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1. INTRODUCAO

Os helmintos, considerados por alguns autores como “mestres da
imunomodulagao”, sdo capazes de modular o sistema imune e permanecer por até
décadas no hospedeiro, o que pode -causar interagbes em mecanismos
inflamatorios, respostas vacinais e doencas alérgicas (La Flamme et al., 2002;
Maizels et al., 2004; Chauvin 2010). Diversos estudos tém sido realizados para
avaliar a influéncia de parasitoses sobre a eficacia de vacinas. Infec¢cdes por
helmintos ja foram relacionadas a reducdo da protecdo de diferentes vacinas
incluindo Imunodeficiéncia Humana Adquirida Tipo-1 (HIV-1), tuberculose e malaria
(Actor et al., 1993; Frantz et al., 2010; Su et al., 2006).

Toxocara canis € um nematdédeo intestinal de cédes que pode causar
infecc@o crbnica em hospedeiros paraténicos como bovinos, ovinos, roedores,
alem de seres humanos (Despommier, 2003). No Brasil, as taxas de
prevaléncia da toxocariase podem chegar a 50% (Schoenardie et al., 2013).
Contudo, esta zoonose € apontada pelo CDC (Centro de Controle e Prevencao
de Doencas) como uma das cinco parasitoses mais negligenciadas no mundo.

O herpesvirus bovino tipo-5 (BoHV-5) €& conhecido por causar
meningoencefalite, geralmente fatal. Esse virus, que afeta varias espécies de
hospedeiros, € caracterizado por rapida replicacdo em cultivo, estabelecendo
laténcia, principalmente, em neurdnios de ganglios sensoriais (Rissi et al.,
2007). Segundo estudo realizado no Brasil, a morbidade variou entre 0,76% e
6,65%, com um pico de 25% em um determinado surto no Rio Grande do Sul.
Também foi relatado que o estresse reativa o virus e desencadeia a doenca
(Elias et al. 2004).

Devido a diminuicdo na eficacia de algumas vacinas atribuida a infeccao
por helmintos e a coexisténcia dos patégenos T. canis e BoHV-5 na regido Sul
do Brasil, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da infeccéo crénica por
T. canis na resposta imune humoral contra BoHV-5 em camundongos.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados neste estudo um total de 20 camundongos BALB/c fémeas,
com sete semanas de idade, procedentes do Biotério Central da UFPEL (CEEA n°
4068). Estes animais foram separados em dois grupos: infectado (G1) e controle
(G2).
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Para obtencao de formas adultas de T. canis, caes naturalmente infectados
foram tratados com pamoato de pirantel. Foi feita histerectomia das fémeas de T.
canis, coleta dos ovos e incubacdo destes em formalina 2%, durante 30 dias a 28°
C, para a obtenc&o de ovos infectantes (Avila et al., 2012).

A vacina foi preparada utilizando como antigeno uma amostra de herpesvirus
bovino tipo-5 (BoHV-5), isolado no Laboratério de Virologia e Imunologia da UFPel,
cultivado em cultura de células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney). Foi utilizada
uma concentragao de 1.10° dose infectante em cultura de tecido (DICT50)/mL, com
inativagdo por bromoetilamina — BEI (C2H7Br2N - Merck), 20 mM, pH 7,5. Como
adjuvante vacinal foi usado 15% de AlI(OH)s.

Na Tabela 1 pode ser observado o desenho experimental referente a infeccao
com ovos de T. canis e a vacinagdo dos animais contra BoHV-5. Nos dias zero, 7,
14, 21 e 28 foram realizadas coletas de sangue para posterior avaliacdo de
anticorpos totais contra BoHV-5 pelo ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA).

Tabela 1: Desenho experimental dos grupos infectado e controle

Dia - 60 Dia zero Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia
Infeccdo com Vvia C.S C.S V22 C.S
T. canis C.S C.S
G1 X X X X X X
G2 X X X X X

C.S = coleta de sangue
V12 = vacina primeira dose
V22 = vacina segunda dose

A pesquisa de anticorpos anti-BoHV-5 foi realizada através da técnica de
ELISA. As placas foram sensibilizadas com suspenséo de BoHV-5 (2 mg/mL) diluida
em tampéao carbonato-bicarbonato (pH 9,6), permanecendo por 18 h a 4 °C. Os
soros foram diluidos 1:200 em PBS-T e incubados por 90 min a 37 °C. Apos, foi
adicionado conjugado de imunoglobulinas totais, ligadas a peroxidase (Sigma), na
diluicdo de 1:2.000 e as placas foram incubada por 90 min a 37 °C. Entre cada uma
das etapas, as placas foram lavadas 3x com PBS-T. Ao final, foi adicionado 0,4
mg/mL de Ortho-Phenylenediamine (OPD, Sigma) diluido em tampéao citrato-fosfato
(pH 4,0), acrescido de H,0O, a 0,1%. A reacdo foi parada com H,SO, 1N. Cada
amostra de soro foi examinada em duplicata. As absorbancias foram medidas em
um leitor de microplacas (MR 700 Microplate Reader, Dynatech Laboratories,
Alemanha) a 450 nm.

A infeccdo por T. canis foi confirmada em todos os camundongos do G1, nos
guais foi realizada eutanasia e digestéo tecidual do figado com 1% de pepsina e 1%
HCI. A contagem das larvas foi realizada ao microscopio optico (aumento de 10x).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi detectada soroconversdo contra BoHV-5 a partir do 14° dia e os niveis de

anticorpos mantiveram-se crescentes até o final do experimento em ambos os
grupos, sem diferenca estatistica (Figura 1).
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Figura 1- Cinética da producdo de imunoglobulinas totais contra BoHV-5 em
camundongos BALB/c infectados por T. canis e controle (n=10).

Com base nestes dados foi possivel observar que a infeccdo pelo nematédeo
T. canis néo influenciou na resposta humoral contra BoHV-5. Estes dados estéo de
acordo com os relatados por Frantz et al., (2010), que concluiram que a infec¢ao por
T. canis ndo alterou a resposta imune contra Mycobacterium tuberculosis em
camundongos BALB/c.

Em contrapartida, existem estudos que comprovam a modulacdo do sistema
imune causada por helmintos, como Schistosoma mansoni que aumentou a
vulnerabilidade de camundongos a Mycobacterium tuberculosis (Frantz et al. 2010).
Em estudo realizado por Actor (1993), a infeccdo por Schistosoma mansoni causou
diminuicdo da resposta Thl em camundongos BALB/c vacinados contra (HIV-1),
enquanto o nematodeo Heligmosomoides polygyrus reduziu a eficacia da vacina
contra a malaria em camundongos C57BL/6 (Su et al., 2006).

4. CONCLUSOES

A infeccdo crbnica por T. canis em camundongos BALB/c ndo acarretou em
alteracdo da resposta imune humoral contra BoHV-5. Os resultados obtidos séo
relevantes uma vez que o nematddeo T. canis e BoHV-5 sdo endémicos na regido
estudada.
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