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1. INTRODUCAO

A toxocariase é uma zoonose de distribuicdo mundial caracterizada como um
problema de saude publica (HAYASHI et al., 2005). A transmisséo para o homem e
outros hospedeiros ocorre, principalmente, pela ingestdo de ovos embrionados de
Toxocara canis que sao eliminados junto as fezes dos caes (GLICKMAN e
SCHANTZ, 1981). As criancas sao mais suscetiveis devido ao contato frequente
com o solo contaminado por ovos do parasito e também devido ao sistema imune
ainda imaturo (HABLUETZEL et al., 2003). Uma caracteristica dos helmintos que
merece maior atencdo € a supressao da resposta imune celular, 0 que permite sua
permanéncia por até décadas no hospedeiro (MAIZELS e YASDANBAKHSH, 2003).

Probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a saude do
hospedeiro, sendo utilizados com sucesso na prevencdo e no tratamento de
doencas (HTWE et al., 2008; CANONICI et al., 2011). A levedura Saccharomyces
boulardii € um probidtico bastante estudado e ja reconhecido por reduzir episédios
de diarreia (HTWE et al., 2008) e promover acdo imunoestimulante e anti-
inflamatoria na mucosa intestinal (JAWHARA e POULAIN, 2007).

Na busca por alternativas de controle para a toxocariase, n0SSO grupo tem
pesquisado o efeito do probidtico Saccharomyces boulardii sobre larvas de T. canis.
Os resultados destes estudos tém se mostrado muito promissores quanto a reducéo
da infeccdo em modelos experimentais tratados com S. boulardii (Avila et al., 2012).
Entretanto, o mecanismo de acdo promovido por este probidtico permanece
desconhecido. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de S. boulardii sobre a
producédo da interleucina 12 (IL-12), importante citocina envolvida na resposta imune
inata aos parasitos, em camundongos infetados por T. canis.

2. MATERIAL E METODOS

Para a obtencdo da forma infectante, ovos de T. canis coletados de fémeas do
parasito foram incubados em formalina 2%, a 28 °C, umidade acima de 80%, sob aeracdes
diarias, durante 30 dias (De Savigny, 1975). A seguir, foram formados dois grupos (G1 e
G2) de camundongos Swiss. Durante 15 dias o G1 recebeu racdo suplementada
com S. boulardii, na concentracdo de 10’ UFC/g de racédo, e G2 recebeu racdo sem
suplementacao (controle). Ao final desse periodo todos os animais foram inoculados
com 100 ovos embrionados de T. canis. Apdés 48 h, foi realizada eutanasia e o
cultivo de esplenécitos, em meio RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal
bovino e acrescido de antibidtico e antifungico. As células foram incubadas a 37 °C
com 5% CO, e estimuladas com 2.5 ug mL™* de Concanavalina A. Ap6s o cultivo,
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foram coletadas em TRIZOL® (Invitrogen) e armazenadas a 70 °C (ROOS et al.,
2012).

Foi realizada a amplificagcdo de fragmentos do gene da citocina IL-12 em
cDNA, obtido a partir de 300ng/uL de mRNA, pelo método de Real Time — PCR. As
reacdes de PCR foram realizadas com 1 pL de cDNA, 6,25 pL de SYBR® Green
(Invitrogen), 1 yM de cada primer e 4,25 pL de agua livre de RNase (Gibco-BRL),
num volume total de 12,5 pL. Foram utilizados 40 ciclos com TM de 60°C. A partir
dos valores de Cycle Threshold (Ct) obtidos foi calculada a variagdo da expresséo
génica através da comparacdo com a expressado de [B-actina (controle). Todas as
amostras foram avaliadas em duplicata. Os oligbmeros iniciadores utilizados no
experimento foram:

B-actin anterogrado 5’- AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
B-actin retrégrado 5’- CAATAGTGATGACCTGGCCGT
IL-12p40 anterogrado 5’ - AGCACCAGCTTCTTCATCAGG
IL-12p40 retrogrado 5 - CCTTTCTGGTTACACCCCTCC

Este projeto esta registrado na CEEA-UFPel sob o nimero 6554 e o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelos participantes da pesquisa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O grupo infectado por T. canis e suplementado com o probiotico S. boulardii
apresentou um aumento de 9,4 vezes na expressao de IL-12 quando comparado
agueles sem suplementacédo, demonstrando que este probidtico estimula a resposta
imune inata do hospedeiro (Figura 1).

O efeito benéfico da administracdo de S. boulardii na toxocariase vem sendo
estudado ha algum tempo por nosso grupo de pesquisa. A suplementacdo de
camundongos Swiss com S. boulardii reduziu em 36,7% a intensidade da infeccéo
por larvas de T. canis (AVILA et al., 2012). Entretanto ainda ha uma lacuna em
relacdo ao mecanismo de acao envolvido. Assim, o0 aumento na expressao de IL-12
observado neste estudo pode ser uma peca importante para a compreensao do
mecanismo de acdo desenvolvido por este probiotico durante infeccéo por T. canis.

expressaode IL-12
10 9,44

.

Controle S. boulardii

Figura 1: Expresséo de IL-12 produzida em esplendcitos de animais infectados por T. canis
e suplementados com S. boulardii.
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J4 esta bem documentado que o0s helmintos, para se protegerem e
permanecerem no hospedeiro, se comportam como potentes indutores de células
Th2, principalmente pelo aumento de IL-4 (MAIZELS e YASDANBAKHSH, 2003;
PINELLI et al., 2007). Da mesma maneira ocorre também com T. canis, onde a
sensibilizacdo de esplendcitos com larvas do parasito promove um aumento de 8,5
vezes na expressédo de IL-4 e uma redugao de 6 vezes na expressao de IL-12 (Avila
et al., 2011). Segundo Herbert et al., (2010), essa supressdo de IL-12 parece ser
exercida pela IL-4, uma vez que esta citocina estaria relacionada a depressao da
imunidade mediada pelas células Thl, responsaveis pela secrecéo de IL-12.

Considerando que a supressao de IL-12 é favoravel para a sobrevivéncia do
parasito e o probiético S. boulardii promoveu o0 oposto, ou seja, um aumento na
expressdo desta citocina, estes resultados sdo de significativa importancia no
combate ao T. canis. Além disso, torna-se necessario avaliar a expressao de outras
citocinas envolvidas na resposta imune ao T. canis para conhecer mais claramente o
efeito benéfico deste probibtico nesta zoonose.

4. CONCLUSAO

A administracdo de S. boulardii em animais com toxocariase promove
aumento na expressao de IL-12, podendo esta ser peca fundamental para a reducéo
da intensidade de infeccdo por larvas de T. canis. Este resultado podera contribuir
na compreensao da acdo moduladora exercida por este probiético sobre o sistema
imune.
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