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1. INTRODUCAO

Os helmintos desenvolvem maneiras de escapar da resposta imune do
hospedeiro e causar infecgdes cronicas 0 que pode alterar a resposta frente a
varios patdgenos ou seus antigenos (MAIZELS et al., 2004). Toxocara canis € um
helminto intestinal de cdes que pode causar infeccdo crénica em hospedeiros
paraténicos como bovinos, ovinos e hospedeiros acidentais como 0s seres
humanos (LIM, 2010). Assim como T. canis, Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5),
virus responsavel pelo desenvolvimento de uma encefalite aguda em bovinos,
também possui elevada prevaléncia no Brasil (CAMPOS et al., 2009; RISSI et al.
2006).

Pesquisas atuais tém relacionado infeccbes por helmintos a modulacdo do
sistema imune e a diminuicdo na eficacia de vacinas, devido a supressao de
células T helper tipo 1 (Thl) e ao estimulo de células T helper tipo 2 (Th2) (SU et
al., 2006). Este fato é de importancia principalmente em enfermidades viricas as
quais, geralmente, necessitam de resposta imune celular, com aumento de
células Thl e IFN-y. Devido ao fato de T. canis modular o sistema imune do
hospedeiro e suprimir a producdo de células Thl (KURODA et al.,, 2001), o
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da infecgao cronica por T. canis na
resposta imune celular de camundongos vacinados contra BoHV-5.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados neste estudo um total de 20 Mus musculus, da raca
BALBI/c, fémeas, com sete semanas de idade, procedentes do Biotério Central da
UFPEL. Estre projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacg&o
Animal da UFPel (CEEA n° 4068).

Os camundongos foram divididos em 2 grupos de 10 animais. Grupo 1 foi
infectado com 100 ovos de T. canis 60 dias antes da primeira dose da vacina
(infeccéo crdnica). Grupo 2 foi o controle (sem infecgdo). No dia zero, todos o0s
animais (grupos 1 e 2) foram vacinados contra BoHV-5, assim como no dia 21. No
dia 28, todos foram submetidos a eutanasia para a avaliacdo da imunidade
celular. Os bacos foram removidos e o0s esplendcitos suspensos em solucéo
balanceada de HANK'S, sendo realizada lise celular (cloreto de aménia a 0,8%) e
uma nova lavagem em solugdo de HANK'’S. Os esplendcitos foram cultivados em
RPMI 1640 (Gibco®) com 10% de soro fetal bovino (Gibco®) em placas de 24
pocos (TPP®), com 5% de CO, a 37°C. Ap6s 24 h, os esplendcitos foram
estimulados com BoHV-5 10° dose infectante em cultura de tecido (DICT50)/mL,
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com inativagcdo por bromoetilamina (C2H7Br2N - Merck). Apés 24 h, o
sobrenadante foi descartado e as células foram armazenadas em Trizol a -70°C.

A segquir, foi realizada extracdo de RNA e sintese de cDNA com o Kit High
Capacity (Applied Biosystems®), conforme as instrucées do fabricante. O cDNA foi
usado como template para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As
condi¢cbes da PCR e os oligbmeros iniciadores (B-actina, IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-
12p40) foram utilizados de acordo com ROOS et al. (2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi observada diminuicdo da transcricdo génica de IFN-y (2,5 vezes) no

grupo infectado por T. canis, em relacdo ao controle. As producdes de IL-4, IL-10
e IL-12 ndo apresentaram diferenca entre os dois grupos (Figuras 1 e 2).
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da PCR amplificados a partir
do cDNA de esplendcitos de camundongos vacinados contra BoHV-5, infectados por T.
canis (T) e controle (C).
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Figura 2: Transcricdo génica de citocinas produzidas por esplendcitos de camundongos
infectados cronicamente por T. canis e controle, estimulados in vitro com BoHV-5

Assim como o0 presente estudo outros autores ja documentaram que a
infeccdo por helmintos prejudica a protecao de diferentes vacinas, incluindo BCG
(ELIAS et al., 2008), tétano (NOOKALA et al, 2004), difteria (HASEEB, 1997) e
HIV-1 (DA'DARA, 2006). Além disso, infeccdo por helminto estaria relacionada
também a uma maior suscetibilidade a infeccdo por Mycobacterium leprae (DINIZ
et al., 2001), o que ndo ocorre com M. tuberculosis (FRANTZ et al., 2007). Em
estudo que avaliou a eficacia de uma vacina contra malaria, animais livres de
nematodeos obtiveram uma resposta imume protetora superior aqueles que
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estavam parasitados. Segundo os autores, 0os helmintos suprimem as células Thl,
consequentemente reduzindo o efeito protetor da vacina (SU et al., 2006).

Em geral as vacinas modernas estimulam a resposta imune Thl, com
producdo de IFNy, que estaria relacionada a uma melhor eficiéncia vacinal.
Entretanto, nas infec¢cdes por helmintos, como o nematddeo T. canis, ocorre
reducdo de células Thl e aumento de Th2 (KURODA et al., 2001; PINELLI et al.,
2007), o que pode causar um prejuizo na resposta vacinal e uma maior
suscetibilidade a determinadas infeccdes (CHEN et al.,, 2005). A partir dos
resultados obtidos neste estudo foi possivel observar que a infec¢éo cronica por
T. canis causou modulacédo do sistema imune de camundongos vacinados contra
BoHV-5. Estudos que avaliem a influéncia de parasitoses sobre respostas
vacinais sdo importantes pois, além da acao direta causada pela presenca de um
helminto no hospedeiro, a acdo moduladora exercida sobre o sistema imune € um
fator importante que deve ser sempre considerado.

4. CONCLUSOES

A infeccdo por T. canis influenciou na resposta celular, uma vez que causou
uma reducéo na transcricdo génica de IFN- y. Isto sugere que a imunomodulacao
exercida por este nematodeo altera a resposta imune celular contra BoHV-5. Os
resultados obtidos séo relevantes uma vez que o nematdide T. canis e BoHV-5
sdo endémicos na regiao estudada.
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