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1. INTRODUCAO

Os helmintos, considerados por alguns pesquisadores como “Mestres da
imunomodulacao”, desenvolvem diversos mecanismos para modular e manipular
a resposta imune do hospedeiro. Dentre esses mecanismos esta a supressao da
resposta imune celular e a estimulacdo da resposta imune humoral, o que os
permite promover sua permanéncia, por até décadas, no hospedeiro. As
helmintoses induzem, tanto no homem como em modelos experimentais, aumento
de eosindfilos, IgE, aumento de citocinas do tipo Th2 como [interleucina 4 (IL-4) e
IL-5], citocinas regulatorias (IL-10) e diminuicdo de citocinas do tipo Thl
[interferon gama (IFNy)] (MAIZELS E YASDANBAKHSH, 2003).

A toxocariase, também conhecida como larva migrans visceral, € uma
zoonose cosmopolita com elevada prevaléncia em paises em desenvolvimento
(HOTEZ & WILKINS, 2009), chegando a 54% no Brasil (FIGUEIREDO et al.,
2005). Esta parasitose se caracteriza pela migracdo e permanéncia de larvas de
helmintos em tecidos de hospedeiros acidentais (BEAVER, 1969), sendo que o
nematoide Toxocara canis € o principal agente etiolégico (GLICKMAN, 1979).

Os mecanismos pelos quais a infeccdo por T. canis modula a resposta
imune ainda sdo pouco compreendidos, 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). E urgente a necessidade
de novos medicamentos e de vacinas eficazes para controlar esta parasitose. No
entanto, a falta de conhecimento dos componentes da resposta imune que
medeiam a protecdo contra este parasito torna-se um impedimento. Assim, 0S
estudos “in vitro” podem ampliar os conhecimentos sobre a resposta imune frente
a este parasito e auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle para esta
zoonose. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de citocinas produzidas por
esplendcitos de camundongos estimulados com larvas (L3) viaveis e inviaveis de
T. canis.

2. MATERIAL E METODOS

Para a obtencéo de larvas de T. canis, ovos foram incubados em formalina
2%, a 28°C, umidade acima de 80%, sob aerac¢fes diarias, durante 30 dias e ap0s
foi realizada a extracdo das larvas conforme De Savigny (1975). Estas foram
mantidas em meio RPMI 1640 (acrescido de antibiotico e antifungico) até o
experimento in vitro.

Foi realizado cultivo de esplendcitos a partir do baco de quatro
camundongos Balb/c, em meio RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal
bovino, a 37° C com 5% CO, por 24 h. A seguir, foram feitos trés diferentes
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estimulos com duas larvas de T. canis/ poco: A. larvas viaveis; B. larvas inviaveis
e integras; C. larvas invidveis e dilaceradas e Concanavalina A como controle. As
células foram retiradas em Trizol e congeladas a -70 ° C. Apés, foi realizada
extracdo de RNA e sintese de cDNA para a realizacdo da técnica de PCR com os
primers para IFNg, IL-12p40, IL-4, IL-10 e B-actina como controle.

Os oligbmeros iniciadores utilizados no experimento, sintetizados por
MWG-Biotech Inc. (USA), foram:
B-actin anterégrado 5’-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC,;
B-actin retrégrado 5’-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG.
IFN-y anterégrado 5-AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG;
IFN-y retrégrado 5’-GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG;
IL-10 anterégrado 5’-ACC TGG TAG AAG TGA TGC CCC AGG CA;
IL-10 retrégrado 5’-CTA TGC AGT TGA TGA AGA TGT CAAA;
IL-4 anterogrado 5-ATGTACCAGCCACTTCGTCC;
IL-4 retrégrado 5’-GAACAGGTCCTTGCCAG;
IL-12p40 anterégrado - GAG GTG GAC TGG ACT CCC GA;
IL-12p40 retrogrado - CAA GTT CTT GGG CGG GTC TG;

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Figuras 1 e 2 pode ser observada expressao das citocinas IFN-y,
IL-10, IL-4 e IL-12 apds estimulo com larvas de T. canis. Foi observado um
aumento na producgdo da citocina anti-inflamatdria IL-4 em todos os desafios com
larvas de T. canis, 0 que ja era esperado devido a conhecida indugcdo de resposta
Th2 realizada pelos helmintos. Este resultado sugere que a inducdo da expressao
de IL-4 estaria relacionada a secrec¢ao de antigenos presentes no interior da larva,
uma vez que a maior indugdo ocorreu com as larvas dilaceradas. Em outro
estudo, que avaliou citocinas presentes nos pulmdes de animais parasitados com
este nematdide, também foi observado aumento na expressdo de IL-4, até
mesmo em animais com baixa carga parasitaria (PINELLI et al., 2007).
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de PCR amplificados a partir do
cDNA de esplendcitos de camundongos estimulados in vitro . (1-4) amplificacdo do controle B-
actina, (5-8) IFN-y (247 pb), (9-12) IL-10 (237 pb), (13-16) IL-4 (181 pb) e (17-20) IL-12 (618 pb).
Os estimulos in vitro foram realizados com: A. larvas vidveis; B. larvas inviaveis e integras; C.
larvas inviaveis e dilaceradas; D. Concanavalina A (controle positivo).
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Figura 2. Expressdo das citocinas IFNy, IL-10, IL-4 e IL-12 produzidas em esplendcitos
estimulados in vitro com: larvas viaveis, larvas inviaveis e integras, larvas inviaveis e dilaceradas e
Concanavlaina A (controle).

Na Figura 2 pode ser observado que, com excecao do estimulo com larvas

vidveis, que apresentou producgdo de IL-12 relativamente inferior ao controle, os
demais apresentaram niveis de IL-12 bem préximos ao controle. Este resultado
sugere que a supressdo na produgdo desta citocina é dependente da viabilidade
das larvas. Além disso, tal supressao parece ter sido exercida pela IL-4, uma vez
gue esta citocina esta relacionada a depressao da imunidade mediada pelas
células Thl, responsaveis pela secrecao de IL-12 (HERBERT et al., 2010).
Em relacdo a producédo de IFN-y e IL-10 ndo foi observada diferenca significativa
para o controle. Estes resultados estdo de acordo com a analise de citocinas
realizada nos pulmdes de Balb/c infectados por este nematoide (PINELLI et al.,
2007). Entretanto, em estudo que avaliou a expressado destas citocinas no
encéfalo de camundongos infectados por T. canis, pode-se observar aumento na
expressdo de IL-10 e IFN-y (HAMILTON et al., 2008). Estes resultados sugerem
gue a secrecdo destas duas citocinas esta relacionada ao 6rgao analisado e a
carga parasitéria.

Os helmintos induzem mecanismos para regular a imunidade do
hospedeiro ndo somente em seu favor, mas em busca de um ambiente
mutuamente benéfico para a sobrevivéncia de ambos - parasito e hospedeiro.
Assim, as infec¢cdes por helmintos tém sido associadas a alteracdes sobre a
resposta imune as vacinas, alergias, doencas autoimmunes (MOREAU E
CHAUVIN, 2010), modulacdo de reacdes inflamatorias nos pulmdes e sintomas
de asma (PINELLI, et al., 2006). Com a finalidade de ampliar os conhecimentos
da acédo de de T. canis sobre o sistema imune de hospedeiros paraténicos, foi
realizado este experimento sobre a influéncia das larvas na resposta imune
celular em camundongos Balb/c.
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que a estimulagéo “in vitro” com larvas de T. canis induz um
perfil anti-inflamatério, mediado por células Th2, com aumento de IL-4. A
expressdo desta citocina provavelmente bloqueia as células Thl, inibindo a
expressdo de IL-12. Estes resultados poderdo contribuir com o conhecimento
existente sobre o padrdo de resposta imune desenvolvido, ajudando na
compreensado da acdo moduladora exercida sobre o sistema imune.
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