgdos foram
macerados e as suspensdes celulares individuais foram lavadas com meio de RPMI —
1640 (SIGMA). A cultura foi feita com pool de células de cada 3 animais referentes aos
diferentes grupos analisados. O sedimento celular foi coletado através da centrifugacdo
a 1500 rpm durante cinco minutos e o nimero de células foi ajustado para 5 x 10%/ml
em meio RPMI 1640 completo (40ug de gentamicina, 5% de soro bovino fetal e 20 mM
HEPES). Nestes ensaios, foram utilizados preparacdes de células totais do baco. As
suspensdes celulares foram distribuidas em placas de cultura de 24 pocos e os seguintes
estimulos foram adicionados ou ndo: Concanavalina A (Con-A) (tipo IV-S, Sigma) e
antigeno total de T. canis. As células permaneceram em cultura por 72 horas a 37°C em
estufa contendo 5% de CO; e apds este periodo os sobrenadantes foram congelados a -

20°C, para posterior dosagem das citocinas: (IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y).
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3.9 Extracdo do antigeno total de T. canis

Os ovos mantidos em formalina, conforme item 3.2, foram retirados das placas
de Petri, recolhidos em tubos de 50 mL contendo pérolas de vidro, até o volume de 30
mL, e adicionado 20 mL da solucdo de Hipoclorito 1%. Estes tubos foram agitados
vigorasamente durante 30 minutos, alternando banhos nitrogénio (N) liquido e agua
quente para que ocorra a eclosdo dos ovos, liberando as larvas. Posteriormente, estes
tubos foram centrifugados a 3000 g por 5 minutos, repetindo esta centrifugacéo 3 vezes
com PBS 1x. Posteriormente, o “pellet” foi recuperado e quantificado a proteina atraves
do método de “Bradford” (BRADFORD, 1976). O método de Bradford € uma técnica
para a determinacdo de proteinas totais que utiliza o corante de “Coomassie brilliant
blue” BG-250. Este método é baseado na interacdo entre o corante BG-250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoécidos de cadeias laterais bésicas ou
aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o
corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica,
que absorve fortemente em 595 nm. (COMPTON, 1985).

3.10 Homogenato do pulmao

O pulmao esquerdo de cada animal foi removido, lavado em salina 1x, pesado,
mantido em tubo criogénico e congelado inicialmente em freezer — 20°C e
posteriormente em — 80°C até a analise das amostras. Para a detec¢do de citocinas (I1L-4,
IL-5, IL-13 e IFN-y) e imunoglobulinas (IgE, IgG1 e IgG2a), por meio da realizagédo da
técnica de ELISA, os pulmdes foram descongelados e para cada 100 mg de tecido foi
adicionado 1 mL de PBS 1x. Os tecidos foram submetidos a homogeneizacdo em
equipamento apropriado (Homogenizer Workcenter - IKA T10), em seguida, 0s tubos
com os tecidos homogeneizados foram centrifugados em centrifuga (Eppendorf 5804R)
refrigerada 4°C, durante 20 minutos a velocidade de 4000 rpm, o sobrenadante foi

removido cuidadosamente e mantido a — 20°C.

3.11 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

3.11.1 Citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y

Para o ELISA (Kit BD-R&D) utilizamos placas de microtitulacdo com 96 pocos.

Inicialmente foi feita a sensibilizag&o da placa com 100 pL/poco de solugdo contendo o
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anticorpo de captura (0.5 pg/mL) diluido em PBS. As placas foram incubadas por 18h a
4°C. Apds esse periodo, o sobrenadante foi desprezado, as placas foram lavadas e o
bloqueio dos sitios de ligagOes inespecificas foi feito, sendo adicionando 200 pL de
PBS 10% de soro bovino fetal. Novamente, as placas foram incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente e em seguida lavadas. A seguir foram adicionadas as diferentes
diluicbes da citocina recombinante padrdo, e as amostras em estudo (100 plL/poco)
diluidas 1:10 (homogenato pulmonar) e 1:2 (plasma) em PBS 1x. A primeira
concentracdo da citocina recombinante padrdo foi de 5000 pg/mL, a qual foi
sucessivamente diluida na base 2 até 9,76 pg/mL. Apos incubacdo por 2 horas, foi feito
novo ciclo de lavagem e adicionado 100 uL/poco do anticorpo de deteccdo (anticorpo
secundario biotinilado 0.125 pg/mL). Apds nova incubacdo de 1 hora a temperatura
ambiente e novo ciclo de lavagem, foram adicionados (100 pl/pogo) da enzima
estrepto-avidina (1:1000) diluida em PBS e soro bovino fetal 10%, depois de 30
minutos as placas foram novamente lavadas e 100 uL/pogo do substrato foi adicionado.
O substrato utilizado foi uma mistura 1:1 de H,O, e tetrametilbenzidina (TMB).
Finalmente, a reagdo foi bloqueada adicionando-se 50 pL/pogo de H,SO4 1M. A leitura
da absorbancia foi feita no comprimento de onda 450nm em leitor de ELISA

(MicroQuant-Sellex,Inc.).

3.11.2 Deteccdo de Imunoglobulinas - IgE, 1gG1, 1gG2a

Para deteccdo das imunoglobulinas (Kit BD) foram utilizadas placas de
microtitulacdo com 96 pocos recobertas com 200ng de proteinas da antigeno total de T.
canis (diluidos em tampéo carbonato e aplicados 100ul/poco). Posteriormente, lavamos
com PBS-Tween 20 0,05% e posteriormente acrescentamos 200 pL de tampé&o bloqueio
(PBS-BSA 1%), logo ap0s as placas permaneceram por 1h a temperatura ambiente. Em
seguida, apos lavagem, foi adicionado 50 pL das amostras diluidas (diluicdo plasma 1:2
/homogenato do pulméo puro) em tampéo carbonato, as placas permaneceram 2h a
temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas e 100 pL de Ac
secundario conjugado com biotina (4 pL Ac + 10 mL de tampdo carbonato)foi
adicionado . Apos 1h, as placas foram lavadas, sendo a seguir adicionado 100 pL da
enzima estreptoavidina (diluicdo 1:200). Ap6s 30 minutos, as placas foram lavadas e
100 pL do substrato, uma mistura 1:1 de H,O, e tetrametilbenzidina (TMB) (BD-
OpTEIA), foi adicionado. Logo apds, a reacdo foi bloqueada com 50 uL/poco de H,SO4
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1M. A leitura da absorbancia foi feita em comprimento de onda de 450 nm em leitor de
ELISA (MicroQuant-Sellex,Inc.).

3.12 Anticorpos Monoclonais para Citometria de Fluxo

Os anticorpos monoclonais para os ensaios de citometria de fluxo (FACS) foram
cedidos pela Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli, do Laboratério de Imunologia e
Inflamacdo das Parasitoses da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-
USP. Foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais para andlise das
moléculas envolvidas na funcdo efetora dos eosindfilos: anticorpo anti-CD40 de
camundongo (IgG2 de rato) marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC); anti-
CD11b de camundongo (lgG2b de rato) marcado com Phicoeritrina (PE); anti-CD11c
(IgG2 de camundongo) marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), anti-CD 18
de camundongo (lgG2a de rato) marcado com Phicoeritrina (PE) e anticorpo de
bloqueio (“Fc Block™). Como isotipos controles, foram utilizados 1gG2b de rato,
anticorpos irrelevantes (especificidades desconhecidas) e marcados com FITC e PE.
Todos os anticorpos foram adquiridos da Pharmingen (SAN DIEGO, CA, USA) e

utilizados de acordo com as instrucfes do fabricante.

3.12.1 Protocolo Experimental para a Andlise da Expressdo de Moléculas na

superficie dos Eosindfilos por Citometria de Fluxo

Apds a eutandsia dos animais, nos tempos pré-estabelecidos, foram coletados o
lavado da cavidade peritoneal (LCP) e sangue total, sendo feito “pool” das células de
cada trés animais. Em seguida foi realizada a lise das hemacias do sangue e LCP. Para
tanto, foram adicionados 5 mL do tampéo de lise (8,02g NH,ClI, 0,84g NaHCO3, 0,370g
EDTA), em cada um dos tubos de coleta (15 mL), deixando 5 minutos no gelo e no
escuro. Apos esse procedimento o sangue e o LCP foram centrifugados e as células
ressuspensas em 1 mL de PBS-FBS 2% (Tampédo FACS). Posteriormente foi feita a
contagem das células e as suspensdes acertadas para 1 x 10’ células/mL. Em seguida
foram pipetados 100 pL de cada amostra em um tubo apropriado (1 x 10° células), as
células foram incubadas com anticorpo bloqueador de ligagdo inespecifica (“Fc block”),
durante 40 minutos, no escuro. Apds esse tempo, as células foram incubadas com
anticorpos marcados com compostos fluorescentes durante 30 minutos a 4°C. Logo

apos essa incubagdo, as células foram lavadas com tampdo FACS e ressuspensas em
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300 pL de tampdo de Fixacdo (PBS-Formol 1%). A andlise da expressdo dessas
moléculas foi realizada por citometria de fluxo no aparelho BD FACSCanto no
Laboratorio de Citometria de Fluxo na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto FCFRP-USP, com auxilio durante a aquisicdo e andlise, da biomédica
Fabiana Rossetto de Morais, técnica responsavel. Os resultados foram expressos na
forma de histograma e representam a mediana da intensidade de fluorescéncia, que
reflete a expressdo das moléculas CD11b, CD18, CD11lc e CD40 na superficie dos
eosinofilos do sangue e do LCP. A mediana da intensidade de fluorescéncia das
moléculas foi determinada em populacGes selecionadas que representam por tamanho e

granulosidade celular.

3.13  Histopatoldgico

Os pulmdes foram removidos dos camundongos no 18° dia apos a infeccao, e
foram imediatamente fixados em formol tamponado 10%. Em seguida, esses tecidos
foram fixados em tampdo fosfato contendo 10% de formalina durante 24 horas.
Posteriormente submetidos ao processo de desidratacdo em alcool 70% e clarificagcdo
em xilol e na sequéncia incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 5
um, ¢ entdo dispostos em laminas e incubados a 58-60°C para fixagdo. Posteriormente,
foram lavados em xilol para retirar 0 excesso de parafina e reidratados com
concentragdes decrescentes de alcool (do absoluto aos 80%). As laminas foram coradas
com H.E. (Hematoxilina/Eosina), para a avaliacdo qualitativa do infiltrado celular.
laminas foram gentilmente confeccionadas no laboratério de Anatomia Patoldgica, sob
a responsabilidade do Prof. Dr. Edson Garcia Soares do Departamento de Patologia da
FMRP-USP. As laminas foram fotografadas no Laboratério de Parasitologia da UFScar,
com o auxilio de microscopio (NIKON) em aumento de 100X e 400X contendo
maquina fotografica adaptada (SONY — CYBER - SHOT DSC-).
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3.14 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos com média + EPM. Os resultados dos diferentes
experimentos foram analisados por meio da andlise de varidncia ANOVA. Para anélise
estatistica foi utilizado o programa PRISMA- (Two-ANOVA) (San Diego, Califérnia,
USA). O nivel de significancia adotado foi de 5%, onde p é < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo do perfil celular durante a infeccéo por T. canis apds o tratamento

com Harpagophytum procumbens.

A contagem total e diferencial de células por mm3 foi determinada em periodos
distintos: 5° 18° e 36° dias ap6s a infeccdo por T. canis no sangue, lavado
broncoalveolar (LBA) e lavado da cavidade peritoneal (LCP). O objetivo foi avaliar a
resposta celular a infeccdo, nos diferentes periodos e compartimentos, em animais
tratados ou ndo com extrato bruto Harpagophytum procumbens, analisando o
recrutamento celular e classificando os tipos celulares envolvidos na resposta imune
celular contra a infeccdo, em células mononucleares e eosinofilos ap6s o tratamento ou

nao.

4.1.2 Contagem total e diferencial de leucdcitos no sangue de camundongos

infectados ou n&o por T. canis e tratados ou ndo com Harpagophytum procumbens

A figura 7 representa a contagem total e diferencial de leucécitos no sangue de
camundongos dos grupos controle, infectado (Tc), infectado tratado com H.
procumbens (Tc+ Hp).

N&o foram observadas diferencas significativas, no 5° dia ap6s a infeccdo, no
namero de leucdcitos totais e mononucleares entre os diferentes grupos experimentais
(Fig.7A, 7C). Verificamos que a diminuicdo de eosinofilos foi significativa neste
mesmo periodo em animais tratados quando comparados com aqueles que nao
receberam tratamento com H. procumbens (Fig. 7B).

O aumento de leucdcitos totais em animais infectados tratados ou ndo com H.
procumbens no 18° dia apo6s a infeccdo ndo foi significativo em relagdo ao grupo
controle (Fig. 7A). Na figura 7B, observa-se um aumento significativo de eosinofilos
nos grupos infectados tratados ou ndo com H. procumbens, quando comparado ao grupo
controle 18 dias ap0s a infec¢do. Verificamos também, que a diminuigdo de eosinofilos
em animais infectados e tratados em relagdo a animais apenas infectados foi
significativa neste mesmo periodo (Fig.7B). Células mononucleares aumentaram
significativamente no grupo infectado tratado em comparagdo ao controle no 18° dia

apos a infecgéo (Fig. 7C).
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Observamos que 36 ° dias ap6s a infec¢do, o nimero de células totais aumentou
significativamente no grupo de animais infectado quando comparado a animais controle
(Fig. 7A). Neste mesmo periodo, verificamos uma reducdo significativa de células
totais no grupo infectado e tratado com H. procumbens quando comparado ao grupo
apenas infectado (Fig. 7A). A figura 7B demonstra que no 36° dia apds a infeccdo, a
diminuicdo de eosinofilos ndo foi significativa entre os grupos de animais infectados e
tratados quando relacionados ao grupo de animais somente infectado. Camundongos
pertencentes ao grupo infectado mantiveram um aumento significativo de
mononucleares, no 36° dia apos a infeccdo em relagdo ao grupo controle (Fig. 7C). A
reducdo no numero de células mononucleares 36 dias apos a infeccéo, foi significativa

no grupo infectado e tratado em comparacao ao grupo infectado com T. canis (Fig.7C).
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Figura 7. Contagem total e diferencial de leucdcitos totais/mm3 (7A); eosinofilos/mm3 (7B);
células mononucleares/s/mm? (7C) no sangue, no 5°, 18°, 36° dia apds a infeccdo. Os dados
representam a média +EPM (n = 9-14 animais) de 2 experimentos independentes. * p < 0,05
**p < 0,01 ***p< 0, 001 representam a diferenca significativa entre os resultados obtidos dos
grupos Tc e Tc+Hp quando comparados com o grupo controle. ° p < 0,05 °° p < 0,01 °°° p<
0,001 representam a diferenca significativa do grupo Tc+Hp quando comparado com o grupo
Tc, usando o teste two-ANOVA.
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1.3 Avaliacdo da migracdo celular para cavidade peritoneal (LCP) de

camundongos infectados ou n&o por T. canis e tratados ou ndo com H. procumbens

A figura 8 representa o perfil das células inflamatorias recuperadas do lavado da
cavidade peritoneal (LCP) de animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais
no 5° 18° e 36° dias apos a infeccao.

No 5° dia ap6s a infeccdo ndo foram observadas diferengas significativas nas
contagens de células totais (Fig. 8A) e eosinofilos (Fig. 8B) entre os animais dos grupos
analisados. O aumento de células mononucleares foi significativo, neste mesmo
periodo, em animais infectados com T. canis em relacdao animais controle (Fig.8C).

Camundongos pertencentes ao grupo apenas infectado com T. canis
apresentaram aumento significativo de células totais (Fig. 8A) e eosinotfilos (Fig. 8B),
em relacdo aos pertencentes ao grupo controle no 18° dia apos a infecgdo. Neste mesmo
periodo a reducdo de células totais em animais infectados e tratados com H procumbens
foi significativa em comparagdo aos animais infectado com T. canis. Ndo foram
observadas diferencas significativas, no 18° dia no numero de células mononucleares
entre os diferentes grupos experimentais (Fig. 8C).

No periodo de 36 dia ap6s a infec¢do, animais infectados com T. canis
apresentaram um aumento significativo de leucdcitos totais (Fig.8A) e eosindfilos (Fig.
8B) em comparacgédo ao grupo controle.

A reducdo de células totais (Fig. 8A) no 36° dia ap6s a infeccdo ndo foi
significativa em animais tratados com H. procumbens em comparacdo a animais
infectados. Neste mesmo periodo, eosinéfilos (Fig. 8B) e células mononucleares (Fig.
8C) mantiveram uma reducéo significativa em animais tratados com H. procumbens em

relacdo aos pertencentes ao grupo infectado.
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Figura 8. Representativo da migracdo de células totais (A), eosindfilos (B); células
mononucleares (C) para a cavidade peritoneal no 5°, 18°, 36° dia apds a infeccdo. Os dados
representam a média +tEPM (n = 9 — 14 animais) de 2 experimentos independentes. * p < 0,05
**p < 0,01 ***p< 0, 001 representam a diferenga significativa entre os resultados obtidos dos
grupos Tc e Tc+Hp quando comparados com o grupo controle. ° p < 0,05 °° p <0, 001 °°° p< 0,
001 representam a diferenca significativa do grupo Tc+Hp quando comparado com o grupo Tc,
usando o teste Two-ANOVA.
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4.1.4 Avaliacdo da migracdo celular para espaco broncoalveolar (LBA) de
camundongos infectados ou n&o por T. canis e tratados ou ndo com Harpagophytum

procumbens

No periodo referente ao 5° dia ap0s a infeccdo, ndo foram observadas diferencas
significativas no nimero de leucdcitos totais entre os grupos experimentais (Fig. 9A).
Neste mesmo periodo animais infectados com T. canis apresentaram aumento
significativo de eosindfilos (Fig.9B) e células mononucleares (Fig. 9C) em relacdo ao
grupo controle. Enquanto que, em animais tratados com H. procumbens, o ndmero
eosinofilos (Fig. 9B) e células mononucleares (Fig. 9B) foi reduzido significativamente
neste mesmo periodo.

Né&o foram observadas diferencas nos diferentes grupos experimentais de células
totais, no 18° dia apds a infeccdo (Fig. 9A). As figuras 9B e 9C representam 0 aumento
significativo de eosinofilos e células mononucleares referente ao periodo do 18° dia
apos a infecgdo, nos grupos somente infectados em comparagdo ao controle. Eosinofilos
(Fig. 9B) e células mononucleares (Fig. 9C) de camundongos tratados com H.
procumbens mantiveram reduc@es significativas em relacdo ao grupo apenas infectado
com T. canis neste mesmo periodo.

No 36° dia apos a infeccdo ndo foi observado diferenca significativa entre os

grupos experimentes em relacdo aos tipos celulares analisados.
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Figura 9. Representativo da migracdo de células totais (A), eosinéfilos (B); células
mononucleares (C) para o espago broncoalveolar no 5°, 18°, 36° dias ap6s a infeccdo. Os
dados representam a média zEPM (n = 9-14 animais) de 2 experimentos independentes. * p <
0,05 **p < 0,01 ***p< 0,001 representam a diferenca significativa entre os resultados obtidos
dos grupos Tc e Tc+Hp quando comparados com o grupo controle. ° p < 0,05, °° p < 0,01, °°° p
< 0,001 representam a diferenca significativa do grupo Tc+Hp quando comparado com 0 grupo
Tc, usando o teste Two-ANOVA.
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4.2 Avaliacdo da expressdo de moléculas na superficie em eosinofilos no sangue e
lavado da cavidade peritoneal (LCP)

Nesta parte do trabalho tivemos como objetivo analisar a expressdo das
integrinas CD11c, CD18, CD11b na superficie destas dos eosindfilos, quando estes
deixam o sangue e migram para a cavidade peritoneal (LCP), assim como o papel da H.
procumbens na expressdo destas moléculas em eosindfilos. Os resultados estdo
apresentados de modo a comparar a expressao das moléculas em eosinofilos do sangue
e no lavado da cavidade peritoneal (LCP), em animais infectados ou ndo com T. canis
tratados ou ndo com H. procumbens, apos 18 dias de infeccdo. A populacdo de
eosindfilos foi definida por fluorescéncia inespecifica com “foward scatter” (FSC) e 0
“side scatter” (SSC) com parametros de tamanho e granulosidade celular. A anélise da
expressao das moléculas na superficie de eosinofilos foi realizada através do valor da
mediana de intensidade de fluorescéncia. Os dados foram apresentados como média e
erro da mediana da intensidade de fluorescéncia das moléculas obtida por citometria de

fluxo.

4.2.1 Expressao das integrinas CD11c, CD18, CD11b na superficie de eosinofilos no

sangue e na cavidade peritoneal (LCP) durante a infeccdo por T. canis

Avaliando a mediana da intensidade de fluorescéncia da marcacao das moléculas
CD11a (Fig. 10A) e CD18 (Fig 10C) em eosinofilos do sangue verificamos que, as
expressao destas integrinas mostrou-se reduzida nos diferentes grupos analisados
guando comparados a eosinéfilos no LCP.

A Figura 10B, representa a expressdo da molécula CD11c no sangue e LCP,
assim, observamos que, em animais controle a saida fisiologica das células do sangue
para a cavidade peritoneal ndo induziu alteracbes na expressao desta molécula, no
periodo por nés analisado (18° apds a infecgdo). Em animais infectados tratados ou ndo
com Hp procumbens, ocorreu uma diminui¢cdo na expressao da molécula CD11c em

eosindfilos do sangue, quando comparados a estas células no LPC (Fig.10B).
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Figura 10. Representativo da mediana de intensidade de fluorescéncia das integrinas CD11b
(Fig. 10A), CD1lc (Fig.10B), CD18 (Fig.10C) na superficie dos eosindfilos. Sangue
(vermelho) e LCP (amarelo) de animais infectados ou ndo com T. canis tratados ou n&o com H.
procumbens 18 dias ap6s a infeccao.
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4.2.2 Expressdo da molécula coestimulatoria CD40 na superficie de eosinofilos no
sangue e na cavidade peritoneal (LCP) durante a infec¢do por T. canis

Com o objetivo de avaliar o perfil fenotipico dos eosindéfilos e sua capacidade de
contribuir com resposta imune durante a infecgdo pelo T. canis, bem como avaliar a
interferéncia do tratamento com H. procumbens na acdo efetora desta célula, avaliamos
a expressdo da molécula coestimulatéria CD40 na superficie dos eosinofilos 18° dia
apos a infeccdo no sangue e no LPC.

Os resultados estdo apresentados de modo a avaliar a expressao desta molécula
em eosindfilos do sangue e no lavado da cavidade peritoneal (LCP), em animais
infectados ou ndo com T. canis tratados ou ndo com H. procumbens, apés 18 dias de
infeccdo. A populacdo de eosindfilos foi definida por fluorescéncia inespecifica com
“foward scatter” (FSC) e 0 “side scatter” (SSC) com pardmetros de tamanho e
granulosidade celular. A andlise da expressdo das moléculas na superficie de
eosinofilos foi realizada através do valor da mediana de intensidade de fluorescéncia.
Os dados foram apresentados como média e erro da mediana da intensidade de
fluorescéncia das moléculas obtida por citometria de fluxo.

Os resultados apresentados na figura 11A demonstram que animais infectados
ndo apresentaram diferenca na expressdo desta molécula nos compartimentos analisados
(Fig. 11). Ja em animais infectados e tratados com H. procumbens, verificamos
alteracdes consideraveis na expressdo da molécula CD40 em comparacdo aos

encontrados no LCP na superficie dos eosindfilos (Fig. 11A).
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CD40 em eosindfilos no sangue (Fig. 11A) e LCP (Fig. 11B) em animais controle (amarelo),
infectado (vermelho) e infectado e tratado H. procumbens (azul) 18 dias ap6s a infeccao
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4.3 Avaliacéo das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y no plasma de animais

infectados ou ndo com T.canis e tratados ou ndo com H. procumbens

A concentragdo das citocinas IL-5, IL-4, 1L-13 e IFN-y foi determinada no
plasma dos camundongos infectados ou ndo com T. canis e tratados ou ndo com H.
procumbens nos tempos descritos: 5°, 18° e 36° dia apos a infeccdo. O valor em pg/mL
das citocinas dos diferentes grupos estdo representados na figura 12.

Os dados expressos na figura 12A indicam que animais pertencentes ao grupo
somente infectados apresentaram maior concentracdo de IL-5 nos diferentes periodos
analisados quando comparados com animais controle (Fig. 12A). 18 dias apo6s a
infeccdo observamos uma diminuicdo significativa de IL-5 no grupo tratado com H.
procumbens quando comparado ao grupo infectado sem tratamento (12A). A
concentragdo de IL-5 aumentou no 36° dia em animais infectados e tratados quando
comparados com animais controle e apenas infectados (Fig.12 A).

Nossos resultados mostram diminui¢do na concentracdo de IL-4, em animais
infectados e tratados com H. procumbens, nos tempos de 5 e 36 dias ap0s infeccdo,
quando comparados com animais apenas infectados neste mesmo periodo (fig. 12B).

Verificamos que o tratamento com H. procumbens induziu uma reducdo na
concentracdo da citocina IL-13 ap6s 36 dias de infec¢do (Fig. 12C).

No 5° dia ap6s a infeccdo, animais infectados e tratados com H. procumbens,
apresentaram uma reducdo consideravel nos niveis de IFN-y (Fig. 12D). Os niveis de
IFN-y no plasma, aumentaram no grupo infectado e tratado com H. procumbens, ap6s
18 e 36 de infeccdo (Fig. 12D).
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Figura 12. Avaliacdo das citocinas IL-5 (A), IL-4 (B); IL-13 (C) e IFN-y pg/mL no plasma no
5°, 18°, 36° dias ap6s a infeccdo. Os dados representam a média +EPM de 2 experimentos
independentes. * p < 0,05 **p < 0,01 ***p< 0,001 representam a diferenca significativa entre
0s resultados obtidos dos grupos Tc e Tc+Hp quando comparados com o grupo controle. ° p <
0,05, °° p < 0,01, °°° p < 0,001 representam a diferenga significativa do grupo Tc+Hp quando
comparado com o grupo Tc, usando o teste two-ANOVA.
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4.3.1 Avaliacdo das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y no pulmio de animais

infectados ou ndo com T.canis e tratados ou ndo com H. procumbens

A concentragdo das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y foi determinada no
sobrenadante do homogenato do pulméo nos animais controle e infectados tratados ou
ndo, 5 e 18 dias apos a infeccdo. No 5° dia apos a infeccdo, o grupo infectado tratado
com H. procumbens apresentou aumento significativo na concentracdo da IL-5 no
pulmé&o, quando comparado com os grupos controle e apenas infectado infectado (Fig.
13 A).

Animais apenas infectados apresentaram aumento ndo significativo nas
concentracdes de IL-4 em relacdo ao grupo controle e infectado e tratado com H.
procumbens, 5 dias apds a infec¢do (fig. 13B). O aumento nas concentracdes da
interleucina IL-4 em animais tratados com H. procumbens em compara¢do ao grupos
controle e infectado n&o foi significativo (Fig. 13B).

Nossos dados demonstraram que animais infectados com T. canis tratados ou
ndo com H. procumbens apresentaram aumento, embora ndo significativo nas
concentragOes de IL-13 nos distintos periodos analisados em relacdo a animais controle
(Fig. 13C). Verificamos que os niveis de IFN-y no pulmdo de animais infectados e
tratados apresentam-se reduzidos quando comparados a animais somente infectados, no
periodo de 5 dias ap6s a infeccdo (Fig. 13D). Observamos também que, 18 dias apos a
infecgdo ocorreu um aumento nos niveis desta citocina em animais infectados tratados

ou ndo com H. procumbens em relag&o ao grupo controle (Fig. 13D).



55

A 40'B
0.91 PR
0.89 304
0.7 E
- L =
£ 06 2 20
S 0.54 <
& 0] 3
2 0.3 104
0.2
0.14 0
0.0 T 5° 18°
5 18 Dias ap6s a infecgéo
Dias apds a infecgéo
C
1251
Controle
100+ N Tc
= I Tc+Hp
£ 5]
(=2
o
3 501
=
254
(oL
5° 18°
Dias ap6s a infecgdo
D
Om
84
74
-}
£ 61
> 54
2 5
3 41
£ 3
2+
14
[oF
5° dia 18° dia

Dias ap6s a infecgéo

Figura 13. Avaliagdo das citocinas IL-5 (A), IL-4 (B); IL-13 (C) e IFN-y pg/mLno
pulmédo no 5°, 18° 36° dias ap06s a infeccdo. Os dados representam a média +EPM de 2
experimentos independentes. * p < 0,05 **p < 0,01 ***p< 0,001 representam a diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos Tc¢ e Tc+Hp quando comparados com grupo
controle. ° p < 0,05 °° p < 0,01 °°° p < 0,001 representam a diferenca significativa do grupo
Tc+Hp quando comparado com o grupo Tc, usando o teste Two-ANOVA.
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4.3.2 Avaliacdo da producéo das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y no em cultura

ex vivo de células do baco

Para avaliar a resposta imune de animais infectados ou ndo com T. canis e
tratados ou ndo com H. procumbens, células do baco foram coletas no 18° dia apos a
infeccdo e os niveis das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y foram dosados no
sobrenadante do cultivo celular ap6s 48 horas de estimulagdo ou ndo por antigeno total
de T. canis e estimulacdo ou ndo com concanavalina-A (Con-A) (Fig. 14).

Os niveis de IL-5 foram detectados no sobrenadante de cultura submetido aos
diferentes estimulos por 48 horas nos diversos grupos analisados. Assim, observamos
que, a producdo de IL-5 manteve-se aumentada nos grupos Controle+ e Tc+ quando
comparada com seus respectivos grupos sem estimulos do antigeno total de T. canis
(Fig. 16A). Nos grupos HpTc+ e HpTc- as concentracbes de IL-5 manteve-se
equivalente. Enquanto que a deteccdo de IL-5 no HpTc+ Con-A apresento-se reduzida
quando comparado aos grupos Controle e Tc estimulado com Con-A (Fig. 14A)

Verificamos que niveis de IL-4 produzidos por células do bago nos grupos
Controle+, Controle-, Tc+, Tc-, HpTc+ e HpTc-, foi relativamente baixo (Fig. 14B).
Contudo as concentraces desta citocina apresentaram um aumento nos diferentes
grupos estimulados por Con-A, sendo que a maior concentracdo foi estabelecida no
grupo HpTc+ Con-A (Fig 14B).

Quando ceélulas do baco foram estimuladas por Con-A, verificamos que a
producdo de IL-13 foi elevada nos grupo HpTc+ConA, enquanto que nos demais
grupos o nivel de producéo desta citocinas foi semelhante (fig. 14C).

Verificamos que os niveis de IFN-y aumentou acentuadamente nos grupos
Tc+ConA e HpTc+Con-A, enquanto que nos demais grupos estimulados ou ndo com
antigeno total de T. canis as concentragdes de IFN-y diminuiram acentuadamente (Fig.
14D).
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Figura 14: Representativo das concentragdes das citocinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y 18 dias
apos a infeccdo no sobrenadante de cultura ex vivo de células do baco. Apds 72 horas de
incubacdo a 37°C/5% de CO,, os sobrenadantes foram coletados e as concentracdes da citocinas
foram determinadas por ELISA . Os resultados representam a média £EPM de modo avaliar a
producdo das citocinas nos grupos Controle, Tc e TcHp com adicédo (+) e/ou ndo (-) de estimulo
de antigeno total de T. canis e dos grupos Controle, Tc, TcHp estimulados ou ndo por Con-A.
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4.4 Avaliacéo dos Anticorpos Circulantes

Com o objetivo de avaliar se H. procumbens pode interferir na modulacdo da
liberacdo de imunoglobulinas circulantes, avaliamos os niveis das imunoglobulinas IgE,
IgG1 e 1gG2a no plasma e homogenato do pulmao dos diferentes grupos experimentais,

em diferentes periodos da infecgéo.

4.4.1 Avaliacdo dos anticorpos IgE, 1gG1 e 1gG2a no plasma

Nossos resultados indicam que os niveis de IgE diminuiram significativamente,
nos diferentes periodos analisados, em animais tratados com H. procumbens quando
comparados ao grupo apenas infectado, sendo esta reducéo significativa no 18 e 36 dias
apos a infeccdo. No tempo descrito por 36 dias apdés a infeccdo, observamos um
aumento significativo de IgE em animais infectados e tratados quando comparados ao
grupo controle (Fig. 15A). Verificamos, nos diferentes dias de infeccdo o aumento de
IgE em animais infectados quando comparados ao grupo controle, sendo este
significativo no 18° e 36° dias ap0s a infeccdo (Fig. 15A).

A figura 15B indica aumento significativo nos niveis do anticorpo IgG1l no
plasma de animais infectados e tratados ou ndo com H. procumbens em relagcdo ao
grupo controle no 18° e 36° dias ap6s a infec¢do. Observamos ainda que, 18 dias apds a
infeccdo houve uma reducdo significativa de IgGl em animais que receberam o
tratamento em relacdo ao grupo infectado. 36 dias apds a infeccdo verificamos aumento
desta imunoglobulina no grupo que recebeu tratamento em comparagdo aos apenas
infectados (Fig. 15B).

No 18° e 36° dias ap6s a infeccdo os niveis de 1gG2a aumentou
significativamente nos grupos infectados tratados ou ndo com H. procumbens em
relacdo ao grupo controle (Fig. 15C). Verificamos também um aumento significativo
nos niveis de 1gG2a no grupo infectado e tratado com H. procumbens quando

comparados com o grupo apenas infectado 18 dias apos a infeccdo (Fig. 15C).
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Figura 15. Niveis de IgE (A), 1gG1 (B) e IgG2a (C) anti- T. canis presentes no plasma no 5°,
18° e 36° dia ap6s a infeccdo. Os dados representam a média +EPM de 2 experimentos
independentes. * p < 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001 representam a diferenca significativa entre
0s resultados obtidos dos grupos Tc e Tc+Hp quando comparados com o grupo controle. ° p <
0,05, °° p < 0,01, °°° p < 0,001 representam a diferenca significativa do grupo Tc+Hp quando
comparado com o grupo Tc, usando o teste Two-ANOVA.
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4.5 Estudos Histologia Pulmonar no 18° dia apds a infeccéo

Na Figura 16, podemos observar as ladminas coradas com H.E.
(Hematoxilina/Eosina), para a observacéo do infiltrado celular no 18° ap6s a infecgdo
nos grupos de animais infectados (Tc), tratados ou ndo com H. procumbens.
Verificamos que a infeccdo pelo T. canis induziu a formacdo de um foco inflamatorio,
com a presenca de eosindfilos, mononucleares no parénquima pulmonar em animais
infectados pelo T. canis. Observamos também, a diminuigdo deste infiltrado em animais

que receberam o tratamento com H. procumbens.
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Figura 15: Fotomicrografia do parénquima pulmonar de camundongos infectados com
T. canis tratados ou ndo com H. procumbens. Analise morfolégica de cortes
histolégicos no 18° dia ap6s a infec¢do nos animais dos grupos: Controle (A), Tc (B),
Tc+Hp (C). Coloragdo: H.E. Aumento: 100 e 400X
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5. DISCUSSAO

InfeccBes parasitarias representam um sério problema na saude humana
(SCOLARI et. al., 2000), principalmente as causadas por helmintos, que se caracterizam
por causar infeccbes de longa duracdo, podendo levar o individuo a um caracteristico
estado de morbidade ou até mesmo a morte (MURRAY et. al., 2000).

As respostas imunoldgicas durante infeccBes helminticas incluem o
principalmente o padréo de resposta do tipo Th2, com desenvolvimento de uma resposta
caracterizada pela producédo de citocinas como a IL-4, IL-5, IL-13 e também citocinas
reguladoras como a IL-10, resultando na diferenciacdo dos linfécitos B em plasmdcitos
secretores de altos niveis de anticorpos. (STENVENS, et. al., SILVEIRA, et. al., 2002;
LAWRENCE, 2003).

Uma grande variedade de disturbios estd associada com eosinofilia (MENDES
et. al., 2000; WARDLAW, 1994), no entanto, em nosso meio esse aumento encontra-se
relacionado principalmente com as helmintiases intestinais, bem como, com os
processos alérgicos e a asma. A participacdo dos eosinofilos como células efetoras na
destruicdo do parasita é dada principalmente pela acdo tdxica de seus granulos
citoplasmaticos (GLEICH, 1990; MOQBEL & LACY2, 1999), sendo esta fungdo
importante para danificar organismos ndo fagocitaveis, como por exemplo, os helmintos
em fase de migracéo tecidual (SMITH, 1982; JACOB, 1999). Na eosinofilia provocada
por helmintos é importante levar em consideracdo fatores como, por exemplo, a espécie
do parasita, a sua localizacdo, o tempo de infeccdo, o nimero de parasitas, além do
estado imunitario do hospedeiro (NAVEIRA, 1960).

A Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV) é uma importante infeccdo
helmintica que acomete individuos em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil
(TRAUB R.J. et. al.,, 2005). A infeccdo por T. canis, em diferentes organismos,
promove uma reacdo inflamatéria sistémica, caracterizada por intenso infiltrado de
eosinofilos e eosinofilia marcante e disseminada (BEAVER et., al., 1952; FACCIOLI
et. al.,, 1996; ANIBAL et. al., 2007). Nao existe nenhum esquema terapéutico
comprovadamente eficaz, embora Anti-helminticos como a dietilcarbamazina, a
ivermectina, o tiabendazol, o mebendazol e o albendazol ja tenham sido utilizados no
tratamento da SLMV, sendo algumas vezes estes, associados um anti-histaminico
(CUNHA, 2005). Compostos derivados de plantas possuem valor histérico como fontes

de agentes anti-inflamatérios. Desta forma, a busca por novas drogas que interfiram
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efetivamente nos processos inflamatérios é de grande importancia (CALIXTO et. al.
2004). E 0 modelo da SLMV favorece um quadro muito interessante para entendermos
a fisiopatogénese da eosinofilia.

Historicamente, as plantas, seus produtos de extracdo e seus metabdlitos
secundarios vém sendo utilizados pela humanidade como remédio desde o inicio de
nossa civilizagdo (MCCURDY; SCULLY, 2005). O uso popular de plantas na medicina
tradicional é uma grande fonte para descoberta de novos agentes terapéuticos. Mas o
conhecimento popular deve estar associado a bioensaios para comprovar a eficacia e a
toxicidade destas plantas para o uso terapéutico (JUNIOR; VIZZOTTO, 1996; BOLDI,
2004; CLARDY; WALSH, 2004; KOEHN; CARTER, 2005).

Estudos revelam o efeito anti-inflamatorio de Harpagophytum procumbens (H.
procumbens) em diversas desordens como as doencas reumaticas, diabetes,
arteriosclerose, malaria, indigestdo, febre entre outras (LANHERS et. al., 1992;
CLAKSON et. al., 2003; ANDERSEN et. al., 2004). Existem evidéncias demonstrando
que os diferentes extratos de H. procumbens possuem diferentes mecanismos de acéo e
que sdo comparaveis aos dos AINH (anti-inflamatorio ndo hormonal), pela interacdo da
mediac&o nas vias metabdlicas do AA (Acido Aracddnico), da COX (cicloxigenase) e
da LOX (5-lipoxigenase) e também atuando na liberagdo das citocinas e na producao de
NO (CASTARDO, 2007).

Ensaios em modelos experimentais de inflamacdo com extrato seco aquoso das
raizes secundarias de H. procumbens demonstraram o efeito antiinflamatério do extrato
(ANDERSEN et. al., 2004), inibindo a sintese de eicosandides principalmente dos
cisteinil — LT (leucotrienos) (CASTARDO, 2007). Contudo ndo hé relatos dos efeitos
do extrato de H. procumbens em modelo da inflamacgdo causado por nematdides. Neste
contexto, este estudo investigou o efeito anti-inflamatorio do extrato de H. procumbens
durante a Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV), analisando a modulacdo da
resposta imune e do recrutamento de eosinodfilos durante esta infeccdo em modelo
experimental.

O processo inflamatorio caracteristico na infeccdo por T. canis, demonstra,
aumento de leucdcitos totais e células mononucleares no sangue (Fig. 7A e 7C), no LCP
(8A e 8C) e LBA (Fig. 9A e 9C) em animais infectados, quando comparados ao grupo
controle. Nossos resultados estdo de acordo com os descritos por Carlos et. al. (2011),
que demonstraram que no 18° apds infeccdo com Toxocara canis hd um aumento

significativo das células de mononucleares na cavidade peritoneal. Contudo, 0s
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resultados apresentados mostraram também aumento significativo de células
mononucleares no sangue e LCP em animais tratados com H. procumbens quando
comparados a animais controle (Fig. 7A e 7C). Neste contexto, sugerimos que, n0sso
tratamento poderia influenciar nas variagdes observadas nas diferentes populacbes de
células residentes neste modelo, e ainda, na liberacdo de diferentes mediadores e/ou na
participacdo de diferentes moléculas de adesdo envolvidas no recrutamento celular
durante a infecgdo. Dessa forma outros autores também demonstraram que T. canis
proporciona um importante estimulo para a eosinofilia sistémica, desde a sanguinea,
peritoneal, pulmonar, bem como, a tecidual (rins, coracdo, olhos, bagco e coracédo)
(BEAVER et. al., 1968, FACCIOLI at. al., 1996).

Os dados referentes ao numero de eosin6filos mostraram aumento deste tipo
celular, em animais infectados e sem tratamento quando comparados a animais
controles, no sangue, LCP e LBA, nos diferentes periodos analisados (Fig. 7B, 8B e
9B). Varios autores demonstraram o aumento de eosinofilos durante a SLMV em
diferentes modelos como em humanos (BEAVER e col., 1952), cobaias (FACCIOLI e
col., 1996) em camundongos da linhagem C57BL/6 (TAKAMOTO et. al., 1998) e da
linhagem Balb/c (ANIBAL et. al. 2007). Porém, verificamos também, que este aumento
ocorre significativamente no 18° dia apés a infeccdo nos diferentes compartimentos
(sangue, LCP e LBA). Estes dados estdo de acordo com alguns estudos, os quais
demonstraram que durante a SLMV o aumento do namero significativo de eosinéfilos
atinge seu apice no 18° dia apos infeccdo independente do modelo experimental
(FACCIOLI et. al., 1996; ANIBAL et. al., 2007, CARLOS et. al., 2011). Dessa forma,
sugerimos que o tratamento com H. procumbens em camundongos da linhagem Balb/c
parece interferir na ativacdo da resposta celular, como na ativacdo de eosinofilos, uma
vez gue nossos resultados demonstraram que animais infectados com T. canis e tratados
com H. procumbens apresentaram redu¢do no nimero deste tipo celular, sendo a ordem
significancia dada no 5° e 18°, no LCP (Fig. 8B,) e BAL (Fig. 9B).

Trabalhos anteriores demonstraram que linfécitos T modulam a eosinofilia na
SLMV (KAYES, 1984; SUGANE & OSHIMA; 1982). Assim como Anibal, (2001),
podemos sugerir que, existem diferentes populagdes de células residentes ou recrutadas
para o espaco broncoalveolar e para a cavidade peritoneal que liberaram diferentes
mediadores e citocinas que caracterizacdo a eosinofilia existente nesse modelo. Os
eosinofilos podem produzir prostaglandinas, leucotrienos e diferentes citocinas, que

amplificam a resposta inflamatéria, recrutando e ativando mais eosinéfilos e outras
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células (CAPRON & DESREUMAUX, 1997). Todavia, a SLMV é uma doenca
sisttmica, com aumento do infiltrado celular em diferentes compartimentos. No entanto,
os fatores responsaveis pelo acimulo de eosinéfilos em sitios inflamatdrios parecem ser
de ordem multifatorial e ainda causam muitas controversas entre diferentes autores.

Varios estudos tém demonstrado que as interacGes entre moléculas de adesao séo
primordiais para a evolucdo da resposta imunologica (MAKGOBA et. al., 1989;
SPRINGER, 1990). Pesquisadores demonstraram que células mononucleares residentes
na cavidade peritoneal e no espaco broncoalveolar de camundongos, exibem uma
variacdo na expressdo de moléculas de superficie da familia das integrinas, (SILVA, et.
al. 2001). As B2 integrinas S0 heterodimeros com uma cadeia -2 comum (CD18)
ligada a uma das trés cadeias alfa (CD11a, CD11b e CD11c) formando LFA-1, Mac-1 e
p150/95 respectivamente. Estudos mostraram a alta expressdo de moléculas de adesao
no endotélio vascular hepatico e mesmo nas células que compdem o granuloma na
esquitossomose mansonica (JACOBS et. al.,1997; RATHORE et. al., 1996).

Os eosindfilos tém sido implicados ao principal papel na resposta imune contra
as infec¢bes helminticas (BUTTERWORTH et. al., 1979; HAMANNET et. al., 1987),
sendo, o0 processo de migracdo essencial para o recrutamento de eosinofilos do sangue
para os sitios inflamatdrios, este fendmeno depende da alta regulacdo de moléculas de
adesdo e receptores de quimiocinas (TACHIMOTO et. al., 2000). Nossos resultados
demonstraram que a expressdo das integrinas CD11b, CD11lc e CD18 no LCP, foi
maior que em eosinofilos do no sangue, nos diferentes grupos analisados (Fig. 10A,
10B e 10C). Observamos ainda, que em relacdo a estas moléculas ndo foram
observadas diferencas na expressdo destas, entre eosindfilos do sangue de animais
controle em comparacdo a aqueles encontrados no LCP. Neste contexto, podemos
sugerir que exista uma interligacéo entre a transmigracdo de eosinofilo e estas integrinas
na infeccdo por T. canis. Contudo, dados da literatura revelam que outras moléculas
estdo envolvidas na adesdo de eosinofilos. Anibal e colaboradores (2007),
demonstraram alta expressdo da molécula de adesdo VLA-4 em eosinofilos no sangue e
na cavidade peritoneal de camundongos infectados com T. canis apés 12 dias de
infeccdo, sugerindo que, apesar de varios receptores estarem relacionados aos eventos
de adesdo de eosinofilos, este processo dependeria mais da expressdo da molécula de
adesdo VLA-4 do que de outras moléculas de adeséo.

Ao compararmos a expressdo de CD11b, CD11lc e CD18 em eosindfilos de

animais infectados e tratados com H. procumbens, observamos que a expressdo destas
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integrinas apresentou-se reduzida em relagdo aos animais controles e somente
infectados (Fig.10A), sugerindo que o tratamento com H. procumbens, pode estar
modulando a expressdo das mesmas em eosinéfilos durante a infec¢do por T. canis, 0
que poderia favorecer a diminuigdo destas células nos compartimentos estudados.

Assim, nossos achados estdo de acordo com os estudos de Anibal e col. (2001),
no qual, a expressdo de CD11b na superficie de eosindfilos manteve-se reduzida em
animais tratados com o composto MK-886, quando estes migram do sangue para a
cavidade peritoneal, nos periodos dados por 3, 18 e 24 dias apds a infeccdo por T. canis.
Assim, podemos sugerir que H procumbens também poderia modular a liberacdo de
leucotrienos nesse modelo. Apesar dos eosinofilos produzirem algumas moléculas,
incluindo as prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, que amplificam a resposta
inflamatdria, recrutando e ativando mais eosinofilos e outros leucocitos (CAPRON &
DESREUMAUX, 1997), os fatores implicados no acumulo destas células nos sitios
inflamatorios parecem ser de ordem multifatorial. Alguns autores demonstraram que,
componentes do préprio parasito como a quitinase (ZHU et. al., 2004) e cistinas
(HARTMAN & LUCIUS, 2003) levariam células do sistema imune como mastécitos a
secretar mediadores quimiotaticos para eosinofilos entre eles leucotrienos.

Com objetivo de analisar se a molécula CD40 é expressa por eosindfilos,
avaliamos a expressao desta molécula coestimulatoria em sua superficie. Em situacoes
fisioldgicas, a interacdo de CD40 com o seu ligante, CD40L tem um papel fundamental
no sistema imune, induzindo sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo celular,
além de induzirem troca isotipica nos linfocitos B para produgdo de anticorpos
(WINGETT et.al., 1998). Achava-se, inicialmente, que a expressdo da molécula CD40
era restrita as células de origem hematopoiética especializadas como linfécitos B,
macrofagos, e células dendriticas. Atualmente, sabe-se que CD40 também é expressa
em celulas de origem ndo hematopoiética, como células endoteliais, timicas
epiteliais, onde sua expressao estd majoritariamente associada a amplificacdo e
regulacdo de respostas inflamatérias (VOSTRS et. al., 2004). Nesse sentido, varios
trabalhos sugerem que a interagdo CD40-CD40L n&o so contribui com as respostas
fisioldgicas celulares previamente enumeradas, mas também levando ao aparecimento
de eventos inflamatorios crénicos, como psoriase, aterosclerose, fibrose cistica
(FALCO et. al.,2004), bem como em modelos da inflamagdo das vias e a asma
(OHKAWARA et. al., 1996).

Assim, de acordo com os dados obtidos verificamos que animais infectados com
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T. canis apresentaram maior expressao da molécula CD40 na superficie de eosinofilos,
quando comparado com 0s animais controle tanto no sangue como no LCP (Fig. 11A e
11B). Esses dados corroboram com ensaios in vitro, 0s quais demonstraram a expressao
da molécula CD40 em eosindfilos do sangue humano, (OHKAWARA et. al., 1996),
indicando ainda, que a expressdao de CD40 em eosinofilos proporciona o aumento da
sobrevida deste tipo celular através da inducéo e producdo de fatores que aumentam a
sobrevida de eosindfilos no sitio inflamatério como o0 GM-CSF ((OHKAWARA et. al.,
1996; BUREAV et. al., 2002 ).

Em relacdo ao tratamento com H. procumbens, verificamos uma reducdo na
expressdo de CD40 na superficie de eosindfilos em animais que receberam tratamento
quando comparados com animais somente infectados com T. canis. Nossos resultados
estdo de acordo com os obtidos por OhkawAra e col. (1996), que demonstraram em
ensaios in vitro, que eosindfilos quando cultivos na presenca de Budesonida
(glicocorticdide com elevada acdo anti-inflamatdria), apresentaram reducdo na
expressdao de CD40, promovendo assim “downregulation” por este composto. Dessa
forma, nossos dados sugerem que o tratamento com H. procumbens pode modular
negativamente a expressdo de CD40 nos eosinofilos durante a SLMV.

As respostas imunoldgicas durante infecgbes helminticas incluem o um padréo
de resposta do tipo Th2, com desenvolvimento de uma resposta caracterizada pela
producdo de citocinas , IL-4, IL-5 e a IL-13, resultando na diferenciacdo dos linfocitos
B em plasmdcitos secretores de altos niveis de anticorpos. (STENVENS, et. al.,
SILVEIRA, et. al., 2002; LAWRENCE, 2003). Os mecanismos pelos quais a infecgdo
por T. canis modula a resposta imune ainda é pouco compreendido, especialmente o
perfil de citocinas produzidas, visto que estas variam conforme o tecido parasitado e o
tempo de infeccdo (PINELLI et. al., 2007; HAMILTON et. al., 2008).Todavia, o papel
da IL-5 na eosinofilia tem sido demonstrado em varios modelos parasitarios e alérgicos.
Experimentos utilizando anticorpos anti-IL-5 ou camundongos sem o gene de IL-5
demonstraram que a eosinofilia é dependentes da citocina IL-5 (NAKAJIMA et. al.,
1992; FOSTER et. al., 1996; HAMELMANN et. al., 1997; HAMELMANN et. al.,
2000). Nossos resultados demonstraram que o extrato de H. procumbens reduziu os
niveis de IL-5 no plasma (Fig.12A), 18° dia apds a infecgdo. Assim sugerimos, que a
reducdo da eosinofilia nos compartimentos LBA, LCP e sangue (Fig.7B, 8B e 9B) por
nosso tratamento, poderia ser explicado porque a IL-5, uma citocina produzida por

células T CD4", tem um importante papel na resposta inflamatoria observada durante a
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resposta imune do tipo Th2 (SANDERSON, 1992; FACCIOLI et. al., 1996 e 1998;
ANIBAL et. al. 2005).  Porém observamos um aumento desta citocina no pulméo de
animais infectados tratados ou ndo com H.procumbens (Fig. 13A), o que poderia sugerir
que esses eosinofilos sejam parcialmente dependentes de IL-5 nesse modelo. Nosso
estudo esta de acordo com os dados obtidos por Anibal e col. (2005), o qual foi
observado recrutamento de eosindfilo parcialmente depende da IL-5, uma vez que nosso
tratamento reduziu o infiltrado eosinéfilo no LBA (Fig. 9B). Assim sugerimos, que o
tratamento com H. procumbens pode inibir a eosinofilia no espaco broncoalveolar
possivelmente por uma via independe da IL-5.

A IL-4 é uma citocina essencial para desenvolvimento da resposta Th2 (NELMS
et. al., 1999). Estudos com camundongos deficiente da IL-4 demonstram que esta
citocina € critica para a producédo de IgE e manutencdo eosinofilia (NAKAJIMA et. al.,
1992; COYLE et. al., 1996; KIPS e.t al., 1995; HAMELMANN et. al., 1997). A IL-13
atua na regulacdo da resposta imune, induz a sintese de CD23 nos linfdcitos B, agindo
como a IL-4 na sintese de IgE. A administracdo de IL-13 em camundongos nao
imunizados provoca acimulo de muco no pulmao e eosinofilia (WILLS-KARP et. al.,
1998). A neutralizacdo de IL-13, diminui a migracdo de eosinofilos e a producdo de
muco nos pulmbes de camundongos imunizados e desafiados com ovalbumina
(GRUNIG et. al., 1998). Verificamos, contudo, que o tratamento com H. procumbens
proporcionou a reducdo de IL-4 no plasma, no 5° e 36°dia da infeccdo por T. canis, em
camundongos Balb/c infectados tratados com H. procumbens (Fig. 12B) quando
relacionados a camundongos somente infectados.

Citocinas do perfil Th1, geralmente, se opdem a resposta do tipo Th2 e incluem
IL-2, IL-12 e IFN-y . O IFN-y inibe a sintese de IgE dependente de IL-4 in vitro, e sua
producdo € induzida por IL-12 e/ou IL-18 (GELFAND, 2001). Neste contexto
sugerimos que no 36° dia de infeccdo, nosso tratamento pode ter proporcionado a
ocorréncia de polarizagdo do parcial do perfil de resposta Th2 para Thl, uma vez que
observamos que as concentraces de IFN-y foram marcantes em animais tratados com
H. procumbens em relacdo as concentragdes das citocinas IL- 4 e 1L-13 neste mesmo
periodo, sugerindo que “upregulation” de IFN-y pode contribuir indiretamente na
reducdo dos niveis de IL-4 e 11-13 nesse modelo modulando o perfil da resposta
inflamatoria.

Assim como na asma, a SLMV tem como principais caracteristicas a

eosinofilia, aumento da hiperreatividade das vias aérea, liberacdo de citocinas do perfil
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Th2 (IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13), aumento de IgE no soro e hipersecrecdo de muco
(BOCHNER et. al., 1995; WILLS-KARP, 1999; HAMELMANN; GELFAND, 2001).
Outros estudos, aléem da associacdo com a asma, também relatam a relacionam a
infeccdo pelo T. canis com algumas varidveis, como tosse, pneumonia de repeticao,
hepatomegalia e eosinofilia (BUIJS et.al., 1994; JACOB, 2000; FIGUEIREDO et. al.,
2005). Em nosso estudo com tratamento com H. procumbens, verificamos um aumento
nas concentragfes das citocinas IL-4, 1L-13 e IFN-y no 5° dia apods a infec¢cdo em
animais somente infectados quando comparados ao grupo controle. No entanto, animais
infectados e tratados com H. procumbens, apresentaram as concentracdes destas
citocinas reduzidas neste mesmo periodo (Fig. 13B, 13C e 13D).

Estes achados estdo de acordo com outros estudos, os quais relatam a
prevaléncia destas citocinas neste modelo e que especificam o padrdo de resposta do
tipo Th2 como caracteristico na SLMV (BUIJS et. al., 1997; HALLACK, CUNHA,
1996; ALTCHEH et. al., 2003). Sugerimos ainda, que o extrato de H. procumbens
apresentou atividade anti-inflamatoria reduzindo o recrutamento de eosinéfilos no LBA
(Fig.9B) e os niveis desta citocinas presente no homogenato do pulméo (Fig. 13B, 13C).
Ao analisarmos o perfil das citocinas produzidas a partir da cultura de células totais do
baco, verificamos aumento da expresséo interleucina IL-5 (Fig. 14A), IL-4 (Fig. 14B) e
IL-13 (Fig. 14C), contudo, é notdrio, que o aumento nos niveis de IL-5 foram
consideravelmente mais expressivo em relacdo a demais citocinas analisadas nos
grupos que receberam estimulo com T. canis. Além disso, os niveis de IFN-y
permaneceram préximos independentes dos estimulos dados, sugerindo uma possivel
supressdo dependente ndo somente da IL-4. Este resultado sugere que a inducdo da
expressao de IL-5 pode estar relacionada a secrecdo de antigenos presentes na larva.

Ao analisar o padrdo de anticorpos especificos no plasma de animais infectados
com T. canis, verificamos o aumento do anticorpo IgE nos diferentes periodos da
infeccdo em animais infectados (Fig. 15A). No entanto, verificamos uma redugdo nos
niveis de IgE no plasma de animais tratados com H. procumbens quando comparados a
animais infectados com T. canis e controles, sendo esta, significativa no 36° apds a
infeccdo (Fig. 15A). A imunoglobulina IgE tem um papel central na patogénese das
reacOes de hipersensibilidade imediata devido a sua capacidade de se ligar
especificamente a receptores de alta (FceRlI) e baixa atividade (FceRII-CD23) presentes
em diversas células como mastdcitos, basofilos, linfocitos B e T ativados e eosinéfilos

(TUNER & KENET, 1999), para ampliar as respostas imunes celulares e humorais na
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doenca alérgica (DELESPESSE et. al., 1992). Um mecanismo proposto para explicar o
aumento nos niveis totais de IgE € a secrecdo, por parasitas, de fatores que estimulam a
producdo de IL-4 levando ao aumento dos niveis de IgE (DESSAINT, 1975 et. al.,
1975; YAMAOKA et. al., 1994) nesses modelos.

Dentre outros, Toxocara canis € um dos mais comumente parasitos associados
ao aumento dos niveis de IgE (SORENSEN & SKALLI, 2006). Assim, nossos resultados
corroboram com outros estudos, os quais, relatam que a IL-4 atua na regulacdo da
resposta imune, agindo juntamente com a IL-13 na inducédo da sintese de IgE, uma vez
gue em nosso estudo as concentracdes destas interleucinas encontraram-se reduzidas
nos mesmos periodos em que verificamos a reducdo nos niveis plasmaticos de IgE em
animais que foram tratados com H. procumbens (Fig. 15A). Desse modo, sugerimos que
o tratamento com H. procumbens modula a producédo de IgE dependente de IL-4 e 11-13.

A mudanca do is6tipo IgG1 e 1gG2a estd na dependéncia da resposta induzida
pelo agente infeccioso. Assim, um perfil de resposta Th2 induz a producéo de 1L-4 que
por sua vez estimula as células B a produzirem IgG1. A mudanca para o isotipo 1gG2a
depende por sua vez da producdo de IFN-y, que ¢ induzida por um perfil de resposta
Th1(ABBAS & LICHTMAN, 2003). Em nossas analises, quando verificamos o0s niveis
de 1gG1 e 1gG2a no plasma, observamos producdo significativa das mesmas em
animais infectados quando relacionados aos pertencentes ao grupo controle. No entanto,
em animais que receberam tratamento, verificamos diminui¢do na producdo de 1gG1,
enquanto a producdo de 1gG2a prevalecem aumentada (Fig.15C). Assim sugerimos
que o tratamento com extrato de H. procumbens, possa intervir no perfil da resposta
neste modelo, uma vez que estes resultados estdo relacionados com os achados
referentes as concentragdes das interleucinas IL-4 e IFN-y no plasma de animais que
receberam tratamento (Fig. 12), sugerindo assim a modulacdo na producdo de 1gG1 no
plasma de animas tratados com H. procumbens.

Diante do exposto, podemos sugerir, que o0 extrato de H. procumbens apresentou
um efeito anti-inflamatorio no modelo da SLMV. Entretanto, serdo necessarias outras
investigacbes que contribuam para o entendimento dos mecanismos pelos quais o
extrato de H. procumbens pode interferir na migracdo dos eosinofilos producdo de
citocinas e de anticorpos neste modelo, uma vez que este evento € caracterizado por

fatores multifatoriais e de ordem complexa.
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6. CONCLUSAO

» O extrato da H. procumbens apresentou efeito antiinflamatério no modelo da
SLMYV experimental;

» O efeito antiinflamatorio pode ser decorrente da capacidade do extrato de H.
procumbens modular negativamente a producdo de fatores que favorecem a
proliferacdo e ativagdo de eosindfilos (IL-5, IL-4 e IL-13) no periodo 18°,

estabelecido como o pico da eosinofilia;

» Os eventos relacionados na adesdo de eosindfilos implicam fatores
multifatoriais, porém sugerimos nosso tratamento modulou negativamente a
expressao das moléculas: CD11b, CD11c no pico da eosinofilia no modelo da
SLMV;

» Sugerimos que nosso tratamento com H. procumbens possa interferir na
modulacdo da producéo de IgE dependente de IL-4 e IL-13;

» Eosinofilos expressam a molécula de superficie CD40, podendo neste contexto,
aumentar sua sobrevida por fatores que precisam ser avaliados neste modelo.
Porém o tratamento como H. procumbens induziu uma discreta reducdo na
expressao desta molécula na superficie de eosinéfilos no periodo de 18 dias apds
a infeccdo, o que pode ter contribuido para efeito antiinflamatorio do extrato no
modelo da SLMV.
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