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RESUMO

O Toxocara canis (Tc) é um parasito pertencente ao filo
Nematédeo que possui como hospedeiro definitivo os
cies. O homem é hospedeiro paraténico e contamina-se
acidentalmente ao ingerir ovos contendo larvas infectantes
(L3) do parasito, as quais sido liberadas e atravessam a
mucosa intestinal, atingem a circulacio. Durante este
processo migratorio, antigenos de excreciio e secrecio (TES)
sao liberados provocando intensa reacio inflamatéria, do tipo
Th2, caracterizando a sindrome, denominada Larva Migrans
Visceral (SLMV). As principais caracteristicas desta doenca
cronica sio as eosinofilias sanguinea e tecidual persistentes.
Desse modo, torna-se importante a busca por terapias que
contribuam com a reducdo dos quadros inflamatérios com
intensa eosinofilia. Assim, o uso deste bioterapico, produzido a
partir do extrato antigénico de ovos e larvas de (Tc), e seu efeito
no recrutamento de leucdcitos totais, células mononucleares e
eosinofilos no sangue, para o espaco broncoalveolar e para a
cavidade peritoneal de camundongos infectados pelo (Tc) foi
investigado. Foram utilizados camundongos fémeas (Swiss),
divididos nos grupos: Controle (C), Infectado (Tc), Imunizado
(Im+Tc) e Tratado (Te+Bio). Os animais Tc, Im+Tc e Te+Bio
receberam 500 ovos/animal por gavagem. Posteriormente,
os animais foram eutanasiados no 18° dia da infeccdo e o
numero das células nos compartimentos foi determinado. Os
resultados obtidos demonstraram que, Im+Te¢, assim como
nos Tc+Bio tiveram reducio significativa dessas células nos
compartimentos analisados quando comparados grupo Tc.
Assim, sugeriu-se que a bioterapia modulou negativamente
o recrutamento de células inflamatérias, principalmente
eosinofilos no sangue, pulmio e intestino demonstrando
um potencial anti-inflamatério desse bioterapico na SLMV
experimental.
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INTRODUCAO

Sindrome da Larva Migrans Visceral

O termo Sindrome da Larva Migrans Visceral
(SLMV) foi introduzido pela primeira vez por Beaver
(1952), em analogia a Sindrome da Larva Migrans Cuténea,
para definir uma situag@o clinica que acometia criangas
com sintomas pulmonares, hepatomegalia e eosinofilia
persistente, decorrentes do processo migratorio da larva de
Toxocara canis pelos diversos orgdos. Em 1969, o autor
restringiu a denominagdo da SLMYV, mais propriamente para
situagdes decorrentes a infecgdo parasitaria, desencadeada
pela migragdo e persisténcias de larvas de nematodeos
por periodo prolongado em tecidos de humanos, onde as
mesmas permanecem imaturas e ndo completam seu ciclo
biologico (Beaver et al., 1969).

O Toxocara canis ¢ um representante do filo
Nematoda, que possui como hospedeiro definitivo os caes
e o Toxocara cati os gatos. A toxocariase ¢ transmitida a
esses animais pela ingestdo de ovos infectantes presentes
no solo ou alimentos contaminados; pela ingestdo de larvas
infectantes em tecidos de animais que funcionam como
hospedeiros paraténicos; pela migragdo transplacentaria;
passagem da larva através do leite na lactacdo dos filhotes
¢ ingestdo de larvas no estagio tardio (L4) ou adultos
imaturos (L5) presentes nos vomitos e fezes de filhotes
contaminados (Glickman & Schantz, 1981).

O homem ¢ um hospedeiro paraténico do
Toxocara canis e se contamina pela ingestdo acidental de
ovos larvados encontrados no meio ambiente. Estes, uma
vez ingeridos, resultam na liberagdo das larvas infectantes
no intestino delgado, as quais atravessam a mucosa
intestinal e pela via linfatica atingem a circulagdo porta
e o figado. Do figado dirigem-se aos pulmoes, por meio
da circulagdo sanguinea. Além disso, ocorre penetracio
ativa das larvas na parede do intestino dando inicio a um
processo de migragdo erratica que faz com que as larvas
continuem, através dos tecidos do hospedeiro, migrando
até se encistarem em algum tecido e/ou morrerem. Durante
o processo de migragdo, as larvas de 7. canis induzem
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uma sindrome caracteristica, denominada de Sindrome da
Larva Migrans Visceral (SLMV) (Beaver et al., 1952). Em
hospedeiros nao habituais como o homem, as larvas nao
sofrem ecdises e nem crescem, mas permanecem vivas
durante semanas ou até meses, porém ndo completam o
ciclo. Em primatas infectados experimentalmente, ja foi
observado que larvas de 7. canis permanecem vivas nos
tecidos por um periodo de dez anos (Neves et al., 2005).
O grau de infecgdo parasitaria, o estado nutricional do
hospedeiro, a intensidade da resposta inflamatoria, a
localizagdo tecidual das larvas e¢ a sensibilizacdo do
hospedeiro por antigenos proprios das larvas, sdo fatores
considerados determinantes na gravidade com que a
SLMV pode acometer os seres humanos. Estes fatores
podem ou ndo estar associados, os quais podem favorecer
os individuos a apresentarem desde a forma assintomatica
até as manifestagdes classicas da sindrome. Os sintomas
mais frequentes sdo hepatomegalia, dor abdominal, febre,
diminuicdo do apetite, agitacdo, manifestagdes pulmonares
diversas como tosse e chiado no peito (Jacob et al., 2000;
Magnaval et al., 2001; Figueiredo et al., 2005), ¢ ainda,
quadros de anemia, asma e rinite (Figueiredo ef al., 2005).
Alteragdes cutaneas mais comumente associadas a SLMV
sdo os quadros urticariformes e exantema nodular, podendo
ser encontrado também quadro purptirico (Jacob & Oselka,
1991).

A lesdo tipica produzida pelas larvas de Toxocara
canis ¢ o granuloma alérgico, sendo encontrado
principalmente no figado e pulmdes de individuos
infectados. No centro destes, encontra-se a larva do
parasito, bem como tecido necrdtico, com degeneragao
fibréide, cercados por eosindfilos e monocitos. Os orgaos
mais afetados, por ordem de frequéncia, sdo o figado, os
pulmdes, o cérebro, os olhos e os ganglios (Rey, 2001;
Brown, 1977). Pode ocorrer ainda, comprometimento do
sistema nervoso central com crises convulsivas focais ou
generalizadas, distrbio do comportamento e aumento de
eosindfilos no liquor cefalorraquidiano. Outros sintomas
evidenciados s3o miocardite, artrite, miosite, pleurite,
meningite, dor abdominal e varios sintomas alérgicos,
sendo muitas vezes decorrentes da resposta imunologica
exacerbada (Dao & Virmani, 1986; Bruart et al., 1987,
Bethel, 1988; Rey, 1991; Chieffi, 1987).

Resposta imune a Toxocara canis

O acometimento de um organismo pelo parasita
T. canis desencadeia um processo inflamatério em seu
hospedeiro. E caracterizada pelo aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular, causados devido
a migracdo de cé¢lulas inflamatorias como linfocitos,
eosinoéfilos, macrofagos e neutrofilos (Abbas et al., 1997).
Durante o processo de inflamagdo, células locais ou o
plasma favorecem diferentes mediadores, os quais podem
ser ampliados ou modificados por mediadores liberados
pelas células inflamatorias que migraram ao local da
inflamagédo (Benjamini et al., 2002).
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Infecgdes  helminticas  envolvem  diversos
mecanismos de defesa devido ao tamanho e a diversidade
metabolica dos parasitos, que sdo antigenicamente
complexos (Machado ef al., 2003). A elevada prevaléncia
relatada na populagdo mundial demonstra que os
helmintos estdo envolvidos com sofisticados mecanismos
moleculares, de escape, invasdo e supressdo do sistema
imune do hospedeiro (Maizels et al., 1984).

A larva de Toxocara canis apresenta certa
habilidade em sobreviver em seu hospedeiro por muitos
meses, ocasionando a estimulagao de linfocitos T helper 2
(Th2) e consequentemente a produgdo de IgE e eosinofilia
por longos periodos (Buijs et al., 1997). Estudos tém
demonstrado que os antigenos liberados pelas larvas de
T. canis, parecem ser importantes na evasao do sistema
imune pelo parasito (Hallack & Cunha, 1996; Altcheh et
al., 2003). Na fase de migragao as larvas liberam produtos
metabolicamente ativos e antigénicos denominados
antigenos de secrecdo-excregdo (TES), estes constituem
uma mistura de proteinas glicosiladas com proteases. Estas
por sua vez, contribuem para que as larvas sejam recobertas
por uma espécie de capsula de colageno, favorecendo
um elaborado mecanismo de escape contra a reagdo do
hospedeiro (Hallack & Cunha, 1996; Altech et al., 2003,
Despommier, 2003). Verifica-se também, a presenga
de uma fragdo alergénica responsavel pela estimulagdo
de cosindfilos, o que explica a ecosinofilia persistente,
caracteristica dessa infecgdo. A medida que a infecgio
evolui, ha a organizagdo das células inflamatorias ao redor
das larvas e seus metabolitos, constituindo assim, uma
reacdo granulomatosa, caracterizada por centro necrotico
contendo a larva, e circundado por células multinucleadas,
neutrofilos, monocitos e por grande nimero de eosinofilos.
(Hallack & Cunha, 2005).

A superficie do 7. canis é reconhecida como uma
estrutura dinamica que se modifica completa e rapidamente,
funcionando como nova fonte para altas concentragdes de
antigenos. Com isto, a maior resposta do hospedeiro aos
antigenos inclui eosinofilia marcante e hiperglobulinemia
(Kayes, 1984; Rayes & Lambertucci, 1999). A eosinofilia
encontrada em pacientes com SLMV pode estar envolvida
tanto no mecanismo de defesa do hospedeiro contra o
parasita, como nareacdo inflamatoria tecidual. O mecanismo
pelo qual os eosinofilos lesam ou matam nematodeos, pode
depender da deposicao de granulos na superficie larvaria.
Nesse mecanismo, os antigenos de secre¢do ¢ excregdo
(TES) podem representar fatores importantes na aderéncia
de cosindfilos a superficie larvaria (Jacob & Oselka, 1991).
Sendo assim, as manifestagdes clinicas e patologicas da
SLMV sdo resultantes do dano tecidual direto causado
pela migragdo larvaria ou pela agdo de seus metabolitos
somados a resposta inflamatéria gerada pelo hospedeiro
(Beaver et al., 1952).

Tratamanto com bioterapico

Os Dbioterapicos sao, segundo a Farmacopeia
Homeopatica Brasileira, preparagdes medicamentosas, de
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uso homeopatico, obtidas a partir de produtos biologicos,
quimicamente indefinidos: secregdes, excregoes, tecidos e
orgaos, patologicos ou ndo, produtos de origem microbiana
e alérgenos (Brasil, 1997). Com outras palavras, o Manual
de Normas Técnicas descreve os bioterapicos como
sendo produtos ndo quimicamente definidos que servem
de matéria-prima para preparagdes bioterapicas de uso
homeopatico (Manual de Normas Técnicas, 2003).

Os bioterapicos sao considerados medicamentos
homeopaticos por serem preparados de acordo com
a farmacotécnica homeopatica, sofrendo diluigdo e
dinamizagdo. Entretanto, o método é chamado de Isoterapia
ou Isopatia, visto que ndo segue a Leis dos Semelhantes,
mas a Lei dos Iguais. Na Isopatia, ¢ empregado o proprio
agente etiologico, visando uma reagdo terapéutica. Nos
modelos de isopatia, deve haver uma identidade estrita
entre a substancia diluida e a substancia toxica desafiante
(Almeida, 2008).

Para as preparagdes das formas farmacéuticas
derivadas, a farmacotécnica homeopatica emprega trés
escalas, de acordo com a propor¢ao entre os insumos ativos
e inertes: a decimal, a centesimal e a cinquenta milesimal
(Brasil, 1997). Essa escala foi criada por Hahnemann e seus
simbolos sdo C, ? nenhuma indicagdo ou CH [Centesimal
Hahnemanniana] (Fontes, 2005). Para a homeopatia,
quanto mais diluido, mais eficaz ¢ o medicamento, uma vez
que a diluigdo seguida de sucussdo, ou seja, a dinamizagao
¢ a responsavel pelo aumento da forga medicamentosa da
substancia (César, 2003).

A literatura ¢ escassa em trabalhos que demonstrem
os efeitos benéficos da bioterapia no tratamento de doencas
infecciosas, principalmente nas parasitoses. Atualmente
encontramos menos de duas centenas de artigos relacionados
ao tratamento bioterapico e destes, menos de vinte evidenciam
o seu uso em doengas causadas por parasitas. Dentre os
trabalhos encontrados nenhum relata o uso de bioterapico
para o controle da eosinofilia persistente durante a SLMV.
Neste sentido, avaliamos se o bioterapico produzido a partir
de ovos e lavas de 7. canis apresenta efeito imunomodulador
durante a infecg¢@o por 7. canis, uma vez que, a busca por
alternativas que modulem e favorecam a diminui¢do dos
efeitos de processos cronicos, principalmente modulando
a eosinofilia persistente, ¢ de grande valia no controle de
diversas desordens inflamatorias.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem
Swiss, pesando entre 15 e 18 gramas provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos
- UFSCar. Os animais foram divididos em 4 grupos,
contendo 7 animais/grupo: Controle (ndo infectados e nao
tratados), Infectado com 7. canis (Tc), Tratado (infectados
e posteriormente tratados com o bioterapico) e Imunizado
(tratados com o bioterapico e posteriormente infectados),
em dois experimentos independentes.
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Obtengdo dos ovos larvados de T. canis

Os ovos foram obtidos de fémeas do parasito
recuperadas de cdes jovens através da administracdo de
6leo mineral (4mL) com cloridrato de piperazina (100 mg/
kg). Os caes doadores foram oriundos do recolhimento
rotineiro do Centro de Zoonoses de Municipal Ribeirdo
Preto, SP. As fémeas dos parasitos recuperadas foram
dissecadas para extracdo de seus tteros, os quais foram
divulsionados em placas de Petri, contendo formalina 2%.
O material foi filtrado em gaze para obtencdo dos ovos e
armazenado em solu¢@o de formalina em placas de Petri,
deixados a temperatura ambiente até alcangarem o estadio
infectante (L3) (Gomes de Moraes, 1971).

Preparacado do Bioterapico

Os ovos mantidos em formalina foram lavados com
PBS 1 X por 3 vezes e centrifugados a 1500 rpm durante
3 minutos. Esse extrato total de 7. canis foi utilizado como
solugdo bruta para a produg@o do bioterapico que foi feito
sob a supervisdo da professora Dra. Rosa Domingues
Ribeiro de acordo com protocolo ja padronizado. A
técnica utilizada consiste em colocar o extrato contendo
ovos e larvas de Toxocara canis (10%) em maceragdo
usando solugdo hidroalcoodlica 70% durante 06 horas.
Posteriormente o material foi filtrado para obtengdo da
Solugdo Mae. Logo apos foram realizadas sucessivas
dilui¢des (1/100) em alcool 70% até a obtencdo de uma
solugdo 14CH. Em seguida, diluiu-se a 1/100 em solucao
hidroalcodlica 30% para obtengdo da solugdo 15CH.

Infec¢ao dos camundongos com ovos de T. canis

Os camundongos foram infectados com ovos
contendo larvas (L3) de 7. canis por via oral (gavagem)
com 500 ovos/0,5 mL salina, empregando-se canulas
apropriadas.

Tratamento dos camundongos

Os grupos experimentais foram organizados de
forma a ter um grupo controle sem infec¢io, sem tratamento
e sem imunizag¢do; um grupo apenas infectado com 500
ovos/animal de 7. canis. Os camundongos imunizados
receberam 4 doses diarias do bioterapico, sendo 5 gotas em
cada dose, durante 10 dias. Apos esses 10 dias, foi feito
um intervalo de 7 dias e a infecgdo (desafio) foi realizada.
O grupo que recebeu o tratamento foi infectado e 1 hora
depois iniciou a administra¢ao do bioterapico. O tratamento
foi realizado de forma que 4 doses diarias de 5 gotas
foram administradas durante 18 dias. Apds esse periodo
os animais foram eutanasiados, as amostras coletadas e as
analises foram realizadas.

Obtengdo das células do lavado broncoalveolar

(LBA), peritoneal (LCP) e do sangue
No tempo 18 dias apos de infec¢do, os animais
foram eutanasiados. As técnicas de lavagem broncoalveolar
e peritoneal foram utilizadas para recuperagdo de células
da cavidade pulmonar (LBA) e peritoneal (LCP). Para
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obtencdo do LBA utilizou-se 1,0 mL de solugdo salina
tamponada (PBS), contendo 0,5% de citrato de sodio (PBS/
Citrato) empregando céanulas de polietileno introduzidas
na parte superior da traquéia, o procedimento foi repetido
duas vezes, totalizando um volume final de 2 mL. Para o
lavado da cavidade peritoneal (LCP) foi utilizado 2 mL
de PBS, contendo 0,5% de citrato de sddio (PBS/Citrato),
empregando uma agulha intraperitonealmente. O sangue foi
obtido apos sangria total dos animais por pungao cardiaca,
com auxilio de uma seringa contendo Heparina.

Contagem diferencial e total de células do lavado
broncoalveolar (LBA), peritoneal (LCP) e do sangue

A contagem diferencial foi feita nos esfregagos
sanguineos e em laminas preparadas em citocentrifuga
(LBA e LCP) (Serocito Mod. 2400-Fanem). A coloragao
foi feita com o corante Panotico-Laborclin. Em cada lamina
foram contadas 100 células, utilizando microscopia de luz
com aumento final de 1000x. O niimero total de células/
mm® nos diferentes compartimentos foi determinado
empregando solugdo de Turk (Violeta de Genciana 0.002
g, Acido Acético 3%) para a lise das hemaceas, na diluigio
1:20 e posteriormente foram realizadas as contagens em
camara de Neubauer.

Andalise Estatistica

Os graficos foram dispostos no programa GraphPad
Prism, onde os grupos foram comparados quanto ao perfil
de células inflamatérias nos diferentes compartimentos
estudados. As analises foram dispostas em resultados
expressos com média + EPM. Os resultados obtidos nos
diferentes experimentos foram submetidos ao método de
analise de variancia Two-ANOVA. Para analise estatistica
foi utilizado o programa GraphPad Instat (San Diego,
California, USA). A significancia estatistica foi estabelecida
em valores de p<0,05.

RESULTADOS

Avaliagdo do perfil celular durante a infecg¢do por T.
canis apos a imunizagdo e o tratamento com o bioterdpico

A contagem total e diferencial de células por mm?
foi determinada no periodo de 18 dias apds a infecgdo por
T canis no sangue, lavado da cavidade peritoneal (LCP)
e lavado broncoalveolar (LBA). O objetivo foi avaliar a
resposta celular a infecc¢ao, nos diferentes compartimentos,
em animais tratados ou ndo com o bioterapico e em animais
imunizados por ele, analisando o recrutamento celular e
classificando os tipos celulares envolvidos na resposta
imune celular contra a infecgao, em células mononucleares
e eosinofilos apos o tratamento ou ndo, e apds a imunizagao.

Efeito do bioterapico no numero de células no
sangue de animais infectados com T. canis

A figura 1 representa a contagem total e diferencial
de leucocitos no sangue de camundongos dos grupos
Controle (C), Infectado (Tc), Imunizado (Im+Tc) e Tratado
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significativa dos grupos Im+Tc e Te+Bio quando comparados com o grupo Tc, usando
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representam a média +EPM (n = 5-7 animais). * p < 0,05 **p < 0,01 ***p< 0, 001
representam a diferenga significativa entre os resultados obtidos do grupo Tc quando
comparado com o grupo C. ° p < 0,05 °° p < 0,01 °°° p< 0,001 representam a diferenca
significativa dos grupos Im+Tc e Tc+Bio quando comparados com o grupo Tc, usando
o teste two-ANOVA.
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(Tc+Bio). Foi observado nesses animais que, houve
significativo aumento de células totais (1A), eosinofilos
(1B) e células mononucleares (1C) nos animais do grupo
Tc em relag@o ao grupo C. Observamos também diminui¢ao
significativa no numero de células totais (1A), eosinofilos
(1B) e células mononucleares (1C) nos grupos Im+Tc e
Tc+Bio quando comparados somente ao grupo Tc.

Efeito do bioterapico no recrutamento de células
inflamatorias para a cavidade peritoneal de animais
infectados com T. canis

Afigura 2 representa o perfil das células inflamatorias
recuperadas do lavado da cavidade peritoneal (LCP) de
animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

Nossos dados mostram que houve significativo
aumento de células totais (2A), de cosindfilos (2B) e de
células mononucleares (2C) nos animais do grupo Tc
quando comparados ao grupo C. A imunizagdo com o
bioterapico favoreceu diminuigdo significativa no numero
de células totais (2A) e eosinofilos (2B) nos animais dos
grupos Im+Tc e Tc+Bio quando comparados ao grupo Tc.
Os animais que receberam tratamento com o bioterapico
apresentaram apenas diminui¢do no numero de células
totais (2A) e eosinofilos (2B) , mas nao foi observado
diferenca significativa no numero de células mononucleares
em relagdo ao grupo Tc (2C).

Efeito do bioterapico no recrutamento de células
inflamatorias para espago broncoalveolar (LBA) de
animais infectados com T. canis

Afigura 3 representa o perfil das células inflamatorias
recuperadas do lavado broncoalveolar (LBA) de animais
pertencentes aos diferentes grupos experimentais. Nesse
compartimento, observou-se significativo aumento de
células totais (3A), de eosindfilos (3B) e de células
mononucleares (3C) nos animais do grupo infectado em
relagdo aos animais do grupo controle. Observa-se também,
diminuigdo significativa no nimero de células totais (3A),
eosinofilos (3B) e células mononucleares (3C) nos grupos
Im+Tc e Tc+Bio quando comparados ao grupo infectado no
espago alveolar desses animais.

DISCUSSAO

A Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMYV)
¢ considerada uma infec¢do helmintica de distribuicao
mundial, acometendo individuos em paises em
desenvolvimento, incluindo o Brasil. A infecgdo por 7.
canis, em diferentes organismos, promove uma reagao
inflamatéria sistémica, caracterizada por eosinofilia
marcante e disseminada (Beaver ef al., 1952; Faccioli et
al., 1996; Anibal et al., 2007).

A participacdo dos eosinofilos como células efetoras
na destruicdo do parasito ¢ dada principalmente pela
acdo toxica de seus granulos citoplasmaticos (Mogbel &
Lacy, 1999), sendo esta fun¢do importante para danificar
organismos nao fagocitaveis, como por exemplo, os
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FIGURA 3: Contagem total e diferencial de leucdcitos totais/mm?® (A), eosindfilos/mm?
(B) e células mononucleares/mm? (C) no LBA, no 18° dia apos a infecgdo. Os dados
representam a média +EPM (n = 5-7 animais). * p < 0,05 **p < 0,01 ***p<0, 001
representam a diferenga significativa entre os resultados obtidos do grupo Tc quando
comparado com o grupo C. ° p <0,05 °° p <0,01 °°° p< 0,001 representam a diferenga
significativa dos grupos Im+Tc e Tc+Bio quando comparados com o grupo Te, usando
o teste two-ANOVA.

helmintos em fase de migragdo tecidual (larvas) (Jacob,
2000). Uma grande variedade de distirbios estd associada
com eosinofilia (Mendes et al., 2000; Wardlaw, 1994),
no entanto, em nosso meio, esse aumento encontra-se
relacionado principalmente com as helmintiases intestinais,
bem como, com os processos alérgicos ¢ a asma. Neste
contexto, a busca de novas terapias que possam minimizar
estes sintomas torna-se importante.

A busca por alternativas menos convencionais no
tratamento de doencas vem ganhando espago na medicina
contemporanea. E estudos onde ha possibilidade de
entendimento no ambito da resposta do hospedeiro frente
a patogenos parasitas vém sendo uma linha de pesquisa
de nosso grupo. Os primeiros relatos da utilizagdo de
bioterapicos ocorreram em 1676, sendo que nestes estudos,
Robert Fludd preparou o bioterapico a partir do escarro
tuberculoso visando o tratamento da tuberculose (Labre,
2001). Outros dados da literatura revelam poucos estudos
que utilizaram bioterapicos feitos a partir de alguns
causadores de doengas parasitarias: como o Trypanosoma
cruzi (Ribero et al. 1983) e Brucella melitensis (Almeida,
1997). Berchieri e colaboradores utilizaram bioterapicos
a partir da bactéria Salmonella enteritidis, a qual ¢
responsavel por infecgdes em aves e esta também associada
a salmonelose humana (Berchieri ef al.,2006). No entanto,
ndo foram encontrados estudos que demonstrassem os
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efeitos de bioterapicos durante infecgoes helminticas,
principalmente aquelas causadas por nematoides, como o
Toxocara canis.

Outros estudos mostraram a importancia de realizar
novas investigacdes sobre a eficacia de Dbioterapicos
preparados a partir de agentes infecciosos e agentes
parasitarios no processo de imunizagdo, visto que alguns
profissionais da satde tém adequado algumas vacinas
pelos mesmos (Neill, 1993). Visando essa compreensao,
nosso modelo experimental, através da resposta imune
celular pode contribuir com resposta ao tratamento
com bioterapico a partir de ovos de 7. canis, buscamos
duas alternativas de estudo. A primeira em que animais
receberam o bioterapico, sem previa infeccdo e ¢
desafiado com o parasita, ¢ a outra, em que animais apos
serem infectados recebem o bioterapico como opgao de
tratamento, buscando avaliar se esse tratamento favorece
a modulagdo eosinofilica durante a infec¢do. Objetivando
avaliar a resposta celular frente a migracdo das larvas
de T canis, nos diferentes compartimentos estudados,
observando o recrutamento celular e classificando os tipos
celulares envolvidos na resposta imune celular contra a
infeccdo, estudamos duas opgdes de uso para bioterapicos
na SLMV. Nossos dados referentes ao numero de células
totais e células mononucleares demonstraram aumento
destes tipos celulares, em animais infectados e sem
tratamento/imunizacdo, quando comparados a animais
controles (figuras 1, 2 e 3), dados esses que corroboram que
outros autores (Beaver et al., 1952; Faccioli et al., 1996;
Anibal et al., 2007).

Estudos recentes de nosso grupo demonstram que
no 18° dia ap6s infecgdo com 7. canis, hd um aumento
significativo no numero de células totais e células
mononucleares no sangue, no espaco broncoalveolar e na
cavidade peritoneal de animais infectados com 7. canis
(Oliveira et al., 2013, Rodolpho et al., 2013) e (Oliveira
et al., 2013, Rodolpho et al., 2013). Carlos et al., 2011
também observaram aumento de células mononucleares
na cavidade peritoneal de animais infectado com T
canis, corroborando com nossos achados. Neste contexto,
assim como Anibal, (2007), podemos sugerir que existem
diferentes populagdes de células residentes ou recrutadas
para o espago broncoalveolar e para a cavidade peritoneal,
além dos eosindfilos caracteristicos dessa sindrome. Esse
perfil celular diverso favorece eventos e proporcionam
a liberacdo de diferentes mediadores envolvidos nesse
recrutamento como citocinas, quimiocinas ¢ mediadores
lipidicos, como leucotrienos, pelas células presentes nesse
processo. Assim, foi determinante para nosso estudo a
avaliagdo do 18° dia apds infecgdo em que ocorrem 0s
principais eventos durante a resposta inflamatoria induzida
pelo T. canis.

O intenso processo inflamatorio € caracteristico de
diversas patologias associadas as doengas parasitarias,
como SLMV (Beaver et al., 1952), esquistossomose
mansonica (Cheever et al., 2002), ascaridiose (Rey,
2001) dentre outros. E a principal célula envolvida na
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fisiopatogénese dessas doengas ¢ o eosindfilo. A infecgcao
por T. canis, em diferentes organismos, promove uma
reagdo inflamatoéria sistémica, caracterizada por intenso
infiltrado de cosinoéfilos (Beaver et al., 1952; Faccioli
et al., 1996; Anibal et al., 2007), tendo estas células
importante participagdo na destrui¢do organismos nao
fagocitaveis, como por exemplo, os helmintos em fase de
migragao tecidual (Jacob, 2000). A busca por alternativas
que possibilitem a modulagdo negativa do acimulo de
cosinofilos ¢ de grande valia. Estudos demonstraram
que o aumento significativo do numero de eosindfilos,
durante a SLMYV, atinge seu pico no 18° dia apds infecgao
(Faccioli et al., 1996; Anibal et al., 2007; Oliveira et al.,
2013). Em nosso estudo, os dados referentes ao niamero
de eosinodfilos também demonstraram aumento deste
tipo celular, em animais apenas infectados com 7. canis
nos diferentes compartimentos analisados (Figura 1B,
2B e 3B). Deste modo, nossos resultados corroboram
com estudos, os quais demonstraram o aumento de
eosindfilos durante a SLMV em diferentes modelos
como cobaias (Faccioli ef al., 1996), camundongos de
diferentes linhagens como C57BL/6 (Takamoto et al.,
1998) e Balb/c (Anibal et al., 2007; Oliveira et al., 2013;
Rodolpho, et al., 2013).

A prévia estimulacdo do sistema imunoldgico
muitas vezes favorece uma resposta mais rapida e
adequada aos tratamentos de diferentes doengas. Por isso,
nesse estudo foi importante avaliar além do tratamento pos
infecgdo, os efeitos da imunizagao utilizando o bioterapico
preparados a partir de ovos e larvas de 7. canis, o que faz
deste estudo inédito na literatura para terapia alternativa
da SLMV. Em relagdo aos procedimentos relacionados
a imunizagdo e ao tratamento com o bioterapico,
verificamos que houve uma reducdo significativa no
nimero de cosinofilos no 18° dia apds a infec¢do nos
diferentes compartimentos, ou seja, sangue, LCP ¢ LBA
(figuras 1B, 2B e 3B). A migragdo de eosinofilos para os
diferentes tecidos ¢ dependente de uma gama de fatores,
como moléculas de adesdo, citocinas, leucotrienos, entre
outros (Anibal et al., 2007). Neste sentido, de acordo com
os dados analisados, podemos sugerir que a administragao
do bioterapico promoveu efeito imunomodulador,
associado a administragdo prévia e/ou tratamento com
o bioterapico neste modelo. Ressaltamos, porém, que
outras analises, como a quantifica¢do de citocinas, devem
ser realizadas para melhor compreender estes resultados.
Dessa forma, sugerimos que o tratamento e a imunizagao
com o bioterapico produzido a partir de ovos e larvas
de T canis parecem interferir na ativagdo da resposta
celular em camundongos da linhagem Swiss, reduzindo
significativamente o numero de células inflamatorias
no sangue, espago broncoalveolar ¢ cavidade peritoneal
(Figuras 1, 2 e 3) nesse modelo experimental. No entanto,
essa inibicdo ocorre por vias ainda ndo conhecidas.
Dessa forma, este estudo sugere que o uso do bioterapico
apresenta um efeito com agdo imunomodulatoria durante
a Sindrome da Larva Migrans Visceral experimental.
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ABSTRACT

Biotherapic effect in eosinophilia during experimental
VLMS

The Toxocara canis (Tc) is a parasite that belongs to the
nematode phylum and has dogs as definitive host. The
men can be accidentally contaminated by ingesting eggs
containing infective larvae of the parasite. These larvae,
when ingested, pass through the intestinal mucosa,
reach the portal circulation and migrate through
different tissues of the host. During this process,
excretory-secretory antigens (TES) are released
causing an intense inflammatory reaction, the Th2 type,
characterizing the syndrome, called Visceral Larva
migrans (VLMS). The main features of this chronic
disease are blood and tissue eosinophilias. Thus, it is
important to search for therapies that may contribute
to the reduction of inflammatory conditions with intense
eosinophilia. In this study, we investigated the use of a
biotherapic produced from the antigenic extract from
eggs and larvae (Tc) and its effect on the recruitment
of total leukocyte, mononuclear cells and eosinophils
in blood, bronchoalveolar space and peritoneal cavity
of mice infected with (Tc). Female mice (Swiss) were
used divided in three groups: control (C), Infected (Tc)
Immunized (Im + Tc) and Treaty (Tc + Bio). The animals
Te, Im + Te and Te + Bio received 500 eggs / animal
by gavage. Subsequently, the animals were euthanized
on day 18 after infection and the number of cells in the
compartments was determined. Our results showed
that, Im + Tc, as in Tc + Bio had reduced these cells in
compartments analyzed compared to Tc group. Thus, it
was suggested that the biotherapy negatively modulated
the recruitment of inflammatory cells, particularly
cosinophils in blood, lung and intestine demonstrating
an anti-inflammatory potential of the biotherapic in the
experimental VLMS.

Keywords: Eosinophils. Biotherapic. VLMS. Toxocara
canis.
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