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Resumo

Toxocariase € considerada uma das helmintoses mais prevalentes no mundo,
caracterizada pela migracao e permanéncia de larvas de Toxocara canis em
diferentes tecidos dos hospedeiros acidentais. As larvas liberam substancias de
excrecao-secrecao (TES), que interagem e modulam a imunidade do hospedeiro.
O objetivo do trabalho foi a avaliar a modulagao imunolégica em diferentes tecidos
(esplendcitos e ndédulos linfoides mesentéricos), mediada pela infecgdo com T.
canis no modelo experimental camundongo (Balb/c). Através do teste de ELISA
indireto foi avaliado o perfil e niveis de imunoglobulinas produzidos apds a infecgao
com 100 larvas L3 de T. canis. Por meio do gPCR foram avaliados os niveis de
transcrigdo das citocinas /L4, IL10, IL12 e da proteina YM1 (chitinase-like protein-
3) nos esplendcitos e nddulos linfoides mesentéricos nos periodos de 24 h, 48 h,
15 e 30 dias apds infecgdo com T. canis. A infecgdo com larvas de T. canis gerou
um nivel significativo (p<0,05) de IgG total especifica aos 15 dias e 30 dias pos-
infeccao (p.i). Observamos niveis significativos (p<0,05) de IgG1, IgG2a, I1gG2b e
IgG3 com a mesma tendéncia da resposta observada de IgG total. Ao avaliar a
transcricédo relativa dos genes, observou-se diferentes niveis de transcricdo com
relacao ao tecido e ao periodo avaliado. Nos esplendcitos a citocina /IL-4 e 0 gene
YM1 apresentaram maiores niveis de transcricdes durante a fase crbnica, ja a
citocina IL-10 apresentou-se em maiores niveis durante a fase aguda da infecgéo.
A citocina IL-12 apresentou-se em niveis basais tanto na fase aguda quanto na fase
crbnica nos esplendcitos. Nos ndédulos linfoides mesentéricos, as citocinas /L4,
IL10, IL-12 e do gene YM1 apresentaram transcricdes significativas (p<0,05)
maiores do que os controles a partir das 24 horas (fase aguda) diminuindo os niveis
com o passar dos periodos estudados, sendo que a /IL-12 nos periodos de 15 e 30
p.i (fase cronica) foi para niveis basais. Foram detectados maiores niveis de /L4,
IL-10 e YM1 durante a infecgdo aguda com T. canis. Com os dados obtidos nesse
estudo pode se sugerir que as citocinas IL4, IL10, IL12 bem como a proteina YM1
exercem papel significativo na resposta imune de camundongos Balb/c
experimentalmente infectados com larvas de Toxocara canis. A resposta
predominantemente Th2, com niveis de transcricdo de /L4 e resposta regulatoria
através da IL10, sugerem terem sido as responsaveis pela ativacdo de células do
sistema imune e por consequéncia a transcricdo do gene YM1 nos esplendcitos e
nodulos linfoides mesentéricos.

Palavras Chave: Toxocara canis, IL4, IL10, IL12, YM1.
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Abstract

Toxocariasis is considered one of the most prevalent helminth infections in the
world, characterized by the migration and permanence of Toxocara canis larvae in
different tissues of accidental hosts. Larvae release excretory-secretory substances
(TES), which interact and modulate host immunity. The aim of this study was to
evaluate the immune modulation in different tissues (splenocytes and mesenteric
lymphoid nodes), mediated by infection with T. canis in the experimental mouse
model (Balb/c). Through the indirect ELISA test, the profile and levels of
immunoglobulins produced after infection with 100 T. canis L3 larvae were
evaluated. Using qPCR, transcription levels of cytokines IL4, IL10, IL12 and YM1
protein (chitinase-like protein-3) were evaluated in splenocytes and mesenteric
lymphoid nodules at 24 h, 48 h, 15 and 30 days after infection with T. canis. Infection
with T. canis larvae generated a significant (p<0.05) level of total specific IgG at 15
days and 30 days post-infection (p.i). We observed significant levels (p<0.05) of
IgG1, 1gG2a, IgG2b and 1gG3 with the same tendency of the observed response of
total IgG. When evaluating the relative transcription of the genes, different levels of
transcription were observed in relation to the tissue and the evaluated period. In
splenocytes, the cytokine IL-4 and the YM1 gene showed higher levels of transcripts
during the chronic phase, while the cytokine IL-10 showed higher levels during the
acute phase of the infection. Cytokine IL-12 was present at basal levels both in the
acute phase and in the chronic phase in splenocytes. In the mesenteric lymphoid
nodules, the cytokines IL4, IL10, IL-12 and the YM1 gene showed significantly
higher transcriptions (p<0.05) than the controls from 24 hours onwards (acute
phase), decreasing levels over time studied, and IL-12 in the periods of 15 and 30
p.i (chronic phase) went to baseline levels. Higher levels of IL4, IL-10 and YM1 were
detected during acute infection with T. canis. With the data obtained in this study, it
can be suggested that the cytokines IL4, IL10, IL12 as well as the YM1 protein play
a significant role in the immune response of Balb/c mice experimentally infected with
Toxocara canis larvae. The predominantly Th2 response, with levels of IL4
transcription and regulatory response through IL10, suggest that they were
responsible for the activation of immune system cells and, consequently, the
transcription of the YM1 gene in splenocytes and mesenteric lymphoid nodules.

Keywords: Toxocara canis, IL4, IL10, IL12, YM1.
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1. Introducgao

A infecgao ocasionada pelo nematdédeo Toxocara canis, parasito intestinal de
caes, esta entre as zoonoses mais difundidas em todo o mundo, possuindo elevada
prevaléncia em paises em desenvolvimento (RUBINSKI-ELEFANT et al., 2010;
NUNEZ et al., 2013). Esta infeccdo pode gerar a doenca conhecida como
toxocariase, sendo caracterizada pela migracdo e permanéncia de larvas de
helmintos em tecidos de hospedeiros acidentais, sendo o T. canis 0 agente
etiologico mais associado a ela (MENDONCA et al., 2012). Afetando assim a saude
dos seres humanos causando lesdes, as vezes, irreparaveis (SOUZA et al., 2011);
causa também doenga nos animais domésticos (DESPOMMIER, 2003) e
contamina o solo (SANTAREM et al., 2011).

A toxocariase humana ocorre pela ingestdo de ovos embrionados de T. canis
contendo a larva L3 através do consumo de agua, alimentos n&o higienizados
(principalmente hortaligcas folhosas) (VIEIRA et al., 2013), contato direto com caes
e gatos (NUNEZ et al., 2013). Além disso a infecgdo pode ocorrer através da
ingestao de larvas pelo consumo de carne mal cozida, sendo que este modo de
ingestdo € menos comum, pois envolve hospedeiros paraténicos como suinos,
ruminantes e aves (OVERGAAW & KNAPEN, 2013; DUTRA et al., 2013).

Por sua vez, dentro do hospedeiro as larvas de T. canis atravessam a parede
intestinal e realizam migragcédo nos tecidos, podendo atingir varios érgaos, como
figado, pulmdes, olhos ou encéfalo (CHEN et al., 2012). Deste modo, os quadros
clinicos sdo muito variaveis (SMITH et al., 2009), variando entre assintomaticos ou
graves. Nos seres humanos, as larvas ndo evoluem até sua forma adulta no
intestino delgado, como ocorre em hospedeiros definitivos. Neste caso as larvas

podem permanecer viaveis, encapsuladas dentro de granulomas, durante meses



ou anos (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010). As larvas do parasito podem também
morrer, devido a acio da resposta imune do hospedeiro, mas nao antes de causar
dano fisico e imunopatolégico (HOTEZ & WILKINS, 2009).

No sistema imunologico as células TCD4+ indiferenciadas, também chamadas
de linfocitos T helper naive, sofrem polarizacédo para diferentes padrdes de células
T helper (Th), adquirindo determinadas fung¢des efetoras e assim direcionam o perfil
das respostas imunoldgicas. Devido aos estimulos antigénicos as células TCD4+
expressam fatores de transcrigdo, que determinam vias de sinalizagao especificas,
responsaveis pela producdo de interleucinas para cada um destes padrdes de
células T. A diferenciagcdo para um tipo particular de células T efetoras é
diretamente dependente das interleucinas disponiveis no microambiente no qual
uma célula TCD4+ naive é exposta (YAMANE & PAUL, 2013).

Durante o curso da resposta imune na infecgdo por T. canis, existe
predominéncia de uma resposta imune Th2, caracterizada pela produgéo de /L4,
ILS, IL13 e subclasses de imunoglobulinas IgG1 e IgE, bem como um aumento de
eosindfilos no sangue periférico, nos pulmdes e figado (PINELLI et al., 2007). Por
outro lado, a producgao de linfécitos Th1 é suprimida durante a infecgao por T. canis
e as producdes de IL12 e TNF-a, importantes citocinas envolvidas no recrutamento
celular, encontram-se reduzidas em macrofagos de animais infectados. A
supressao de linfécitos Th1, associada a reducédo de /IL12, € uma caracteristica
imunomodulatéria do nematdédeo T. canis, que dificulta o recrutamento de
macrofagos para os locais de infecgao e a morte parasitaria (KURODA et al., 2001).
A resisténcia a infeccao e a eliminagado dos helmintos ndo depende somente de
uma célula em particular ou um unico mecanismo molecular, multiplas vias estdo
envolvidas na degradagé&o e eliminacao parasitaria (MAIZELS et al., 2012). YM1 é
uma proteina expressa principalmente durante a exposi¢ao a nematoides e pode
atuar na resolugdo de processos inflamatérios por mascarar sitios de ligagcéo a
lectinas e prevenir a entrada de novas células inflamatoérias no local (CHANG et al.,
2001). Sua expressao é bastante acentuada na presenca de IL4 e IL13, sendo
dependente de STAT-6 (WELCH et al., 2002).

Compreeender as alteragbes imunologicas que ocorrem no organismo durante

a invasao pelo T. canis é de suma importancia, pois a partir do entendimento de



como este helminto modula a imunidade e se instala no hospedeiro que permitira o

desenvolvimento de uma protec¢ao imunoldgica contra ele (MAIZELS et al., 2013).



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os mecanismos de modulagdo da resposta imune mediada por larvas de

Toxocara canis em camundongos Balb/c.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a dindmica de IgG especifica sérica anti-T. canis durante a infecgao
experimental com 100 larvas T. canis no periodo de 15 e 30 dias apos infecgao.

e Auvaliar os niveis dos isotipos, 1gG1, IgG2a, IgG2b e IgG3, de IgG especifica anti-T.
canis, no periodo de 15 e 30 dias apds infeccdo com larvas de T. canis.

e Avaliar a transcricdo génica de citocinas IL12, IL4, IL10 e do gene YM1 nos
esplendcitos, nos periodos de 24 h, 48 h, 15 e 30 dias apds infeccdo experimental
com 100 larvas de T. canis.

e Avaliar a transcrigado génica de citocinas IL12, IL4, IL10 e do gene YM1 nos nddulos
linfoides mesentéricos, nos periodos de 24 h, 48 h, 15 e 30 dias apds infeccao
experimental com 100 larvas de T. canis.



3. Revisao de literatura

3.1 Toxocara canis

Toxocara canis € um dos parasitos zoondticos mais comuns em saude publica, com alta
prevaléncia associada a fatores socioecondmicos, resaltando o impacto das desigualdades
sociais como fator determinante da alta prevaléncia desta infecgcao parasitaria nas
populagdes menos privilegiadas. T. canis é responsavel por causar a toxocariase, doenga
negligenciada, prevalente em paises tropicais e em desenvolvimento. Entretanto, T. canis
também esta presente em paises desenvolvidos como Estados Unidos, Japao, Canada,
Alemanha, Reino Unido, Italia, Franga e Russia, sendo a soroprevaléncia maior nas areas
rurais (35-42%), diminuindo (2-5%) em areas urbanas (FILLAUX & MAGNAVAL, 2013).

Destacando-se maiores taxas de prevaléncia entre criangas pelo maior contato com
céaes, habitos de geofagia e onicofagia, chegando acometer 50% dessa populagao (LEE et
al., 2014). A prevaléncia global de contaminagdo de ovos de Toxocara sp. em solos de
locais publicos € de 21%, sendo a taxa de contaminagdo maior em paises com maior
longitude, como Brasil e Argentina, em que as condig¢des climaticas e ambientais s&o muito
adequadas para a sobrevivéncia de ovos de Toxocara sp. € onde o numero de animais

errantes em areas publicas é alto (FAKHRI et al., 2018).

Toxocara canis e Toxocara cati sdo as espécies mais descritas na literatura pois elas
infectam os seres humanos e tem como hospedeiro definitivo caes e gatos,
respectivamente (CAMPOS JUNIOR, et al., 2003). Outras espécies como T. malaysiensis,

que ocorre em gatos na Malasia e China, T. vitulorum, que ocorre em ruminante e T.
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pteropodis em morcegos, possuem certo potencial para causarem zoonose, porém
sua importancia € mais limitada (MORGAN, 2013).

Fatores biologicos inerentes ao ciclo de vida de T. canis contribuem para a
perpetuacdo da espécie. Dentre os fatores destacam-se a transmissdo vertical no
hospedeiro definitivo jovem, garantido o inicio precoce da produgédo de ovos de parasitos
adultos; a alta fecundidade, a sobrevivéncia prolongada de ovos no ambiente, e a alta
diversidade de hospedeiros definitivos e paraténicos (MCPHERSON, 2013). Além disso, o
facil acesso de caes e gatos as pragas e parques publicos, destinados a recreagao infantil,
favorece a contaminacdo do solo destas areas por ovos de T. canis, constituindo-se em
importantes fontes de infec¢do (OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2002).

Nos hospedeiros definitivos, a transmissao do nematédeo pode ocorrer pela ingestao
de ovos embrionados presentes no meio ambiente, da cadela para os filhotes pelas vias
transplacentaria e mamaria, ou ainda pela ingestdo de hospedeiros paraténicos (NIEC,
1980). Os ovos ingeridos, contendo larva de terceiro estagio (L3) em seu interior (forma
infectante) (SCHNIEDER et al., 2011), sofrem agédo do suco gastrico e as larvas eclodem
no intestino delgado, atravessam a parede intestinal, seguindo pela veia porta ou vasos
linfaticos até o figado, coragao e entdo para os pulmdes. Nos pulmdes, as larvas rompem
os bronquiolos, atingindo a traqueia, quando sdo deglutidas e retornam ao intestino
delgado, realizando uma migragcdo conhecida como: hepato-pulmonar-traqueal
(SANTAREM et al., 2009). A seguir, ocorre o desenvolvimento do parasito na forma adulta
no lumen do intestino delgado e, consequentemente, a eliminagado de ovos pelas fezes. A
fémea de T. canis é capaz de produzir até 200.000 ovos por dia, ocasionando a elevada
contaminagao do meio ambiente (TRAVERSA et al., 2014).

Nessa etapa, os ovos, que sao elimimandos ndo embrionados, permanecem no
ambiente sem capacidade de infectar novos hospedeiros até ocorrer o embrionamento dos
mesmo. Esse processo ocorre em condi¢cdes adequadas, como a temperatura, entre 25 °C
a 30 °C, e umidade relativa de 85 a 95%. Os ovos tornam-se infectantes no periodo de 2 a
5 semanas (ARAUJO, 1972; SCHANTZ, 1989). Os ovos s&o muito resistentes e conseguem
se manter viaveis em condigdes adversas por longos periodos. Sobrevivem bem sobre a
maioria dos invernos e climas temperados, sobrevivendo por seis a doze meses. Alguns
ovos podem ser capazes de sobreviver em local fresco e umido por dois a quatro anos ou
mais (GAMBOA, 2005).
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Além da migracao hepato-pulmonar-traqueal, a segunda rota de migragéo ¢é a
somatica. Neste caso, quando as larvas chegam aos pulmdes ha o retorno das mesmas
para o coragao, pelas veias pulmonares, e assim sua migragao é facilitada para qualquer
parte do organismo seguindo a circulagdo sanguinea. As larvas ainda podem passar por
um estagio de hipobiose em tecidos ou o6rgdos como figado, rins, olhos e cérebro
(BARRIGA, 1988). A idade do hospedeiro definitivo é€ determinante para o tipo de migragao.
Filhotes com menos de cinco meses apresentam sistema imunolégico imaturo, o que os
torna os hospedeiros mais acometidos pelo T. canis (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002).
Por isso, nesses animais, as larvas migram pela via hepato-traqueal, retornando ao
intestino delgado, onde evoluem para as formas adultas. Aos seis meses, 0os cdes montam
uma resposta imunolégica adquirida contra o parasito. Dessa forma, as larvas nao realizam
o ciclo pulmonar, retornam ao coracéo, ndo havendo o desenvolvimento dos parasitos até
a forma adulta. As larvas ingeridas atingem a circulag&o, migram por diversos 6rgaos, onde
permanecem em estado de hipobiose (GLICKMAN et al., 1978, OVERGAAUW, 1997,
RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010).

Os cées, principalmente os filhotes, sdo acometidos pelo T. canis de outras maneiras
que nao pela ingestdo de ovos. Fémeas prenhes sofrem alteragdes hormonais e baixa de
imunidade, possibilitando que as larvas deixam o estado de hipobiose e, através da via
transplacentaria, migram para o feto, as larvas adquirem mobilidade no tergo final da
gestacao, e alcangam o figado dos fetos. Os filhotes nascem com as larvas nos pulmdes e,
a partir da segunda semana de vida, os parasitos adultos sdo aptos a produzir ovos. Ou
ainda pode ocorrer a transmiss&o transmamaria, mais comum que a transplacentaria, com
larvas eliminadas no colostro e/ou no leite. Caes em fase de lactagado podem infectar-se ao
ingerirem larvas durante as trés primeiras semanas de vida, neste caso as larvas vao direto
para o intestino e a presenca de ovos nas fezes dos filhotes se da duas semanas apos a
ingest&o da larva pelo leite (BARRIGA, 1988; KRAMER, et al., 2006). A infecgédo do T. canis
nos filhotes pode fazer com que a barriga destes fiquem aumentados, deixando o abdémen
distendido, causando incobmodo ao animal. Também causa desnutricao e se a quantidade
do parasito for muito alta, o animal pode vir a ébito por obstrugao intestinal (AIRES et al.,
2008). As cadelas em puerpério podem ser acometidas pelo T. canis através da ingestao
de parasitos adultos contidos em vémitos e ovos contidos nas fezes dos filhotes, durante a
higienizagcdo da ninhada (MAGNAVAL et al., 2001).
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Outra forma dos caes se infectarem com este parasito € através da ingestao
de hospedeiros paraténicos (hospedeiros de transporte) tais como: ratos, camundongos,
aves, minhocas e insetos que ingerem os ovos infectantes (HOFFMEISTER et al., 2007).
Nestes as larvas vao para os tecidos onde ficam até estes hospedeiros serem ingeridos
pelos caes (hospedeiros definitivos). Ou seja, em hospedeiros paraténicos as larvas
de Toxocara penetram na parede intestinal e, movendo-se através do sistema circulatorio,
iniciam a fase hepato-pulmonar e avangam para a fase miotropico-neurotrépica,
acumulando-se no cérebro e na carcaga (ABO-SHEHADA & HERBERT, 1984). Eles
permanecem viaveis como larvas encapsuladas por meses ou anos e, nesse estagio,
podem continuar seu ciclo de vida se o hospedeiro paraténico for consumido como presa
por um hospedeiro definitivo (STURBE et al., 2013).

A infecgdo humana ocorre pela ingestdo acidental de ovos embrionados presente em
solos contaminados ou contato direto com cées e gatos, ou ingestdo de larvas presentes
em carne crua ou mal cozida de uma variedade de hospedeiros paraténicos, como: coelho
(STURCHLER et al., 1990), ovino ( ALDAWEK et al., 2002; SANTAREM et al., 2011), suino
(FAN et al., 2004); frango (MORAMATSU et al., 2006) e bovino (ESPANA et al., 1993;
YOSHIKAWA et al., 2008; PARK et al., 2011; YOSHIKAWA et al., 2011). No hospedeiro
acidental, o T. canis ndo chega na sua fase adulta no intestino, ao invés disso, os ovos
eclodem no duodeno dentro de 2 a 4 h e as larvas liberadas atravessam a parede intestinal
e estabelecem-se nos tecidos, podendo invadir érgdos como o figado, pulmdes, olhos ou
cérebro (MATA-SANTOS et al., 2015). Esta migracdo pode gerar lesdo nas paredes dos
vasos, podendo ocorrer hemorragias, necrose e processos inflamatérios no hospedeiro
infectado, que podem resultar no encapsulamento fibroso das larvas no tecido acometido
(MACPHERSON, 2013).

3.2 Toxocariase

Os sintomas clinicos da toxocariase humana sao causados pela migracéo da larva
L3 de Toxocara spp. através da corrente sanguinea para o interior de 6rgéos, incluindo
musculo, figado, cérebro e olhos. Entre os multiplos quadros clinicos que produz a
toxocariase, salientam-se manifestagbes alérgicas, hipereosinofilia, fraqueza crbnica e dor

abdominal (LI et al., 2014; GYANG et al., 2015). E também caracterizada por ser uma
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sindrome que pode apresentar gravidade variavel de acordo com o érgdo acometido
(ZIBAEI & SADJJADI, 2017; MENDONCA et al., 2013; OTHMAN et al., 2013). As migracdes
das larvas podem ser assintomaticas ou pode conduzir uma ampla variedade de sintomas,
dependendo além do érgéo acometido, da duragédo da migragéo, intensidade da infecgao,
idade e resposta imunologica do hospedeiro (DESPOMMIER, 2003). As apresentacgdes
mais comuns da toxocariase séo: a forma visceral (larva migrans visceral - LMV) ou forma
classica, marcada pelo comprometimento hepatico e pulmonar, a toxocariase ocular (larva
migrans ocular — LMO), considerada uma das causas mais frequentes de cegueira em
criangas e também a toxocariase neurologica (FAN et al., 2013; TAYLOR et al., 1988;
SMITH et al., 2009; ROSTAMI et al., 2019). A maioria das infec¢gbes causadas
pelo Toxocara sao assintomaticas, podendo chegar a 44,4% (ALTCHEH et al., 2003),
enquanto a toxocariase sistémica manifesta-se em torno de 15,5% dos casos
diagnosticados (LOEZ et al., 2005).

A toxocariase ocular ocorre principalmente em pacientes jovens e acomete homens
e mulheres com frequéncia semelhante (ZINKHAM, 1978). Tem maior incidéncia em
criancas de 5 a 10 anos, com danos a visdo unilateral e acompanhados de estrabismo
intermitente, granuloma e deslocamento de retina, causado pela migragcéo da larva L3 de
T. canis no olho e reagdes imunoldgicas resultantes (AREVALO et al, 2013). A
apresentacao clinica varia desde granuloma na periferia da retina, em 50% do olho
acometido, 25% na macula, e outros 25% tém endoftalmite. Um granuloma pode também
ocorrer no nervo optico. Os sinais clinicos mais comuns e 0os maiores causadores de perda
de visdo sdo inflamacao vitrea, edema macular cistoide e tragcao de filamentos vitreo-
retinianos em diregdo ao nervo oOptico e/ou um granuloma (STEWART et al., 2005).
Infecgbes em longo prazo por Toxocara spp. podem levar até mesmo a uma corioretinite
da membrana neovascular coroidal (DESPOMMIER, 2003; CDC, 2011). Os mecanismos
patogénicos da LMV e da larva migrans ocular (LMO) sao diferentes. Quantidades menores
de larvas de Toxocara estdao associadas a maior probabilidade de LMO do que LMV
(GLICKMAN & SCHANTZ, 1981), o que pode explicar por que titulos de anticorpos
de Toxocara séo geralmente mais baixos nos casos de LMO do que nos de LMV (ABE-
JACOB & OSELKA, 1991).

Ja os locais de invasao do SNC pelas larvas de Toxocara (Toxocariase neurolégica)
incluem o cérebro e a medula espinhal. Esta é uma das formas ndo muito frequentes de

infecdo por este parasito, que é influenciada por alguns fatores, como fatores genéticos do
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hospedeiro, numero de ovos ingeridos e exposigao anterior, os quais contribuem para
a patogénese complexa da neurotoxocariase (FAN et al.,, 2013). Adicionalmente, a
presenca de apenas uma larva no cérebro humano caracteriza a neurotoxocariase,
podendo nao ocasionar sintomatologia perceptivel (HOLLAND, 2017) ou causar sintomas
como: confusdo mental, febre, dor de cabecga, taquicardia, hiperreflexia, dispnéia, letargia,
irritabilidade, fraqueza motora e rigidez nucal. A fungédo cognitiva de criangas infectadas
pode ser alterada. Anticorpos imunoglobulina G (IgG) especificos para Toxocara foram
detectados no liquido cefalorraquidiano (LCR) e no soro de criangas. A maioria dos
sintomas diminui em resposta ao tratamento com albendazol e corticosteroides (WALSH et
al., 2012).

A sindrome LMV foi descrita por Beaver et al., em 1952, como forma sistémica grave.
A toxocariase visceral pode acometer diversos érgaos e tecidos, incluindo figado, pulmdes,
coragao, encéfalo, dentre outros. Alguns sintomas que podem ocorrer é: febre, palidez, mal-
estar, hepatoesplenomegalia, disturbios respiratérios (TONELLI, 2005; FERREIRA et al.,
2007; BEDE et al., 2008) e nervosos (MAIGA et al., 2007; NICOLETTI et al., 2007; HELBOK
et al., 2007), irritabilidade, perda de peso, erupgao cutanea, miocardite, leucocitose,
eosinofilia e ocasionalmente, urticaria (SMITH et al., 2009; MORII et al., 2015). Entre as
possiveis consequéncias de eosinofilia prolongada e grave estao a fibrose pulmonar e a
fibrose miocardica eosinofilica (KENDELL et al., 1995; LUZNA-LYSKOV, 2000). A
toxocariase visceral € a mais comum diagnosticada em criangas menores de oito anos de
idade, e esta associada com a alta intensidade ou repetidas infec¢des larvais por T. canis,
as quais podem persistir por semanas ou meses (DESPOMMIER, 2003).

3.3 Resposta imune no hospedeiro contra infecgées por helmintos

A resposta imune do hospedeiro contra a infeccdo de um parasito € dinamica,
constantemente este desenvolve uma resposta imune na tentativa de controlar a infecgao
(LOUKAS et al., 2001). Nesse sentido, € vantajoso para o hospedeiro produzir uma
resposta imune que controla o parasito, mas limita o dano a si préprio e preserva a
capacidade de responder efetivamente a outros patégenos. De outro modo, é vantajoso, do
ponto de vista do parasito, manter o hospedeiro vivo por tempo suficiente para concluir seu

ciclo de vida, possivelmente suprimindo a resposta imune do hospedeiro ou subvertendo-o
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para produzir uma resposta ineficaz (JANKOVIC et al., 2001). E uma caracteristica
dos helmintos regular aimunidade do hospedeiro ndo somente em seu favor, mas em busca
de um ambiente mutuamente benéfico para a sobrevivéncia de ambos - parasito e
hospedeiro. Muitas das infec¢des causadas por helmintos tém sido associadas a alteracbes
na resposta a vacinas, alergias, doencgas autoimunes, modulagao de reagdes inflamatorias
nos pulmdes e asma (PINELLI, et al., 2006; MOREAU & CHAUVIN, 2010). Dessa forma, a
importancia da infecgdo por helmintos inclui ndo somente o efeito patogénico do parasito,
mas também o efeito modulatério sobre o sistema imune, o qual pode alterar a resposta
contra outros antigenos e causar patologias adicionais (WENG et al., 2007; MENEGON et
al., 2020).

O modelo de equilibrio da imunidade baseia-se na ideia de que o sistema imunoldgico
nunca esta em repouso, mas sim em um equilibrio dindmico entre os tipos de respostas
imunes (HAMMAD & LAMBRECHT, 2015). As células TCD4+, também chamadas de
linfécitos T helper naive, sofrem polarizagcédo para diferentes padroes de células T helper
(Th), adquirindo diversas funcbes efetoras e assim direcionam o perfil das respostas
imunoldgicas. Th1 e Th2 foram os primeiros perfis a serem descritos na literatura. Apds,
teve a identificacdo de células T efetoras Th17, T reguladoras (Tregs), Th9 e Th22. Devido
aos estimulos antigénicos as células TCD4+ expressam fatores de transcricdo, que
determinam vias de sinalizagao especificas, responsaveis pela producéo de interleucinas
para cada um destes padrdes de células T. A diferenciagcdo para um tipo particular de
células T efetoras é diretamente dependente das interleucinas disponiveis no
microambiente no qual uma célula TCD4+ naive é exposta (YAMANE & PAUL, 2013). Um
padrao importante na resposta imune a patégenos intracelulares, como virus, bactérias e
parasitos, com a producdo de IL12 e IFN-y € a resposta Th1, sendo a Th2 atuante na
resposta especialmente contra parasitas extracelulares em funcao da producéo de IL4, IL5
e IL6 (HOE et al., 2017).

Os primeiros indicios da existéncia de uma polarizagao de resposta, diferente das ja
conhecidas, Th1 e Th2, apareceram em meados da década de 90, com a descoberta da IL
17a. Os linfocitos TCD4+ ativados que produzem IL17 ficaram denominados de Th17. Este
padrao exerce papel fundamental no controle da microbiota intestinal e também na defesa
contra antigenos extracelulares como bactérias e fungos (MADDUR et al., 2012). Um outro
subtipo de células T com capacidade para secretar, especialmente, grandes quantidades

de IL9, foi caracterizado como células Th9. Para a diferenciacdo dessas células é
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necessario a integragéo das vias de sinalizagdo de IL4, responsavel por amplificar
sua produgao, estimulo do TGF-B e a participagcdo coordenada de multiplos fatores de
transcricdo. A IL9, uma citocina produzida por linfécitos T auxiliares tipo 2
(Th2), eosindfilos e por mastécitos, € responsavel por estimular a proliferacdo e
crescimento de outros mastdcitos, eosindfilos e linfocitos T e prevenir a apoptose destas
células. Atua através do receptor de interleucina-9 (CD129 ou IL9R) ativando um "transdutor
e ativador de sinais diferentes" (STAT). O seu papel tem sido importante na imunidade
contra parasitos e em processos inflamatorios, podendo aumentar respostas imunitarias,
mas também pode causar alergia e doengas auto-imunes (ROJAS-ZULETA & SANCHEZ,
2017). A resposta Th22, com a IL22, também estaria provavelmente envolvida na
patofisiologia de doengas autoimunes (ZHANG et al., 2011; JABEEN & KAPLAN, 2012).

Além das células Th9, dos mastdcitos e eosindfilos, outros tipos de células, como as
células linfoides inatas (ILCs) e células NKT, também podem produzir IL9, no entanto ainda
nao foram identificados os mecanismos que levam a esta produgdo seja em condigdes
fisiolégicas ou patolégicas (SUN & ZHANG, 2014). A IL9 tem como fungao celular, atuar
como fator de crescimento para mastécitos e potencializar a produgao de citocinas por
estas células (WIENER, FALUS & TOTH, 2004). Nos linfocitos B esta citocina induz a
producédo de IgG e IgE, sendo demonstrado também que ela é capaz de induzir produgéo
de muco por células epiteliais pulmonares e expressao do receptor de IL5 em eosindfilos
(LOUAHED et al. 2000; LOUAHED, 2001).

Os helmintos sdo parasitos eucarioticos multicelulares que infectam mais de um
quarto da populacdo mundial (WHO, 2013). Além disso, quase metade da populagao
mundial é cronicamente infectada por helmintos ou tem doengas alérgicas, conferindo uma
prevaléncia da resposta imune do tipo 2. Através da coevolugéo com o sistema imunoldgico
humano, esses organismos adaptaram-se as vias imunorregulatorias, resultando em
tolerancia assintomatica as infecgdes em muitos individuos. Quando infecgbes e as
respostas imunes resultantes se tornam desreguladas, ndo estando em equilibrio, as

patologias agudas e crbnicas geralmente se desenvolvem (WHO, 2013).

A defesa contra muitas infecgdes helminticas é mediada por células do tipo 2 (Th2)
rica em eosindfilos, basdfilos, mastdcitos, células T helper 2 (Th2) / CD4+ e as células
linfoides inatas do tipo 2 (ILC2s), além de resultar na produ¢do de anticorpos IgE. Essas
células protegem o hospedeiro da infec¢do por helmintos, mas também causam doengas
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alérgicas croénicas como asma e dermatite atépica (HAMMAD & LAMBRECHT, 2015).
As acdes combinadas de mastdcitos e eosindfilos levam a expulsdo e destruicdao dos
parasitos. A maioria das infecgdes parasitarias € cronica devido a fraca imunidade inata e
a capacidade dos parasitos de escapar ou resistir a eliminacdo pela resposta imune
adaptativa. Os parasitos evitam o sistema imunoldgico variando seus antigenos durante a
residéncia em hospedeiros vertebrados, adquirindo resisténcia aos mecanismos efetores
do sistema imunoldégico e mascarando e eliminando seus antigenos de superficie
(GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2018).

Embora a resposta predominante seja de natureza Th2, um grande componente
regulador envolvendo citocinas reguladoras e células também fazem parte desse repertorio.
A resposta Th2 induzida por helmintos é bastante conhecida e caracterizada, mas seu
inicio, progressao e culminagao exigem interagcdo com muitos tipos diferentes de células
(MISHRA et al., 2014). Assim, os helmintos s&do frequentemente expulsos do hospedeiro
por meio de uma resposta Th2, tipificada por secrecéo elevada de IL3, IL4, IL5 e IL13,
imunoglobulina E (IgE), além de anticorpos IgG1 e IgG4 (ALLEN et al., 2011). Também
fazem parte desse tipo de resposta populagcdes expandidas de eosindfilos, basofilos,
mastocitos, células linfoides inatas do tipo 2 e macrofagos ativados alternativamente (M2)
(MAIZELS et al., 2018).

A IL4 permite a troca de classe de isotipo nos linfécitos B, resultando na producgao
de IgE especifica para parasitos ou alérgenos, ativando mastdcitos efetores e basdfilos que
carregam o receptor de IgE de alta afinidade FceRI. A IL4 e IL5 estdo implicadas em reagbes
cruzadas entre células B e eosindfilos, gerando desgranulagdo de mastécitos, basofilos e
eosindfilos. Acredita-se que essa cascata seja responsavel pela expulsdo do parasito
(MACDONALD et al., 2002; MAIZELS et al., 2018). A IL5 é responsavel pela produgao e
ativacao de eosindfilos na medula 6ssea e nos tecidos. A IL13 (e em menor grau a IL4)
causa hiper-reatividade do musculo liso, metaplasia das células caliciformes, hipersecrec¢ao
de muco e diferenciagdo de macréfagos alternativamente ativados (ZAISS et al., 2015).

Ao passo que gerar uma resposta Th2 para infecgdes por parasitos € essencial,
controlar essa resposta € igualmente imperativo (MCSORLEY et al., 2012). Parte desse
controle é fornecido pelos linfocitos Treg. Neste modelo, o préprio parasito promove a
diferenciagao dos linfécitos Treg das células T CD4+ virgens, que se liga aos receptores

TGF-B dos hospedeiros. A inibicdo dessa interagdo in vivo diminui a intensidade da
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infecc&o, presumivelmente como resultado de respostas Th2 mais efetivas, ilustrando

a vantagem evolutiva dessa via para o parasito (MCSORLEY et al., 2012).

O bloqueio terapéutico da imunidade do tipo 2 tem o potencial de desregular
importantes mecanismos de regulagao cruzada, levando a inflamagéao prejudicial do tipo 1.
Estratégias de bloqueio duplo visando componentes-chave da imunidade tipo 1 e tipo 2
simultaneamente podem auxiliar nesse processo (WYNN & VANELLA, 2016). A terapéutica
que bloqueia a fibrose guiada por tipo 2 deve evitar a reducéo das fungdes regenerativas
teciduais criticas da IL4 e IL13. Foi demonstrado que essas citocinas facilitam diretamente
o reparo tecidual, ativando populagbes de células progenitoras teciduais e visando a
proliferagao de varias populagdes de células epiteliais (VAN DYKEN & LOCKSLEY, 2013).

Os sinais que induzem respostas imunes de tipo 1 incluem padrbées moleculares
associados a patdégenos (PAMPs), que comunicam a presenga de um agente infeccioso ao
sistema imunitario (MILLS, 2011). Os sinais que induzem a imunidade do tipo 2 sao
fundamentalmente diferentes e ndo sado tdo bem compreendidos. Sugere-se que o dano
tecidual, na auséncia de PAMPs que promovem uma resposta imune de tipo 1, seja um
potente mecanismo que impulsione a imunidade do tipo 2, particularmente no contexto da
infeccado por helmintos (GAUSE, WYNN & ALLEN, 2013). Quase todos os tipos de células
que estao associados com imunidade a infecgdes por helmintos também estao implicados
na reparagao de tecidos. Estas células como ja mencionadas, incluem células T,
eosindfilos, macréfagos M2 e ILC2 (FAZ-LOPEZ, MORALES-MONTOR & TERRAZAS,
2016).

Hipotese amplamente aceita para a funcdo de mediadores envolvidos na resposta Th2
modificada contra helmintos é que PAMPs de helmintos podem estimular células
dendriticas com tendéncia a células Th1 em Th2 ou subconjuntos de células T reguladoras
(Treg). As células Th2 produzem uma variedade de citocinas que conduzem respostas
efetoras, incluindo: respostas eosinofilica, as respostas de mastacitos, células B, aumento
na permeabilidade intestinal, contragdo do musculo liso, a produ¢cédo de muco intestinal e a
diferenciagcdo de macrofagos alternativamente ativados (aaMé). Linfécitos Treg, induzidos
paralelamente, produzem citocinas supressoras como IL10 e TGF- e amenizam os niveis

de ativagao imunoldgica inata e adaptativa (JACKSON, 2008)

Os macrofagos sao uma caracteristica fundamental do tecido cronicamente inflamado.

No decurso da inflamagdo em longo prazo, o fendtipo macrofago desloca-se
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frequentemente de um estado altamente microbicida para uma via de "ativagao
alternativa" a medida que o perfil de citocinas das células T desloca do tipo 1 para o tipo 2
(GORDON, 2003). No caso da infecgao por helmintos ou alergia, a resposta do tipo 2 pode

dominar desde o inicio.

Macrofagos M1 e macréfagos M2 estdo associados a diversas doengas. M1 exercem
importante fungdo no controle de varias infecgdes bacterianas (EHRT et al., 2001;
QUIDING-JARBRINK, RAGHAVAN E SUNDQUIST, 2010). Ja macréfagos M2 estdo bem
descritos principalmente em infeccdes causadas por parasitos, principalmente helmintos
(SATOH et al., 2010; ZHU et al., 2014), e em tumores malignos (XIAO et al., 2014). A
polarizagédo dessas células parece ser simples, mas é mais complexa no organismo. Alguns
estudos ja sugeriram a participacédo das duas populagdes de macrdéfagos na mesma
doenca, como na hanseniase, que pode haver ativagao de respostas tanto Th1 como Th2
(MEGE, MEHRAJ & CAPO, 2011). Além disso, a plasticidade e a capacidade reversivel dos
macrofagos sugerem que esse processo € dinamico e que as duas populagdes podem ser
observadas tanto em fases de indugao da inflamagéo como de resolugdo (PORCHERAY et
al., 2005)

A diferenciagdo dos macrofagos M2 é principalmente dependente das citocinas Th2, IL4
e IL13. Os macréfagos M2 produzem caracteristicamente moléculas semelhante a
resistina a (RELM a), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), arginase 1, YM1,
Fizz1, receptor desencadeante expresso nas células mieloides 2 (TREM2), TGF[3 e fatores
de crescimento tais como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), todos os
quais estado intimamente associados com as agdes de reparagao tecidual (WYNN &
RAMALINGAM, 2012).0Os aumentos nos niveis desses mediadores também foram
observados durante a infecgao por helmintos (LOKE et al., 2007; SANDLER et al., 2003), o
que sugerindo que estes podem contribuir para o controle da leséo tecidual induzida pelo
parasito.

Sendo assim, a resposta Th2 induzida por helmintos promove a reparagao de tecidos
por suprimir o eixo pro-inflamatoria que é mediado por macréfagos M1, células Th1 e Th17,
0 que poderia agravar ainda mais a leséo tecidual gerada pelos helmintos caso nao for
controlada rapidamente. Os macréfagos M2 e as células Th2 produtoras de 1L10
demonstraram ter papéis importantes na supressao deste eixo pro-inflamatério e também

podem controlar as respostas imunitarias de tipo 2 potencialmente nocivas (GAUSE, WYNN
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& ALLEN, 2013). Apds varios estudos descobriu-se que os macrofagos ativados
pelas citocinas de tipo 2 in vivo produzem altos niveis da proteina Ym1 (FALCONE et al.,
2001; WELCH et al., 2002; CHANG et al., 2001).

YM1 é membro de uma familia de proteinas de mamiferos que compartilham homologia
com quitinases de organismos inferiores (JIN et al., 1998). O papel do YM1 ainda esta
sendo estudado, originalmente foi descrito como um fator de eosindfilos quimiotatico
(OWHASHI, ARITA & NIWA, 1998), mas essa propriedade ainda nao estd clara. Em
estudos posteriores foi proposto um papel do Ym1 na deposicdo de matriz extracelular
durante o processo de cicatrizagcdo de feridas (SUN et al., 2001). O alto nivel de YM1 é
consistente com o papel dos macréfagos ativados pelas citocinas da resposta Th2 no
reparo tecidual (HESSE et al., 2001; SANDLER et al., 2003).

3.4 Resposta contra infecgao por Toxocara canis

No inicio da infec¢do ocorre inflamagao aguda que se caracteriza por agregados de
eosindfilos, neutrofilos e alguns mondcitos, e as larvas sao rodeadas parcialmente por uma
capsula de colageno. Ja em infecgbes cronicas, as larvas sdo geralmente encapsuladas
por granulomas maduros com centro de células mononucleadas e leucocitos (CANCRINI
et al., 1998). A formagdo de granulomas é considerada uma manifestagdo de
hipersensibilidade tipo tardia (Th1), enquanto que IgE e eosinofilia sdo caracteristicas de
respostas mediadas por Th2 (KAYES, 1997). A maior resposta do hospedeiro aos
antigenos inclui eosinofilia marcante e hiperglobulinemia. Os anticorpos IgE e os eosinofilos
sdao manifestacdes de Th2 de células T helper e das citocinas que elas secretam. E ainda
ha evidéncias que os antigenos liberados da larva de T. canis favorecem a indugéo dessa
populacdo de células. Sabe-se que a produgdo crbnica de antigenos parasitarios,
estimulagdo continua do sistema imune do hospedeiro e uma concomitante producao de
eosindfilos podem deixar complicagdes sistémicas. O figado € um dos locais mais comuns
para essas lesdes devido a drenagem portal dos 6rgaos (RAYES & LAMBERTUCCI 1999)

Em seres humanos a toxocariase raramente ¢é fatal, mas as respostas inflamatérias
devido a migragéo das larvas geralmente sdo associadas com linfadenopatia generalizada,

hepatite granulomatosa, endomiocardite, endoftalmite, asma e leucocitose, incluindo alta
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eosinofilia. As infecgbes sdo geralmente autolimitadas e as larvas ficam
encapsuladas na musculatura e no figado, e assim os sintomas desaparecem. As
sindromes da infecgao por Toxocara spp. sado relacionadas com a migragao das larvas e
da resposta imune do hospedeiro em relagéo a isso. A morte das larvas de T. canis gera
consequéncias patologicas ao hospedeiro e, a morte destas nos tecidos desencadeia o
inicio das respostas de hipersensibilidade do tipo imediata e tardia (DESPOMMIER, 2003).

Toxocara canis possui habilidades para sobreviver por muitos anos nos tecidos de
diversas espécies de vertebrados, bem como para se desenvolver até a maturidade no trato
intestinal de seu hospedeiro definitivo (NICHOLS, 1956). A sobrevivéncia a longo prazo das
larvas de T. canis podem ser atribuida a duas estratégias moleculares desenvolvidas pelo
parasito. Em primeiro lugar, as larvas liberam quantidades de substancias de excregéo-
secrecédo, que incluem lectinas, mucinas e enzimas que interagem e modulam a imunidade
do hospedeiro. A segunda estratégia é a elaboracdo de uma camada superficial
frouxamente ligada na epicuticula do parasito, rica em mucina especializada, que permite
uma fuga rapida quando os anticorpos e as células do hospedeiro aderem, resultando em
uma reacgao inflamatéria em torno de um foco recém-desocupado (MAIZELS, 2013;
DLUGOSZ et al., 2015).

Durante a migragéo das larvas de T. canis no hospedeiro, fase aguda da toxocariase, o
antigeno de excregao e secregao de T. canis (TES) é depositado nos tecidos e, na fase
cronica, o antigeno é encontrado no granuloma em torno da larva ou na camada mais
interna do granuloma sem a presenca do parasito (PARSONS et al., 1986). Esses
antigenos sao glicoproteinas altamente antigénicas e responsaveis pelo desenvolvimento
de resposta inflamatéria no hospedeiro (GONZALEZ et al., 2000), sendo as principais: TES-
32, TES-55, TES70, TES-120 e TES-400 (MAIZELS et al., 1984). Essas proteinas ativam
a resposta imune e originam mecanismos imunopatogénicos que contribuem para o
surgimento das formas clinicas da doenga (PAWLOWSKI, 2001).

Apoés a infeccdo, ocorre a produgao de anticorpos e ativacao de células efetoras que se
ligam aos antigenos TES presentes na cuticula da larva. Entretanto, para escapar desse
ataque do hospedeiro a larva altera sua cuticula e produz uma nova com epitopos
diferentes, induzindo o sistema imune reorganizar a resposta contra o parasito (GEMS &
MAIZELS, 1996). O antigeno TES pode ativar uma variedade de células do sistema imune,

tais como: células dendriticas, linfocitos T CD4+ e CD8+, células natural killer (NK) e
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linfocitos Treg, conduzindo a modulagao do sistema imune do hospedeiro (KAYES et
al., 1997; PINELLI et al. 2007; HAMILTON et al., 2008).

Havendo imunossupresséo do hospedeiro, ocorre depressao da resposta imune celular
e diminuicdo da formagao de granulomas, favorecendo a sobrevivéncia das larvas de T.
canis (TORINA et al., 2005). Rayes e Lambertucci (1999), apos estudo experimental em
modelo murino, relatam que a presenca de larvas de T. canis nos érgéos induz a formagao
de granuloma que favorece a aderéncia e a multiplicagcdo de bactérias, as alteragbes
imunoldgicas induzidas pelas larvas levam a um estado de imunodeficiéncia, permitindo a

disseminagao das bactérias e a instalagdo das mesmas em varios 6rgaos.

Durante ainfecgao por T. canis, existe predomindncia de uma resposta imune Th2,
caracterizada pela producao de IL4, IL5, IL13 e subclasses de imunoglobulinas IgG1 e IgE,
bem como um aumento de eosinodfilos no sangue periférico, pulméo e figado (PINELLI et
al., 2007). Por outro lado, a produgao de linfocitos Th1 é suprimida durante a infecgéo por
T. canis e as produgdes de IL12 e TNF-a, importantes citocinas envolvidas no recrutamento
celular, encontram-se reduzidas em macrofagos de animais infectados (KURODA et al.,
2001). A supressao de linfécitos Th1, associada a redugdo de IL-12, € uma caracteristica
imunomodulatéria do nematddeo T. canis, que dificulta o recrutamento de macréfagos para
os locais de infecgdo e a morte parasitaria (KURODA et al., 2001). Segundo Pinelli et al.
(2007) e Hamilton et al. (2008), a modulagao da resposta imune mediada por T. canis é
complexa dependendo do periodo de infecgdo, do 6rgao parasitado, dose infectante e
também do modelo experimental utilizado. Para que se possa ter uma visao mais completa
da resposta imune na toxocariase, € necessario que se avaliem tanto citocinas pro-
inflamatoérias quanto anti-inflamatérias (HOLLAND & HAMILTON, 2013). A resisténcia a
infeccao e a eliminagao dos helmintos ndo depende somente de uma célula em particular
ou um unico mecanismo molecular, multiplas vias estdo envolvidas na degradacéo e
eliminacédo parasitaria (MAIZELS et al., 2012).

Em experimentos realizados com camundongos Balb/c e NIH, infectados por T. canis,
foram relatados diferentes tipos de resposta imune ativadas, podendo haver uma resposta
imune mista com elevagao na expressao das citocinas IL5, IL10 e IFNy, sem predominio
de linfécitos Th1 ou Th2 (HAMILTON et al., 2008), podendo ocorrer também ativagao de
uma resposta predominantemente Th2, com niveis elevados de IL4 (RUIZ-MANZANO et
al., 2019) ou com indugédo de uma resposta mista, resposta inflamatéria inata/ Th17/Th2,
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com aumentos significativos de citocinas como: IL4, IL5, IL13 e IL33, e niveis
crescentes de IL6 e IL17 (REZENDE et al., 2015). Além de uma resposta imune Th2
dominante durante a infeccédo por T. canis, a migragao das larvas resulta em inflamacao
pulmonar crénica, que independe do tamanho do indculo utilizado na infecgao experimental
(PINELLI et al., 2007). A resposta imune durante a neurotoxocariase, caracteriza-se por ser
uma resposta predominantemente anti-inflamatéria, fazendo com que ocorra a

sobrevivéncia do parasito e do hospedeiro infectado (WAINDOK et al., 2019).
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RESUMO

A toxocariase é considerada uma das helmintoses mais
prevalentes no mundo, caracterizada pela migragdo e
permanéncia de larvas de 7. canis em tecidos de
hospedeiros acidentais. Durante a infec¢ao por 7. canis
ocorre o predominio da resposta imune Th2 e a
supressdo da producao de linfécitos Thl. O objetivo do
trabalho foi avaliar a modulacdo imunolégica em
esplendcitos mediada pela infecgdo com larvas de T.
canis em camundongos Balb/c. Através do teste de
ELISA indireto foi avaliado o perfil e niveis de
imunoglobulinas produzidos no soro de camundongos
apos a infecgdo com 100 larvas e por meio do gPCR foi
avaliado os niveis de transcricdo do mRNA das citocinas
IL4, IL10, ILI2 e da proteina YMI (chitinase-like
protein-3) nos esplenocitos de animais infectados com
lavas de T. canis. A infec¢do com larvas de T. canis foi
capaz de gerar um nivel significativo de IgG total
especifica aos 15 e 30 dias pos-infecgdo (p.i) com niveis
de absorbancia significativos (p<0,05). Analisando os
soros dos animais infectados estes apresentaram
diferenciagdo de classe dos isotipos: IgGl, IgQG2a,

IgG2b e IgG3 em niveis significativos (p<0,05), sendo
que a imunoglobulina IgG1 se destacou em niveis de
absorbancia superiores (p <0,05). Ao avaliar a
transcricdo génica gerada apos a infecgdo, foram
detectados niveis de IL4, IL10, IL12 e YM1 (p <0,05).
Neste estudo a infeccdo com as larvas mantiveram
maiores niveis da transcri¢do génica para /L4 e YMI
durante fase cronica. Os niveis de ILI0 estiveram
elevados na fase aguda da infecgdo e os niveis de IL12
suprimidos em todos os periodos avaliados. Concluimos
que a infeccdo com 100 larvas L3 de 7. canis em
camundongos BALB/c gerou a ativagdo de resposta
imune Th2, na qual a razdo de IgG2a/IgG1 obtida de
0,320 e 0,409, sugere que este foi o padrio de resposta
imune que esteve predominante durante o periodo
analisado da infec¢do experimental. Por meio da
detecgdo da transcri¢do de niveis significativos de /L4 e
IL10, sugere-se que durante a infeccdo experimental
com T. canis ocorreram a diferenciacdo de células do
sistema imune em macrofagos alternativamente ativados
(M2), e por consequéncia a transcri¢ao por essas células
de niveis significativos (p<0,05) do gene YMI e
supressao de /L12 nos esplendcitos.
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ABSTRACT

Toxocariasis is considered one of the most
prevalent helminths in the world, characterized by the
migration and permanence of 7. canis larvae in tissues
of accidental hosts. During 7. canis infection, the Th2
immune response predominates and the production of
Thl lymphocytes is suppressed. The objective of the
work was to evaluate the immunological modulation in
splenocytes mediated by infection with 7' canis larvae
in Balb / ¢ mice. Through the indirect ELISA test, the
profile and levels of immunoglobulins produced in the
serum of mice after infection with 100 larvae were
evaluated and, using qPCR, the levels of mRNA
transcription of cytokines /L4, IL10, IL12 and YMI
protein were evaluated ( chitinase-like protein-3) in the
splenocytes of animals infected with 7. canis lavas.
Infection with 7. canis larvae was able to generate a
significant level of specific total IgG at 15 and 30 days
post-infection (p.i) with significant absorbance levels (p
<0.05). Analyzing the sera of the infected animals, they
showed class differentiation of the isotypes: IgGl,
IgG2a, IgG2b and 1gG3 at significant levels (p <0.05),
with IgGl immunoglobulin standing out at higher
absorbance levels (p <0.05 ). When evaluating the gene
transcription generated after infection, levels of /L4,
IL10, IL12 and YMI were detected (p <0.05). In this
study, infection with the larvae maintained higher levels
of gene transcription for /L4 and YMI during the
chronic phase. IL10 levels were elevated in the acute
phase of infection and /L12 levels were suppressed in
all evaluated periods. We concluded that infection with
100 T. canis L3 larvae in BALB / ¢ mice generated the
activation of the Th2 immune response, in which the
IgG2a / IgG1 ratio obtained of 0.320 and 0.409,
suggests that this was the pattern of immune response
that was predominant during the analyzed period of the
experimental infection. By detecting the transcription
of significant levels of /L4 and IL10, it is suggested that
during the experimental infection with 7. canis the
differentiation of cells of the immune system occurred
into alternatively activated macrophages (M2), and
consequently the transcription by these cells significant
levels (p <0.05) of the YM1I gene and suppression of
IL12 in splenocytes.
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1. INTRODUCAO

A infecgdo ocasionada pelo nematéodeo Toxocara
canis, parasito intestinal de caes, esta entre as zoonoses
mais difundidas em todo o mundo, possuindo elevada
prevaléncia em paises em  desenvolvimento
(RUBINSKI-ELEFANT et al., 2010; NUNEZ et al.,
2013). E estando também presente em paises
desenvolvidos. (LEE et al., 2014; WALSH & HASEEB,
2014). Essa infeccdo ¢ conhecida como toxocariase
(MENDONCA et al., 2012). A toxocariase humana
ocorre pela ingestdo de ovos embrionados de Toxocara
canis contendo a larva L3, através do consumo de agua,
alimentos ndo higienizados (VIEIRA et al., 2013),
contato direto com cées e gatos (NUNEZ et al., 2013), e
por consumo de carne mal cozida (OVERGAAW &
KNAPEN, 2013; DUTRA et al., 2013).

Os humanos sdo considerados hospedeiros
acidentais, nestes, ap6s a inoculacdo, as larvas nao
evoluem até seu estagio adulto e também ndo ocorre a
migragdo desta para o intestino delgado, como ocorre
em hospedeiros definitivos. Contudo, as larvas
permanecer viaveis, encapsuladas, durante meses ou
anos (DESPOMMIER, 2003; RUBINSKY-ELEFANT
et al., 2010), podendo atingir varios 6rgaos (CHEN et
al., 2012, SMITH et al, 2009). A defesa contra infecgdes
helminticas ¢ mediada pela ativagdo das células Th2,
que resulta na producdo de anticorpos IgE e na ativagdo
de ecosindfilos e mastocitos, assim como a secre¢do
elevada de IL3, IL4, IL5 e ILI3, além de
imunoglobulinas IgGl e IgG4 (ALLEN et al., 2011,
MAIZELS et al., 2018).

Compreeender as alteragdes imunoldgicas que
ocorrem no organismo durante a invasao pelo 7. canis ¢
de suma importancia, pois a partir do entendimento de
como este helminto modula a imunidade e se instala no
hospedeiro que permitira o desenvolvimento de uma
prote¢do imunologica contra ele (MAIZELS et al,
2013). O objetivo do presente estudo foi avaliar
mecanismos da modulacdo envolvidos na resposta
imune em esplendcitos de camundongos infectados com
Toxocara canis durante diferentes periodos de infecgao.

2. MATERIAL E METODOS

Animais



Foram utilizados 50 camundongos
BALB/c, fémeas, com 28 dias, provindas do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL). Os animais foram mantidos sob temperatura
controlada 22 (£ 2°C) e ciclo de iluminacao claro-escuro
(12 horas), tendo ragdo (sem adicdo de antibioticos e
antifingicos) e agua ad [libitum. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Ftica em Experimentagdo
Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA -
4840).

Delineamento experimental

A infec¢io experimental foi realizada pela
administragdo oral de 100 larvas (L3) de T. canis, por
camundongo. O método de infecgdo foi através da sonda
intragastrica (AVILA et al., 2012). Neste trabalho cinco
grupos contendo 10 camundongos cada, foram
infectados com 100 larvas infectantes (L3). Os grupos
experimentais foram submetidos a eutanasia em
periodos diferenciados: grupo 1 apds 24 h de infecgao,
o grupo 2 ap6s 48 h de infecgdo, grupo 3 no 15° dia de
infecgdo e grupo 4 no 30° dia de infecgo. O grupo 5, foi
o grupo controle, o qual ndao sofreu infec¢do. Foi
avaliado a producdo de IgG total ¢ isotipos de
imunoglobulinas através da analise dos soros dos
camundongos apés a coleta de sangue pelo plexo retro-
orbital. Foi avaliado também a transcri¢do génica de
IL4, IL10, IL12 e da proteina YMI apds a infecg¢do
experimental com 100 larvas, no periodo de 24 h, 48 h,
15 e 30 dias nos esplendcitos. A recuperagdo das larvas
de T. canis foi realizada através da técnica de digestao
tecidual do figado (XI & JIN, 1998).

Obtencdo de formas adultas de 7. canis e
histerectomia

Caes com idade entre quatro e oito semanas
foram tratados com pamoato de pirantel (15 mg/Kg)
para a eliminagdo nas fezes de formas adultas de T.
canis. Apos, foi feita a sexagem, identificagdo especifica
das formas adultas e histerectomia para coleta dos ovos.
Os ovos de T. canis foram incubados em formalina 2%,
a 28 °C, com umidade relativa acima de 80%, sob
aeragoOes diarias, durante 30 dias, até o embrionamento
dos ovos ¢ observada a motilidade das larvas no interior
dos ovos embrionados (L3) (AVILA ef al., 2012). Os
ovos foram mantidos sob refrigeragdo até o momento da
inoculagdo.

Extracao e cultivo de larvas de 7. canis

Uma parcela dos ovos embrionados foi lavada
em Solugdo salina fosfatada (PBS) e centrifugados em
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centrifuga 5804 R (Eppendorf™) por sete vezes a 1200
x g /5 minutos, para remogao da formalina. Em seguida
foi adicionado solucdo de hipoclorito de sodio 6% (PA),
durante 15 minutos para remog¢do das duas camadas
mais externas dos ovos, a camada proteica e quitinosa.
A seguir foram realizadas lavagens em PBS e
centrifugagcdes a 1200 x g/5 minutos até a remogao
completa do hipoclorito de sodio.

Posteriormente os ovos foram submetidos a
agitacdo manual em Erlenmeyer com pérolas de vidro e
meio RPMI-1640/MERCK (suplementado com HEPES
25mM, Glicose a 1%, penicilina 100 Ul/ml,
estreptomicina 100 pg/ml, ofloxacina 0,4 pg/ml e
fungizona 50 pg/ml) até o rompimento da camada mais
interna do ovo (camada lipidica) e a liberagdo das larvas
no meio. Estas foram concentradas através de aparelho
de Baermann modificado, colhidas em tubos estéreis e
cultivadas a 37 °C e 5-8% de CO, (DE SAVIGNY,
1975). O meio de cultivo das larvas foi trocado
semanalmente para manter a viabilidade das mesmas até
o momento da sua utilizagdo para a infecgdo dos
camundongos.

Obtencio do antigeno de Excrecio e Secrecio de 7.
canis (TES)

O antigeno de excrecdo e secregdo (TES) de
larvas de T. canis foi obtido segundo De Savigny (1975)
e De Savigny & Voller (1979), com algumas
modificagdes. As larvas foram cultivadas em meio
RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Brasil), sendo
realizadas trocas de meio durante o periodo de cultivo
destas e acrescido inibidor de protease (Phenyl-methyl-
sulphonyl-fluoride) 200mM (5pul/ml de meio coletado),
apos os sobrenadantes foram congelados a -20 °C em
tubos estéreis. Foi realizada dialise em agua destilada,
centrifugado a 4°C, a 12.000g, por 60min, e filtrado em
membrana Millipore de 0,22u. O antigeno sofreu o
processo de liofilizagdo e para sua quantificacdo
proteica o antigeno foi dissolvido em agua free, sua
concentragdo e pureza foram estimadas usando o kit
BCA (Pierce, Rockford, IL, EUA).

Avaliacdo da resposta imune humoral dos animais
experimentais

A avaliacdo dos niveis séricos de IgG totais
(anti-Toxocara) foram realizadas mediante ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA) utilizando como
antigeno o TES na concentragio de 1 pg / ml e diluigao
sérica do anticorpo primario de (1:50), conforme
descrito por Avila et al. (2011). Para o soro secundario,
soro anti-IgG total de camundongo conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich), foi utilizado a diluicao



1:5000 em PBS-T. As amostras de soro foram

examinadas individuais e em duplicata, a leitura
foi realizada no comprimento de onda de 492 nm.

Os isotipos avaliados foram: IgGl, IgG2a,
I1gG2b e IgG3, seguindo-se as recomendagdes do Mouse
Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (Sigma-
Aldrich). A concentragdo de antigeno usado na
sensibilizagdo e a dilui¢do do soro primario foi a mesma
utilizada para avaliagdo de IgG total. Cada amostra (pool
de soros) foi examinada em duplicata para obtengdo da
absorbancia média. Os anticorpos secundario, anticorpo
de cabra anti-IgGl, anti-IgG2a, anti IgG2b e IgG3
(Sigma-Aldrich) foram diluidos 1:2000 em PBS-T e
anticorpo de coelho anti-IgG de cabra conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich) foi diluido 1:4000 em PBS-
T. A leitura foi realizada no comprimento de onda de
492 nm.

Cultivo de esplendcitos e método quantitativo de
reacio em cadeia da polimerase (qPCR)

O cultivo de esplendcitos foi realizado a partir de
um pool de cinco bagos dos camundongos de cada
grupo. Os bagos foram removidos, macerados e os
esplenocitos obtidos foram suspensos em solucdo
balanceada de HANK’S (sem Ca e Mg). Ap0s, as células
foram centrifugadas e o pellet suspenso em solucdes de
lise (cloreto de amoénia a 0,8%), seguido de lavagem e
suspensao em RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Brasil)
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil). Foi realizado o cultivo de 2 10°
células por cavidade em placas de 24 pogos e incubagao
por 24 horas em uma atmosfera de 5% CO; a 37 °C.
Apos este periodo, as células foram estimuladas com
meio RPMI + Soro fetal bovino (10 %), Concavalina A
(5 ng/ml) e TES (10 pg/ml). Apds o cultivo, as células
foram coletadas em Trizol (SIGMA) a -70 °C. Foi
realizada a extragdo de RNA pelo método do TRIzol e
sintese de cDNA a partir de 400 ng/ul de mRNA,
conforme as instru¢des do fabricante (Applied
Biosystems). Para o método quantitativo de reagdo em
cadeia da polimerase (qPCR) foi utilizado para a
amplificagdo de segmentos dos genes de ILI2 (F:

AGCACCAGCTTCTTCATCAGG, R:
CCTTTCTGGTTACACCCCTCO), 1L4 (F:
CCAAGGTGCTTCGCATATTT, R:
ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT), YM1I (F:
CACAGGTCTGGCAATTCTTCTG, R:
TTTGTCCTTAGGAGGGCTTCCTCG), IL10 (F:
TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA, R:
ACAGGGGAGAAATCGATGACA) e p-actina (F:
AACGCCCTTCATTGAC, R:

TCCACGACATACTCAGCAC). As reacdes de qPCR
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foram realizadas com 1pL de cDNA, 5,0 uL. de SYBR
Green (Invitrogen), 0,25 puM de cada oligbmero
iniciador e 3,5uL de agua livre de RNase (Gibco-BRL),
em um volume total de 10 pL. As temperaturas
utilizadas foram as seguintes: desnaturacdo a 95 °C por
5 min, seguida de 40 ciclos com desnaturagdo a 95 °C
por 30 s, anelamento a 65 °C por 60 s e extensdo a 72 °C
por 60 s e extensao final a 72 °C por 5 min. A partir dos
valores de CycleThreshold (Ct) obtidos foi calculada a
variagdo das transcri¢des génicas através da comparacao
com a expressdo de B-actina (controle). O método 2-(44H
foi utilizado para quantificacdo relativa da transcricao
génica entre as amostras (LIVAK & SCHMITTGEN,
2001).

Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada através do software
Past 1.0.0. Utilizou-se o teste Shapiro-Wilk para
verificagdo da normalidade dos dados. Dados que nao
apresentaram distribui¢do normal, foram transformados
em logaritmo de base 10. Apds andlise de variancia
(ANOVA), os dados passaram por teste de Tukey para
comparagdo das médias. Foi atribuida significancia de
p<0,05. Os graficos foram realizados pelo programa
Graphpad Prims 7.0 (Graphpad Software Inc; San
Diego, CA, EUA.).

3. RESULTADOS

Por meio da técnica de digestdo tecidual foi
possivel confirmar a infecgdo experimental quando
avaliado a fase aguda da infec¢do pelo 7. canis.
Obtivemos uma média de recuperagdo de 10 larvas no
grupo de 24h e de uma média de 20 larvas no grupo de
48h. Apos esse periodo ndo foi possivel a recuperagdo
de lavas no figado. Nos animais infectados com larvas
de T. canis ap0s a soroconversdo foi avaliado a dindmica
de producdo de IgG sérica total, sendo possivel
confirmar a infeccdo pelo 7. canis durante a fase
cronica. Os isotipos de IgG’s também foram avaliados
através do ELISA indireto. Foi possivel detectar
presenca de anticorpos especificos no grupo de 15 dias
pi e no grupo de 30 dias p.i, se diferenciando
estatisticamente do grupo controle. Os niveis de
absorbancias detectadas foram de 0,915 no 15° dia e
1,116 no 30° dia de infecgao (figura 1).

Fig. 1
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Figura 1 — Dinamica do nivel médio sérico de IgG total anti-T. canis
obtidos nos soros individuais pelos grupos infectados com larvas de T.
canis e PBS (grupo controle), utilizando placas sensibilizadas com o
antigeno TES. Os dados representam a média + SEM. Andlise
estatistica entre os grupos foi realizado através do teste de Tukey,
letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05).

Na andlise dos isotipos de imunoglobulinas
presentes nos soros de camundongos avaliados
infectados com larvas de T. canis, pode-se observar que
nos periodos de 15 e 30 dias de infecgdo, os quatro
isotipos avaliados, IgGl, IgG2a, 1gG2b e IgG3, se
diferenciaram estatisticamente entre si ¢ do grupo
controle. A imunoglobulina IgG1 foi a que apresentou
maiores niveis detectados em ambos os periodos (figura
2). Arazdo de IgG2a/IgG1 obtidano 15° dia foi de 0,320
e no 30° dia foi de 0,409.

Fig.2
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Figura 2- Niveis dos isotipos IgG1 (A), IgG2a (B), IgG2b (C) e 1gG3
(D) obtidos através de pools de soros pelos grupos infectados com
larvas de 7. canis ¢ PBS (grupo controle), utilizando placas
sensibilizadas com o antigeno TES. Os dados representam a média +
SEM. Anilise estatistica entre os grupos foi realizado através do teste
de Tukey, letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05).
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Através do qPCR foram avaliados os niveis de
transcricdo génica produzidos nos esplenocitos apds
infeccao com larvas de 7. canis (figura 3) nos periodos
de 24 h, 48 h, 15 dias e 30 dias de infecgdo. Detectou-se
niveis de transcricdo gé€nica para /L4 homogénea para
todos os periodos avaliados, obtendo transcri¢des
proximas a 2 vezes em 24h e 48h, e proximas a 4 vezes
no 15° e 30° dia de infec¢do. Observou-se que a
transcrigdo  génica de  [LI0  diferenciou-se
estatisticamente dos outros grupos no periodo de 24 h de
infeccao (superior a 30 vezes). A transcrigdo deste gene
apresentou niveis aumentados durante a fase inicial,
com transcri¢do relativa superior a 16 vezes, diminuicao
no 15° e 30° dia apds a infec¢do, chegando a niveis de
transcricdo relativa proximas a 5 vezes e 6 vezes,
respectivamente. O nivel de transcrigdo génica do gene
YM1 foi aumentando ao longo do periodo, sendo no de
infecgdo, entre o periodo de 24 h e ao 30° dia, sendo no
30° dia de infec¢do houve diferenga em relagdo aos
demais periodos com nivel de transcricdo relativa
proxima a 9 vezes. Ja a transcricdo génica obtida
referente ao gene /L2 embora que a niveis basais nos
grupos avaliados, se diferenciou estatisticamente dos
outros grupos no 30° dia de infec¢ao.
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Figura 3- Transcri¢do génica do mRNA de /L-4 (A), IL-10 (B), IL-12 (C)
e YMI (D) em esplendcitos estimulados com a proteina TES avaliados 24
h, 48 h, 15 dias e 30 dias ap6s infec¢do experimental com 100 larvas. Os
valores para os genes foram calculados a partir dos valores do ciclo limiar
(Ct) normalizados para os valores de Ct obtidos a partir de animais do
grupo controle. Os resultados foram expressos como média + erro padrao.

Letras diferentes
(p<0,05).

indicam diferenga estatisticamente

4. DISCUSSAO

significativa



Com base nos resultados apresentados
podemos inferir que a infec¢do experimental foi
bem sucedida, apresentando através do teste de ELISA,
niveis de anticorpos anti-Toxocara da classe IgG
aumentados, mantendo-se elevados ao longo do
experimento até o 30° dia p.i. Através da recuperagdo de
larvas obteve-se uma taxa de recuperagdo de
aproximadamente 10% e 20% no figado dos animais
infectados, no periodo de 24 h e 48 h p.i, respectivamente.
Ap6s esse periodo ndo foi possivel a recuperagio de lavas
nesse 0rgdo, estando de acordo com o que esta presente na
literatura, onde as larvas chegam ao figado 24 h apds a
infec¢do, e posteriormente, através da circulagdo, as larvas
migram para o coragdo e pulmdes do hospedeiro
(GLICKMAN; SCHANTZ, 1981). Assim como foi
detectado em outros estudos, as larvas se apresentam em
maior numero no tecido hepatico no periodo de 44-48
horas poés-inoculagdo (OSHIMA, 1961; NUNES &
OGASSAWARA et al., 1997).

As subclasses de IgG induzidas apoés a infecgdo sdo
um indicador indireto da contribuicdo relativa de
citocinas do tipo Th2 e do tipo Th1l. Em camundongos,
a produgdo de anticorpos do tipo IgGl e IgG2b ¢
primeiramente induzida por citocinas do tipo Th2,
enquanto a producgdo de anticorpos do tipo IgG2a ¢ um
reflexo do envolvimento de citocinas do tipo Thl
(FERNANDEZ-PEREZ et al., 2003; JEGERLEHNER
et al. 2007). Ao avaliar as subclasses apos infeccdo com
100 larvas de 7. canmis, o isotipo IgGl foi o que
apresentou maiores niveis, tanto no periodo de 15 dias,
quanto no periodo de 30 dias apds a infecgdo. Esse perfil
de resposta ja foi relatada em outros estudos, na maioria
utilizando ovos embrionados de 7. canis como modelo
de infeccdo, sendo entdo a infeccdo com larvas marcada
também pela maior produgdo do isotipo de
imunoglobulina I[gG1 (MUALLEM & HUNTER 2014;
GAZZINELLI-GUIMARAES et al, 2018), sendo
considerada a principal representante dos marcadores de
infecgdo por 7. canis (NOVAK et al., 2017).

Para verificar se houve alteragdo no perfil de
resposta, foi calculada a razdo de IgG2a/lgGl.
Observamos um aumento da razdo com 30 dias de
infeccdo, sendo que se manteve o mesmo perfil de
resposta, sugerindo, assim como em outros estudos, que
a infec¢do pelo 7. canis ativa uma resposta
predominantemente Th2 durante a migra¢ao de larvas
nos tecidos (FAN et al.,2003; MUALLEM & HUNTER
2014). No presente estudo identificou-se que a produgdo
de imunoglobulinas dos subtipos IgG1, IgG2a, IgG2b e
IgG3 foi apenas significativa a partir dos 15 dias apos a
infecgdo, pois € necessario a presenga de citocinas para
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ocorrer a troca de classe dos linfocitos B. Os isotipos das
imunoglobulinas sdo gerados apos troca de classe e
maturagdo da resposta de anticorpos, portanto, eles
participam predominantemente na resposta imune
secundaria (ZAIA et al., 2015). Durante a infec¢do as
respostas polarizadas do tipo Th2 promovem a troca da
classe dos linfocitos B para IgE e IgG1. A sinalizagdo de
IL4, ¢ as interagdoes de linfocitos T ¢ B mediam a
produgdo de ambos os isotipos (GOMEZ, 2019; RUIZ-
MANZANO et al. 2019).

Em contrapartida, em infecgdes por helmintos em
geral uma combinag@o de resposta imune Thl e Th2,
muitas vezes € necessaria para uma resolugdo adequada
da infec¢do. Citocinas Th2 modulam uma excessiva
reacdo inflamatoria protegendo o hospedeiro nao
somente da infeccdo, mas dos danos causados pela
irrestrita  inflama¢do mediada por células Thl
(MAIZELS & YAZDANBAKHSH, 2003). Neste
estudo, apesar da resposta Th2 tenha se apresentado
predominante com niveis aumentados de IgG1 e niveis
de IgG2b, foram detectadas também imunoglobulinas
IgG2a e IgG3, sugerindo que tanto a resposta Th2,
quanto a resposta Thl foram ativadas. Esses achados
foram relatados também no estudo de Cuéllar et al. 2001
e Fan et al. (2003) durante a avaliacdo da infec¢ao
experimental com 7. canis. Os niveis de IgG1 podem ter
se apresentado em maior niveis pelo fato que em
camundongos a andlise da subclasse IgG1 apresenta-se
significativamente elevada até mesmo com uma
intensidade de infeccdo mais branda, o que ndo ocorre
com a subclasse IgG2a, a qual apresenta-se elevada
somente com uma infeccdo mais intensa (PINELLI et
al., 2007).

O perfil de citocinas produzidas frente a
apresentacdo do antigeno estd relacionado com a
produ¢do de subclasses de imunoglobulinas
(FERNANDEZ-PEREZ et al., 2003). Sugere-se que os
niveis de transcricdo do gene que codifica para /L4
sejam  responsaveis  pela  diferenciacdio  da
imunoglobulina IgGl, pois em camundongos, a
secre¢do de /L4 promove a producdo de IgG1, enquanto
IFN-y eleva a produgdo de IgG2a (ROSTAMIAN et al.,
2015). Nao avaliamos IFN-y neste estudo, porém ter
sido através desse gene que os niveis de IgG2a
apresentou-se estatisticamente significativo, apesar de
que alguns pesquisadores observaram reducdo na
expressdo de IFN-y durante infecgdo por T. canis, em
macréfagos (KURODA et al, 2001), no soro
(PILARCZYK et al., 2008) e nos esplendcitos de
camundongos (AVILA et al. 2016). A ativagio e a
supressdo de células envolvidas na resposta imune



ocorrem parelalamente e dependem das

citocinas que seram secretadas, as quais variam
conforme o nimero de formas parasitarias, o tempo de
infecgdo e o sistema imune do hospedeiro (NAGY et al.,
2012). Podendo auxiliar a explicar as diferengas
encontradas na expressdo de citocinas em diferentes
modelos experimentais infectados por T. canis
(PINELLI et al., 2007b, HAMILTON et al., 2008,
VALLI et al., 2010).

Os niveis de transcri¢gdo génica para /L/2, que
também esta envolvido da diferenciacdo da IgG2a, se
mantiveram em niveis basais nos esplenocitos durante
os periodos avaliados. Sugere-se que a expressao de /L4,
que esta associada a infec¢do por helmintos, como o T.
canis, tenha exercido importante papel na diminuigdo da
producdo de IL12 (LOGAN et al., 2018). Estudos
indicam que esse ¢ um mecanismo de sobrevivéncia do
T. canis, na medida em que o 7. canis modula a
expressao do mRNA das citocinas em camundongos
infectados experimentalmente, levando principalmente
a diminui¢do dos niveis de /L 12 no hospedeiro infectado
(KURODA et al., 2001; FRANTZ et al., 2010;
HAMILTON et al., 2008; AVILA et al., 2016).

A analise das citocinas supde um aumento de
linfécitos Th2, com uma elevada expressdo da citocina
114, além de linfocitos Treg, com detecg¢do de IL10 em
niveis consideraveis. Essas citocinas detectadas também
apresentaram niveis estatisticamente significativos em
outros estudos, quando avaliaram as células pulmonares
(PINELLI et al., 2007; FRANTZ et al., 2010), o baco e
soro (RUIZ-MANZANO et al., 2019) de animais
experimentalmente infectados com 7. canis.

A inibig¢do de transcri¢ao de /L12 nos sugere ter
ocorrido devido a capacidade de imunomodulagdo do 7.
canis, levando a supressdo da resposta Thl. O trabalho
de Dlugosz et al. (2015) também sugere que a resposta
Thl foi inibida, juntamente com a Th17, detectando /L5,
IL6 e TGF-f em quantidades significativamente
menores nos esplendcitos dos animais infectados. Esse
mecanismo de imunomodulagdo do 7. canis pode ser
explicado pelo fato deste induzir o sistema imunolégico
do hospedeiro a produzir a /L4, ativando macréfagos de
maneiras distintas dos macroéfagos expostos as citocinas
Thl. Esses macrofagos chamados alternativamente
ativados exibem um receptor de manose e de /L4Ra em
suas membranas externas e produzem algumas
moléculas tinicas como arginasel, RELMa, YMI e
algumas quitinases (GORDON & MARTINEZ, 2010;
LIU et al, 2015; KIMURA et al, 2016), mostrando que
RELMa e YMI exercem junto com a resposta Th2
reduzindo a carga parasitaria. Além disso, as proteinas
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produzidas por macrofagos alternativamente ativados
também tém papel importante na quimiotaxia de
eosindfilos, remodelamento tecidual e producdo de
fibrose (ZHU et al., 2004). Embora produzam pouca
IL12, o que justifica os niveis basais deste gene no nosso
estudo, os macrofagos alternativamente ativados podem
tornar a ILI0, TGF-f e outros fatores
imunomoduladores notéaveis por limitar a inflamagao do
tipo Th1 (JOHNSTON et al.,2010; DAVIS et al., 2013).

Através da predominancia de resposta Th2
gerado nos esplenocitos, pela presenga de /L4, pode-se
sugerir que resultou na ativagdo dos macrofagos (M2).
Sendo estes macrofagos importantes no processo de
reparo tecidual e resolucéo de inflamagédo gerada pelo T.
canis, efetivos na resposta imune protetora contra
nematddeos  gastrintestinais bem  como  na
imunopatologia  associadas a estas infecgdes
(MARTINEZ, et al. 2014). Embora a expressdao do YM1
ndo seja estudada na mesma frequéncia que as demais
citocinas, sua importancia precisa ser avaliada durante
infecgdo experimental por 7. canis, pois esta associada
a infecgdes por helmintos e respostas imunes do tipo 2
(MUALLEM & HUNTER, 2014). Baseado nisso, Faz-
Lopez et al. (2019) avaliaram a ag8o dos macrofagos
ativados via /L4, devido a infec¢do por T. canis, e
concluiram que os macréfagos t€m um papel importante
na mediagdo da protecdo contra inflamagdo excessiva e
tém sido associados ao reparo tecidual no pulmao, com
expressio de Argl, FIZZI ¢ YM1 (FAZ-LOPEZ et al.,
2019).

Originalmente, encontramos na literatura YM1
como genes de macrofagos altamente expressos em um
modelo de infec¢do por Brugia malay (FALCONE et
al., 2001; LOKE et al, 2002), em Litomosoides
sigmodontis e Nippostrongylus brasiliensis (NAIR et
al., 2005) e Trichinella spiralis (CHANG et al. 2001).
No estudo de Sutherland et al. (2018), foi observado que
embora dependente da sinaliza¢do de /L4 durante uma
resposta do tipo 2, o YMI também tem padroes de
expressao independentes dessa citocina no pulmao,
através da molécula efetora RELMa. Justificando em
nosso estudo, que mesmo com niveis de transcri¢des de
1L4 pouco expressivos na infecgao, houve transcri¢do do
gene nos esplendcitos de camundongos infectados com
larvas. Os autores concluiram ainda que YM tem efeitos
opostos na imunidade do tipo 2 durante a infec¢ao por
nematddeos, dependendo se ela é expressa no momento
de respostas inatas ou adaptativas. Durante a migracao
de Nippostrongylus brasiliensis no pulmao, YM]I
promoveu a resposta reparativa, mas uma vez que a
resposta foi estabelecida, YM/ dependente de /L4Ra foi



importante para limitar a magnitude da

produgdo de citocinas tipo 2 tanto de linfécitos
T CD4+ quanto de células linfoides inatas no pulmao,
justificando a detec¢do em nosso estudo deste gene tanto
na fase aguda quanto na fase cronica. Baseado nestas
observacdes acredita-se que YMI exerce papel
importante na modulag@o tipo 2 (Th2) mediada pelo T.
canis.

5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos pelas imunoglobulinas
podemos inferir que a infec¢do com 100 larvas L3 de T.
canis em camundongos BALB/c gerou a ativagdo de
resposta imune predominantemente Th2 durante o
periodo analisado da infec¢do experimental. Durante a
infecgdo experimental de 7. canis, foi detectado niveis
de transcricdo génica de IL4, estando presente em
maiores niveis durante a infec¢do cronica. Também
houve ativagdo de uma resposta imune regulatoria com
a presenca de niveis de transcricdo de [LI0,
apresentando transcrigoes elevadas na fase aguda da
infeccdo com 7. canis. Detectamos a supressio da
transcricdo de /L12 em todos os periodos avaliados.
Sugere-se ter sido esses os fatores importantes para a
ativacao de células do sistema imune, como por exemplo
diferenciacdo de macrofagos alternativamente ativados
e por consequéncia a transcri¢do de niveis detectaveis do
gene YM1 nos esplendcitos. E possivel, por estar
presente em niveis expressivos na fase aguda e cronica
na infeccdo por 7. canis, que o YMI exerga papel
importante na modulacdo tipo 2 (Th2) mediada pelo T.
canis.
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RESUMO

O nematddeo Toxocara canis ¢ um paraisto
que completa seu ciclo biolégico no intestino
delgado de caes. Dentre os helmintos intestinais
mais encontrados, o 7. canis se destaca.
Responsavel por causar a enfermidade conhecida
como Toxocariase, uma importante zoonose,
sendo considerada como a mais prevalente
helmintiase humana em paises industrializados. O
objetivo do trabalho foi avaliar a resposta imune,
através da analise da transcricdo relativa dos
genes /L4, IL10, IL12 e da proteina YMI nos
nédulos linfoides mesentéricos durante a infecgéo
experimental com 7. canis. Por meio do PCR em
tempo real (QPCR) foi avaliado os niveis de /L4,
IL10, IL12 e YMI transcritos nos nodulos
linfoides mesentéricos dos camundongos apos o
periodo de 24 h, 48 h, 15 e 30 dias de infec¢ao
com 100 larvas de 7. canis. Ao avaliar a
transcri¢do relativa dos genes, detectou-se niveis
significativos (p<0,05) e expressivos de /L4, IL10),
IL12 e YMI nos nddulos linfoides mesentéricos.
Sugerimos que houve a ativa¢ao de uma resposta
predominantemente Th2 nesse tecido, com niveis
significativos de transcricdo dos genes na fase
aguda da infeccdo pelo 7. canis. Houve uma
transcricdo significativa (p<0,05) de /L12 durante
a fase aguda e uma supressdo deste gene durante
a fase crénica nos nddulos linfaticos
mesentéricos, sugerindo que ocorreu inicialmente
também uma ativagao de resposta Th1 neste rgao
que foi suprimida durante a infec¢do cronica.
Necessario mais estudo para confirmar e
identificar mecanismos imunol6gicos envolvidos
na resposta imune nos nodulos linfoides
mesentéricos. Concluimos que a ativagdo da
resposta predominantemente Th2 e a resposta
regulatdria através da /L]0, sugerem que ocorreu
diferenciag¢do das células do sistema imune dos
animais experimentais em  macrofagos
alternativamente  ativados (M2), e por
consequéncia a  transcricdo de  niveis
significativos (p<0,05) do gene YM neste 6rgdo.

PALAVRAS-CHAVE: Toxocara canis; IL4;
IL10; IL12; YMI; Nodulos Linfoides
Mesentéricos.
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ABSTRACT

The nematode Toxocara canis is a paradise
that completes its biological cycle in the small
intestine of dogs. Among the most common
intestinal  helminths, 7. canis stands out.
Responsible for causing the disease known as
Toxocariasis, an important zoonosis, being
considered the most prevalent human helminthiasis
in industrialized countries. The objective of the
work was to evaluate the immune response, through
the analysis of the relative transcription of IL4, IL10),
IL12 and YMI protein in mesenteric lymphoid
nodules during experimental infection with 7. canis.
Using real-time PCR (qPCR), the levels of /L4,
IL10, IL12 and YM] transcribed in the mesenteric
lymphoid nodules of the mice after the period of 24
h, 48 h, 15 and 30 days of infection with 100 T
larvae were evaluated. kennels. When evaluating
the relative transcription of genes, significant (p
<0.05) and expressive levels of /L4, IL10, IL12 and
YM1 were detected in the mesenteric lymphoid
nodules. We suggest that a predominantly Th2
response was activated in this tissue, with
significant levels of gene transcription in the acute
phase of T canis infection. There was a significant
transcription (p <0.05) of IL12 during the acute
phase and one suppression of this gene during the
chronic phase in the mesenteric lymph nodes,
suggesting that an activation of the Thl response in
this organ initially occurred, which was suppressed
during chronic infection. Further study is needed to
confirm and identify immunological mechanisms
involved in the immune response in mesenteric
lymphoid nodules. We conclude that the activation
of the predominantly Th2 response and the
regulatory response through /L0, suggest that
differentiation of the cells of the immune system of
the experimental animals occurred in alternatively
activated macrophages (M2), and consequently the
transcription of significant levels (p <0.05 ) of the
YM1 gene in this organ.

KEYWORDS: Toxocara canis; IL4, IL10; IL12;
YM1; Mesenteric Lymphoid Nodules.

1. INTRODUCAO

Os helmintos estdo entre os agentes
infecciosos mais comuns em caes



(FANKHAUSER et al., 2016) e, dentre os
helmintos intestinais mais encontrados, destaca-se
o Toxocara canis, também causador de zoonose
(FERREIRA et al., 2016).

Uma resposta imune tipo Th2 com produgao
de citocinas /L4, IL10 e ILI3, mobilizacdo de
eosindfilo, acimulo de mastocitos e produgdo de
IgE ¢ montada na tentativa do hospedeiro em
expelir os helmintos (CORTES et al., 2017).
Helmintos, como todo patégeno, provocam uma
gama de resposta imune em seus hospedeiros, que
¢ determinada pela interagdo parasito-hospedeiro.
O organismo hospedeiro analisa rapidamente a
ameaca, ativando o mecanismo apropriado para a
situagdo, no caso de agentes infecciosos, mobiliza
as células linfoides tipo 2 (ILC2) caso as respostas
imunes inatas sejam insuficientes (GAUSE et al.,
2013). A resposta imune Th2 est4 associada a um
grupo de células imune inatas, como basofilos,
eosinoéfilos, mastocitos, macrofagos ativados e um
grupo inato de células linfoides Th2 que
funcionam como mediadores da resposta
adaptativa (PULENDRAN; ARTIS, 2012;
WILLS-KARP; FINKELMAN, 2011). Os
antigenos de helmintos s3o apresentados as
células TCD4+ nos linfonodos mesentéricos e
outros tecidos linfoides associados ao intestino,
induzindo a diferenciacdo em células Th2 e a
produgdo das citocinas. As células Th2 migram
para a submucosa e ocorre um infiltrado de
neutrofilos e macrofagos ativados, que podem
danificar as larvas. Além disso, a citocina /L4
pode provocar a expulsdo dos helmintos adultos
do intestino (ANTHONY et al., 2007). O objetivo
deste trabalho foi avaliar a resposta imune
presente nos nodulos linfoides mesentéricos
durante a infec¢@o por T. canis em camundongos
Balb/c.

2. MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 50 camundongos Balb/c,
fémeas, com 28 dias, provindas do Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL). Os animais foram mantidos sob
temperatura controlada 22 °C (£ 2 °C) e ciclo de
iluminagdo claro-escuro (12 horas), tendo ragdo
(sem adicao de antibioticos e antifungicos) e agua
a disposicdo. Este estudo foi aprovado pelo
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Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas (CEEA - 4840).

Delineamento experimental

A infecgdo experimental foi realizada
pela administragao oral de 100 larvas de T. canis,
por camundongo. O método de infec¢do foi
através da sonda intragastrica (AVILA et al.,
2012). Cinco grupos, contendo 10 camundongos
cada foram infectados. Os grupos experimentais
foram submetidos a eutanasia em tempos
diferenciados: grupo 1 apds 24 h de infecgdo, o
grupo 2 apods 48 h de infeccdo, grupo 3 no 15° dia
de infecc¢do e grupo 4 no 30° dia de infec¢do. O
grupo 5, foi o grupo controle, o qual ndo sofreu
infeccdo. Foi realizada a técnica de digestdo
tecidual do figado de cada animal para
recuperagdo das larvas de 7. canis (XI & JIN,
1998).

Obtencdo de formas adultas de 7. canis e
histerectomia

Caes com idade entre quatro e oito
semanas foram tratados com pamoato de pirantel
(15 mg/Kg) para a climinagdo de formas adultas
de T. canis. Apds, foi feita a sexagem,
identificagdo especifica das formas adultas e
histerectomia para coleta dos ovos. Os ovos de T.
canis apo6s coletados foram incubados em
formalina 2%, a 28 °C, com umidade relativa
acima de 80%, sob aeragdes diarias, durante 30
dias, até o desenvolvimento das larvas ao estagio
infectante (L3). Apos, foi observada a motilidade
das larvas no interior dos ovos embrionados
(AVILA et al., 2012).

Extracao e cultivo de larvas de T. canis

Ovos embrionados foram lavados em
Solugdo tampao de fosfato (PBS) e centrifugados
por sete vezes a 1200g/5 minutos, para remogao
da formalina. Em seguida foi adicionado solugao
de hipoclorito de sédio 6% (PA), durante 15
minutos para remocdo das duas camadas mais
externas dos ovos, a camada proteica e quitinosa.
A seguir foram realizadas lavagens em PBS e
centrifugagdes a 1200g/5 minutos até a remogdo
completa do hipoclorito de sodio.

O centrifugado de ovos foi submetido a
agitagdo manual em Erlenmeyer com pérolas de
vidro e meio RPMI-1640/MERCK (suplementado



com HEPES 25mM, Glicose a 1%, penicilina 100
Ul/ml, estreptomicina 100 pg/ml, ofloxacina 0,4
pg/ml e fungizona 50 pg/ml) até o rompimento da
camada mais interna do ovo (camada lipidica) e a
liberacdo das larvas no meio. Estas foram
concentradas através de aparelho de Baermann
modificado, colhidas em tubos estéreis e
cultivadas a 37 °C e em atmosfera contendo 5-8%
de CO, (DE SAVIGNY, 1975). O meio de cultivo
das larvas foi trocado semanalmente para manter
a viabilidade das mesmas at¢ o momento da
infec¢do dos camundongos.

Nodulos linfoides mesentéricos

Apos a eutanasia dos animais os nodulos
linfoides mesentéricos, localizados entre os
folhetos do mesentério do duodeno ao reto foram
coletados dos animais. Os 6rgios foram lavados
em PBS e macerados. As células foram coletadas
e suspensas em solugdo de HANK’S, apds os
pellet’s de células foram dissolvidos e congelados
em Trizol. Foi realizada a extragdo de RNA pelo
método do TRIzol e sintese de cDNA a partir de
400 ng/pL. de mRNA, conforme as instrugdes do
fabricante (Applied Biosystems).

Método quantitativo de reacio em cadeia da
polimerase (qPCR)

Utilizou-se do método quantitativo de reagdo
em cadeia da polimerase (qPCR) para a
amplificagcdo de segmentos dos genes de IL12 (F:

AGCACCAGCTTCTTCATCAGG, R:
CCTTTCTGGTTACACCCCTCC), IL4 (F:
CCAAGGTGCTTCGCATATTT, R:
ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT), YMI (F:
CACAGGTCTGGCAATTCTTCTG, R:

TTTGTCCTTAGGAGGGCTTCCTCG), IL10
(F:  TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA, R:
ACAGGGGAGAAATCGATGACA) e f-actina
(F: AACGCCCTTCATTGAC, R:
TCCACGACATACTCAGCAC). As reagdes de
gPCR foram realizadas com 1uL de cDNA, 5,0
pL de SYBR Green (Invitrogen), 0,25 uM de cada
oligdmero iniciador e 3,5ul. de agua livre de
RNase (Gibco-BRL), em um volume total de 10
pL. As temperaturas utilizadas foram as
seguintes: desnaturagdo a 95 °C por 5 min,
seguida de 40 ciclos com desnaturagéo a 95 °C por
30 s, anelamento a 65 °C por 60 s e extensdo a 72
°C por 60 s e extensdo final a 72 °C por 5 min. A
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partir dos valores de CycleThreshold (Ct) obtidos
foi calculada a variagdo das transcrigdes génicas
através da comparagdo com a expressdo de f-
actina (controle). O método 242 foi utilizado
para quantifica¢do relativa de expressdo génica
entre as amostras (LIVAK & SCHMITTGEN,
2001).

Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada através do
software Past 1.0.0. Utilizou-se o teste Shapiro-
Wilk para verificagdo da normalidade dos dados.
Dados que nao apresentaram distribuicdo normal,
foram transformados em logaritmo de base 10.
Apo6s andlise de variancia (ANOVA), os dados
passaram por teste de Tukey para comparagao das
médias. Foi atribuida significancia de p<0,05. Os
graficos foram realizados pelo programa
Graphpad Prims 7.0 (Graphpad Software Inc; San
Diego, CA, EUA.).

3. RESULTADOS

Por meio da técnica de digestdo tecidual foi
possivel confirmar a infecgdo experimental
quando avaliado a fase aguda da infecgdo pelo 7.
canis. Obtivemos uma média de recuperagdo de
10 larvas no grupo de 24h e de uma média de 20
larvas no grupo de 48h. Apds esse periodo néo foi
possivel a recuperagdo de lavas no figado. Nos
animais infectados com larvas de 7. canis apos a
soroconversao foi avaliado a dindmica de
producdo de IgG sérica total, sendo possivel
confirmar a infec¢do pelo 7. canis durante a fase
cronica (dados ndo mostrados). Através do gPCR
foram avaliados os niveis de transcri¢gdo gé€nica
produzidos nos nédulos linfoides mesentéricos
(figura 1) apos infecgdo com 100 larvas de T.
canis nos grupos experimentais (periodo de 24 h,
48 h, 15 dias e 30 dias de infecg@o). As citocinas
avaliadas foram /L4, IL10, IL12 e a proteina YM1.
Nos nédulos linfaticos mesentéricos os niveis de
transcrigdo génica relativa foram altamente
observados. O gene /L4 foi transcrito em niveis
significativos em todos os periodos avaliados, 24
h, 48 h, 15° dia e 30° dia de infecg¢do. Apresentou
uma transcrigdo relativa de 65 vezes no grupo de
24 h de infeccdo, se destacando estatisticamente
dos demais grupos (p<0,05). Analisando os outros
periodos, podemos perceber um declinio dos
niveis de transcricdo deste gene ao longo da



infeccdo, embora com transcri¢des relativas em
niveis altos durante a infec¢do cronica. A
transcricdo do gene [LI0 apresentou-se em
maiores niveis (p<0,05) no periodo de 24 h de
infeccdo, com  transcrigdo  relativa  de
aproximadamente 12 vezes, e esse nivel foi
diminuindo entre os periodos avaliados, chegando
no 30° dia de infecgdo (fase cronica) com
transcrigdo relativa proxima a 3 vezes. Avaliando
a transcricdo do YMI nos nodulos linfoides
mesentéricos percebemos que durante a fase
aguda foi o periodo com maiores niveis de
transcricdo desta proteina, o qual o periodo de 48
h de infec¢do foi o que se diferenciou
estatisticamente  (p<0,05), com transcrigdo
relativa proxima a 76 vezes, havendo uma
diminuicdo dos niveis de transcrigdo na fase
cronica, chegando no 30° dia de infec¢do com
transcricdo relativa proxima a 16 vezes.
Avaliando a transcri¢do génica de /L2 ¢ possivel
notar uma supressdo significativa do gene neste
orgdo, o qual apresentou uma transcri¢ao relativa
com niveis superiores aos outros genes avaliados
no periodo de 48 h. Sendo que nos periodos do
15° e 30° dia de infecgdo (fase cronica) a
transcrigdo relativa para esse gene ficou em niveis
basais.
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Figura 1- Expressdo relativa do mRNA de /L4, IL10, IL12 e YM1 em
nddulos linfoides mesentéricos avaliados 24 h, 48 h, 15 e 30 dias
do experimento. Os valores para os genes foram calculados a
partir dos valores do ciclo limiar (Ct) normalizados para os
valores de Ct obtidos a partir de animais do grupo controle. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo. Letras
diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa

(p<0,05).

4. DISCUSSAO
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Com os dados obtidos nos nodulos linfoides
mesentéricos dos animais infectados supde-se um
aumento de linfocitos Th2 durante a infeccdo
experimental, com expressdo da citocina /L4,
além de linfocitos Treg, com a deteccdo de IL10
em niveis consideraveis. As citocinas detectadas
neste estudo também apresentaram niveis
estatisticamente significativos em outroS, quando
avaliaram as células pulmonares (PINELLI ef al.,
2007; FRANTZ et al., 2010), o bago e soro
(RUIZ-MANZANO et al., 2019) de animais
infectados com 7. canis. Sabemos que a infec¢do
por nematodeos gastrintestinais, no geral, além de
induzir eosinofilia, aumento nos niveis séricos de
Igg e IgGl, e mastocitose no hospedeiro
(URBAN et al, 1992; ALLEN e MAIZELS,
1996; FINKELMAN et al., 1997, ONAH &
NAWA, 2000), podem ativar a resposta imune
controlada por linfocitos Th2, que sdo linfocitos T
que expressam o determinante antigénico CD4 na
superficie celular e que secretam, principalmente,
as citocinas /L4, IL5, IL9, IL10 (esta, podendo ser
também produzida por células Thl e T
regulatorias). A indugao da resposta imune do tipo
2 tem sido associada ao desenvolvimento de
prote¢do em alguns modelos experimentais de
infeccdo  por nematddeos  gastrintestinais
(ANTHONY et al, 2007; FINKELMAN et al,
2004), mas também esta relacionada a algumas
conseqiiéncias patoldgicas destas parasitoses
(POWEL et al.,, 2010; SILVEIRA et al., 2002).

Porém essas citocinas ndo atuam
diretamente nos parasitos, possiveis mecanismos
imunoldgicos induzidos pela produgdo de /L4 e
ativacdo de [L4R/STAT6 podem ser os
responsaveis pela protecdo do hospedeiro contra
infecgcdes por nematddeos. Apesar de possiveis
diferencas no mecanismo de controle das
diferentes espécies de nematodeos, o aumento da
produgdo de /L4 estimulam a multiplicagdo e
diferenciacdo Th2, mastocitos e células
caliciformes, que irdo produzir quimiocinas e
citocinas, como eotaxina (CCL11) e ILS,
responsaveis pela diferenciagdo e migracdo de
eosindfilos para o sitio da infec¢do (CARA et al.,
2000). Além destas células, estudos tém
demonstrado a participagdo de macrofagos
alternativamente ativados na resposta alérgica e
infecgdes helminticas, sendo que a ativagdo deste



tipo celular é induzida por citocinas Th2, como
1L4 (GORDON, 2003).

Helmintos tem a capacidade de induzir uma
variedade de mecanismos regulatérios com
objetivo de impedir a sua eliminagdo pelo
hospedeiro e permitir a sobrevivéncia em longo
prazo. A resposta do hospedeiro desenvolvida
pela presenca de helmintos também inclui a
ativagdo de macrofagos alternativamente ativados
(M2) (TERRAZAS et al., 2017). Além dos M1
(macréfagos classicamente ativados) e M2
distinguirem na producdo de citocinas e
quimiocinas, sdo diferenciados também na
expressao de marcadores celulares (BENOIT;
DESNUES; MEGE, 2008). Os macrofagos do
perfil M1 expressam marcadores como, iNOS,
CXCL10 (MARTINEZ; HELMING; GORDON,
2009; YANG et al., 2016). Ja os macrofagos do
perfil M2 expressam arginase-1, FIZZ-1 ¢ YM1
(NAIR et al, 2009; NAIR; COCHRANE;
ALLEN, 2003; RAES et al., 2002).

O fenoétipo dos macrofagos ¢ determinado
pelo ambiente imune local e com os resultados
obtidos das transcri¢des da citocinas e da proteina
YMI mnos nddulos linfoides mesentéricos
acreditamos que houve a diferenciagdo dos
macréfagos em macrofagos M2 durante a
infecgdo por T canis. ZHAO et al. (2008)
demonstraram que a infec¢do de camundongos
por  Nippostrongylus  brasiliensis  provoca
aumento da infiltracdo de macrofagos no
intestino, sendo que a maioria destas células
apresentou perfil de macrofagos alternativamente
ativados. Estes macrofagos podem mediar efeitos
diretos sobre helmintos intestinais, através da
produgdo de proteinas pertencentes a familia Fizz,
que incluem quitinases e proteinas que tém
homologia com quitinases, como YMI, que
possuem efeito enzimatico e podem danificar a
cuticula dos parasitos (NAIR et al., 2006). As
proteinas produzidas por macrofagos
alternativamente ativados também té€m papel
importante na quimiotaxia de eosinofilos,
remodelamento tecidual e produgdo de fibrose
(ZHU et al., 2004). Assim os macrofagos M2
podem ter papel fundamental na resposta imune
protetora contra nematodeos gastrintestinais bem
como na imunopatologia associadas a estas
infecgoes.

Outras células ndo pertencentes a populagao
de leucocitos tém sido associadas a resposta
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contra a infeccdo por nematddeos intestinais.
Estudos in vitro sugerem que células do epitélio
intestinal  secretam  mediadores, incluindo
Linfopoietina do Estroma Timico (TSLP), que
bloqueia a producdo de ILI2 pelas células
dendriticas inibindo a capacidade destas células
promoverem a resposta do tipo Thl, e desta forma
sustentando a  resposta  protetora  Th2
(ANTHONY et al., 2007). Assim nos nddulos
linfoides mesentéricos a resposta ativada
inicialmente foi diferenciado, detectamos a
presenga de altos niveis de transcricdo de /L2
durante a fase aguda, mas na medida em que o
Toxocara canis modulou a expressao do mRNA
das citocinas, durante a infecgdo cronica levou a
diminui¢do dos niveis de /L/2 no hospedeiro
infectado. A supressdo de /L12 ja foi relato por
outros estudos (KURODA et al., 2001; FRANTZ
et al.,2010; HAMILTON et al., 2008; AVILA et
al., 2016). A supressio de linfécitos Thl,
associada a redugao de /L2, é uma caracteristica
imunomodulatéria do nematédeo 7. canis, que
dificulta o recrutamento de macréfagos para os
locais de infeccdo e a morte parasitaria
(KURODA et al., 2001).

No intestino estudos tém demonstrado o
efeito de citocinas do tipo Th2 em alteragdes
fisiologicas relatadas durante a infec¢do por
helmintos intestinais (ZHAO et al. 2003).
CLIFFE et al. (2005) mostraram que a produgdo
de IL4 e IL13 aumenta a proliferacao das células
epiteliais intestinais € que o aumento da contragdo
intestinal induzido por N. brasiliensis e H.
polygyrus ¢ promovido por acgéo estas citocinas.
Comprovando a atuac@o destas duas citocinas no
musculo intestinal durante infeccdo por
nematddeos, foi demonstrada por HORSNELL et
al. (2007), onde a auséncia do receptor /L-4Ra
(receptor de ambas citocinas) exclusivamente em
células do musculo liso, causa atraso na expulsao
de vermes de N. brasiliensis do intestino de
camundongos. O atraso na eliminag¢do foi
associado ao retardo na hiperplasia de células
caliciformes, ¢ a uma reduzida produgdo de
citocinas Th2 pelos linfonodos mesentéricos
durante a infecgao.

No noosso estudo de transcri¢des dos
genes ficou bastante evidente a alta transcri¢do de
114, IL10, IL12, e YM]I pelos nodulos linfoides
mesentéricos, o que pressupde que este o6rgao €



efetivo na apresentacdo de antigenos e na
intensificagdo da resposta imune. Essa eficiéncia
em resposta pode estar relacionado por ser um
local constituido por células reticulares,
linfécitos, plasmocitos e macrofagos, incluindo as
células foliculares dendriticas e as células
dendriticas apresentadoras de antigenos (LOWE
& ANDERSON, 2015; GENESER, 2003; ROSS
& PAWLINA, 2012).

5. CONCLUSAO

Por meio da analise das citocinas transcritas
durante a infec¢ao sugere-se que houve a ativagao
de uma resposta imune predominantemente Th2
nos nodulos linfoides mesentéricos, com maiores
niveis de transcri¢ao génica de /L4 e ativagdo de
uma resposta imune regulatoria, com a presenga
de niveis de transcrigdo de /L10 durante a fase
aguda da infec¢do pelo T. canis. Houve uma
transcrigdo significativa de /L/2 durante a fase
aguda e uma supressdo deste gene durante a fase
cronica, sugerindo que ocorreu inicialmente uma
ativacdo de resposta também Th1 neste 6rgao que
foi suprimida durante a infeccdo cronica. A
deteccdo de niveis significativos expressivos de
IL4 na fase aguda e também de /L]0, sugere que
houve a diferenciacdo das células do sistema
imune em macrofagos M2 nos nodulos
mesentéricos e por consequéncia a transcricao de
niveis detectaveis e expressivos do gene YMI na
fase aguda nesse tecido.
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5. Conclusoes finais

Com os resultados obtidos pelas imunoglobulinas podemos inferir que a
infeccdo com 100 larvas de T. canis em camundongos Balb/c gerou a ativagéao de
resposta imune tipo 2 (Th2). A razédo de IgG2a/lgG1 obtida evidencia que a resposta

Th2 foi o padrao que esteve predominante durante o periodo analisado.

Através da analise das citocinas, detectamos uma resposta imune Th2 nos
esplendcitos e nddulos linfoides, com significativos niveis de transcricao génica de
IL4, principalmente nos ndédulos linfoides mesentéricos durante a fase aguda (24 h
e 48 h) da infecgdo com larvas de T. canis comparados ao grupo controle. E
possivel inferir também que houve ativagdo de uma resposta imune regulatéria nos
dois tecidos avaliados, com a presenca de IL10, principalmente nos esplendcitos,
que apresentaram transcricoes de 30 e 16 vezes comparado aos controles na fase
inicial (24 h e 48 h) da infecgdo com T. canis. Sugerindo que as citocinas IL4 e IL10
sao fatores importantes para a ativagdo de macréfagos M2 e a transcricdo do gene
YM1 nos esplendcitos e nddulos linfoides.

A presencga de niveis de transcrigdo génica para YM1 presente durante a fase
aguda e crbnica da infecgado corrobora com a hipdtese que este gene atue na

resposta imune do tipo 2 mediada pelo T. canis.

Os resultados obtidos nesse estudo auxiliam no entendimento dos mecanismos
imunoldgicos que ocorrem durante a infecgdo por T. canis. Entretanto, a
continuidade dos estudos de modulagdo da resposta imune por T. canis sao
necessarios para compreendermos os mecanismos envolvidos e de alguma forma

poder intervir no controle da Toxocariase.
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Anexo 4: Dados complementares ao estudo
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Figura 1- Transcricdo génica do mRNA de /L4 (A), IL10 (B), IL12 (C) e YMI (D) em esplenocitos estimulados com a
proteina TES avaliados 48 h e 30 dias apds infecg¢@o experimenteal com 1200 ovos de 7. canis. Os valores para os genes
foram calculados a partir dos valores do ciclo limiar (Ct) normalizados para os valores de Ct obtidos a partir de animais do
grupo controle. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05).

Analisando os esplenocitos dos animais infectados com 1200 ovos de 7. canis no periodo de 48 h e
30 dias p.i, pode-se observar que o grupo de 48 h de infeccdo foi o que apresentou maiores niveis de
transcrigdo relativa dos genes /L4 (14 vezes), IL10 (32 vezes) e YM1 (9 vezes). No periodo de 30 dias
p.i, os niveis de transcricdo para /L4 detectavel sofreu grande queda, apresentando-se em nivel
praticamente nulo. /L10 e YM1 sofreram diminui¢do dos niveis de transcri¢do relativa aos 30 dias p.i,
mas apresentaram niveis superiores a 5 vezes e 4 vezes, respectivamente. Comparando com as
transcrigdes obtidas nos esplonocitos dos animais infectados com 100 larvas, a infec¢do manteve
maiores os niveis de /L4 e YM1 no periodo de 30 dias p.i (fase cronica) do que o modo de infec¢do com
ovos. Enquanto que a infeccado com ovos manteve os niveis de /L4, IL10 e YM1 aumentados no periodo
de 48 h p.i (fase aguda). A citocina /L2 continuou apresentando niveis de transcri¢des inferiores em
ambos os periodos avaliados.

Avaliando a transcri¢ao génica de /L4, IL10, YM1 e IL12 na mucosa intestinal dos camundongos
infectados com 100 larvas de 7' canis percebemos que a detec¢do de niveis de transcri¢do para esses
genes ocorreu apos o periodo de 15 e 30 dias de infec¢do, ou seja, na fase cronica. Analisando os
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niveis detectados, observou-se que a mucosa intestinal apresentou niveis de transcricdo relativa
menores do que os obtidos nos nodulos linfoides mesentéricos. O gene de /L4 apresentou niveis de
transcri¢do génica com diferenca estatistica (p<0,05) no periodo de 30 dias de infec¢do (proximas a
7 vezes). Ja a transcri¢ao relativa dos genes IL10 e YMI se diferenciaram estatisticamente com
maiores niveis no 15° de infec¢ao, com transcrigdes relativas proximas a 6 vezes para ambos os genes.
Pode-se perceber que a transcricdo de /L2 na mucosa intestinal manteve-se em niveis basais tanto
durante a fase aguda quanto durante a fase cronica da infecgdo por 7 canis. (figura 2)
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Figura 2- Expressao relativa do mRNA de IL4 (A), IL10 (B), IL12(C) e YM1(D) na mucosa intestinal avaliados 24 h, 48 h,
15 e 30 dias ap6s infeccdo experimental com 100 larvas de 7. canis. Os valores para os genes foram calculados a partir dos
valores do ciclo limiar (Ct) normalizados para os valores de Ct obtidos a partir de animais do grupo controle. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).



