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Introducao- A lagochilascariose € uma antropozoonose cujo agente etiologico
é Lagochilascaris minor. E uma doenca de evolucéo longa, que afeta a regido
da oro-naso-faringe provocando abscessos exudativos com presenca de ovos,
parasitos adultos e larvas, indicando a ocorréncia de auto-infec¢cdo. Algumas
vezes o0 parasita invade o tecido pulmonar e o sistema nervoso central, levando
a morte do hospedeiro. O ciclo de vida natural de L. minor e o mecanismo de
infeccdo ndo estdo bem esclarecidos, talvez pelo fato do parasita possuir
habitos bem inusitados (Spadafora-Ferreira et al.2010). O ciclo experimental do
parasita foi descrito utilizando-se camundongos como hospedeiros
intermediarios e felinos domésticos como hospedeiros definitivos (Campos et
al.1992; Volcan et al. 1992).

A disponibilidade de linhagens isogénicas de camundongos com
diferentes “background” genéticos favorece o estudo da relacdo parasita-
hospedeiro que € crucial no estabelescimento da susceptibilidade ou
resisténcia a uma infeccdo. Foi demonstrado recentemente que camundongos
C57BL/6 sdo mais susceptiveis a lagochilascariose experimental que
camundongos BALB/c, apresentando lesdes pulmonares mais intensas e um
grande numero de nédulos subcutaneos contendo larvas L3 encistadas (Freitas
et al. 2008).

Neste trabalho, foram avaliadas por imunoistoquimica a presenca dos

marcadores celulares F4/80 (macrofagos), CD19 (linfécitos B), CD4 (linfécitos T



auxiliares), CD8 (linfocitos T citoliticos) nas células pulmonares e esplénicas de
camundongos BALB/c e C57BL/6 em diferentes periodos da infeccdo e

respectivos animais controles.

Material e Métodos- Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram inoculados
oralmente com 10° + 200 ovos de L. minor por animal. Depois de 7, 35, 100,

150 e 250 dias de infecgéo, grupos de 5 animais foram sacrificados. O mesmo
namero de animais ndo infectados foi utilizado como controle. A quantificacao
dos tipos celulares foi realizada nas laminas marcadas por imunoistoquimica
com objetiva de 40x. Cortes de baco (35, 100, 150 e 250 dias ap6s a infec¢ao)
e de pulmédo congelados (7, 35 e 100 dias apoés a infeccdo) foram incubados
com anticorpos marcados com PE: anti-F4/80, anti-CD19, anti-CD4, e anti-
CD8. Os campos para quantificacdo foram capturados por meio de uma
camera acoplada ao microscopio e ao computador para digitalizacdo. A
diferenciacdo e quantificagéo celular foram realizadas no sistema analisador de
imagens Image J (NIH/EUA). Foram quantificados campos ou pontos,
calculados pela média acumulada. A contagem de células esplénicas
considerou as células marcadas em 48 pontos. A contagem de células
pulmonares considerou as células marcadas em 30 pontos. A analise
estatistica foi feita no programa Prisma 3 utilizando-se a média acumulada e

desvio padréo seguida de teste T.

Resultados e Discussdo- A analise quantitativa das células apresentando o
marcador F4/80 no baco demonstrou que a linhagem C57BL/6 apresentou uma
guantidade significativamente aumentada, aos 35, 100 e 250 dias apos a
infeccdo, quando comparados a linhagem BALB/c. A cinética desta populacéo
celular foi semelhante nas duas linhagens de camundongos, com queda aos
100 dias de infeccéo, e posterior aumento, dependente do tempo, que foi mais
acentuado nos animais C57BL/6 infectados. Nos pulmbes de camundongos
BALB/c foi observado valor significativamente aumentado de células F4/80+
aos 100 dias pos-infeccdo, quando comparado a linhagem C57BL/6. Os
macrofagos “classicamente ativados” séo ativados por citocinas do perfil Tal,
produzindo reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio com alto poder
microbicida. O oOxido nitrico (NO) derivado desses macréfagos é citotdéxico

contra o estagio larvario em algumas helmintoses (Trujillo et al. 2007).



Macroéfagos residentes e da corrente circulatéria podem estar respondendo a
L.minor no local de infecgdo, podendo ser macrdfagos alternativamente
ativados, o0s quais sdo ativados durante uma resposta do tipo Ta2,
apresentando atividade anti-inflamatéria e imunorreguladora, atuando no

reparo tecidual pés-infeccéo.

A cinética das células CD19+ nas duas linhagens de camundongos foi
diferente. Nos animais BALB/c observamos aumento gradativo destas celulas
até os 150 dias de infeccdo e posterior queda. Nos camundongos C57BL/6 foi
observado reducdo de células CD19+ aos 100 e 250 dias de infec¢do, com
aumento real aos 150 dias. Os camundongos C57BL/6 apresentaram maior
guantidade de células esplénicas CD19+, quando comparados aos BALBI/c,
durante todo o periodo estudado. Nos pulmdes da linhagem C57BL/6, nao foi
observado diferenca estatistica na quantidade destas células ao longo da
infeccdo; entretanto, em camundongos BALB/c observou-se uma cinética
decrescente de aparecimento de células CD19, com diferenca estatistica em
todos os dias de infec¢do. E importante evidenciar a participacéo de células B
na evolucdo da lagochilascariose experimental. Os resultados encontrados nas
células esplénicas na linhagem C57BL/6 podem refletir pequena participacéo
de células B convencionais e maior participacdo de células B1l. Células Bl
produzem grandes quantidades de imunglobulinas IgM, IgA e IgG3. Estudos
demonstraram que nesta linhagem niveis de imunoglobulinas IgM e IgA
especificas para o extrato bruto do parasita, foram detectadas precocemente

aosl15 dias pos-infeccéo (Prudente et al. 2009)

Aos 35, 100 e 150 dias de infeccao, na linhagem BALBI/c, foi observado
diferenca estatistica na quantidade de células CD4+, com queda aos 100 dias
e aumento dependente do tempo até os 250 dias poés-infeccdo. Na linhagem
C57BL/6, foi observada diferenca estatistica entre os diferentes dias de
infeccdo, com quantidade maxima de células CD4+ aos 150 dias, e reducédo
aos 250 dias de infeccdo. Camundongos BALB/c infectados apresentaram o
dobro de células CD4+ nos pulmdes aos 100 dias péds-infeccdo, que os
C57BL/6 infectados. As células CD4+ da linhagem C57BL/6 podem néo estar
migrando do bacgo para os pulmdes e pode estar relacionada a mecanismos

imunomoduladores induzidos pelos antigenos de L.minor, que atuam inibindo a



resposta proliferativa celular. Os helmintos podem interagir com a resposta
imune do hospedeiro levando & supressdo sistémica da imunidade inata e
adquirida, com a inducéo de linfécitos T reg (CD4+ CD25+) ou citocinas anti-
inflamatorias como IL-10, TGF-3, ou outro tipo de célula T, incluindo células T
CD8+ com atividade supressora independente de citocinas (Jackson et al.
2008).

Foi demonstrada no baco de camundongos BALB/c uma diferenca
estatistica nas contagens entre os diferentes dias apés a infec¢cdo, com namero
maximo de células CD8+ aos 150 dias e nimero minimo aos 100 dias apds a
infeccdo. Nos camundongos C57BL/6, foi visualizado queda de células CD8+
aos 100 e 250 dias, com pico maximo aos 150 dias de infeccdo. Camundongos
BALB/c infectados apresentaram o dobro de células CD8+ nos pulmdes
guando comparados aos C57BL/6 infectados durante os 100 dias pos-infecgao.
Linfocitos TCD8+ encontrados durante a infeccdo podem refletir a producéo de
interferon gama (IFN-y), que pode estar contribuindo no controle da infeccéo.
Estas células podem exercer funcbes extras no combate a esta infeccao,
através da producdo ndo convencional de citocinas de resposta Tal ou Treg.

Freitas et al. (2008) descreveram que camundongos da linhagem
BALB/c apresentaram maior nivel sérico de IFNy durante a infeccdo. Assim, as
células ao produzirem IFNy durante a infeccdo poderiam estar atuando na

resisténcia durante a lagochilascariose experimental.

Conclusdes- Camundongos C57BL/6 apresentaram maior quantidade de
macrofagos, linfécitos B e células CD8+ esplénicas. Considerando o tecido
pulmonar, camundongos BALB/c apresentaram maior numero de macréfagos,
linfocitos B e células T CD4+ e CD8+. Camundongos BALB/c, mais resistentes
a lagochilascariose experimental, apresentaram aumento de células T CD4+
desde o inicio da infeccdo. Chamamos atencédo para a presenca de linfocitos
TCD8+ durante a lagochilascariose experimental, que ndo é comum em
infeccbes por helmintos. A analise das populacfes celulares presentes nos
pulmdes e baco, detectadas por imunoistoquimica, mostraram que a infeccéo
por L. minor envolve diferentes populagcdes celulares, que atuam

simultaneamente no controle ou na resisténcia a infeccao.
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