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Apresentacao

As infeccOes causadas por nematddeos gastrintestinais sdo um grande
problema em sistemas de producao de ruminantes, principalmente nas
regides tropicais, onde acarretam grandes perdas.

Os autores apresentam os mecanismos de polarizacéo da resposta T,,1
(Linfécitos T Helper tipo 1) e T2 (Linfécitos T Helper tipo 2) e, principal-
mente, a funcao das citocinas, proteinas produzidas por estas células e
que desempenham essencial papel na resposta as infeccoes.

O documento aborda uma das estratégias alternativas de controle dessas
endoparasitoses, ou seja, o estudo dos mecanismos envolvidos na respos-
ta imune.

Maria Pinheiro Fernandes Corréa
Chefe-Geral
Embrapa Caprinos e Ovinos
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Citocinas na Resposta a
Endoparasitoses
Gastrintestinais em
Ruminantes

Lilian Giotto Zaros
Luiz da Silva Vieira

Introducao

As infeccOes causadas por nematddeos gastrintestinais sdo um grande
problema em sistemas de producao de ruminantes, principalmente nas
regioes tropicais, podendo causar anemia, perda de peso, diminuicdao do
potencial produtivo e reprodutivo, resultando em grandes perdas na
producéao (LIMA, 1998; BIANCHIN et al., 2007).

Os principais nematddeos parasitas do abomaso de ruminantes domésti-
cos sao Haemonchus spp., Ostertagia spp. € Trichostrongylus axei. No
intestino delgado, destacam-se Trichostrongylus colubriformes, Cooperia
spp., Bunostomum spp., Strongyloides spp. e Nematodirus spp., € no
intestino grosso, os géneros Oesophagostomum spp. e Trichuris spp.
(RUAS; BERNE, 2007). Recentes pesquisas realizadas na Embrapa
Caprinos e Ovinos, no Municipio de Sobral, CE, mostram que ovinos das
racas Dorper, Somalis e Santa Inés, mantidos em caatinga nativa no
periodo chuvoso, apresentam prevaléncia do género Haemonchus (90%),
seguidos por Trichostrolgylus (10%) (ZAROS et al., 2008). Em outro
estudo, foi constatada maior prevaléncia de Haemonchus (77 %) em
caprinos originados do cruzamento de machos e fémeas F1 (%2 Anglo-
nubiana x %2 Saanen) ndo aparentados e mantidos em pastagem cultivada,
seguido por menor porcentagem de Trichostrongylus (23%) (BENVENUTI et
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al., 2008). Com relacao aos bovinos, foi constatada a prevaléncia de
Cooperia spp., seguido por Haemonchus spp. e Oesophagostomum spp. em
animais da raca Nelore do Municipio de Londrina, PR (BRICARELLO et al.,
2008).

O controle dos endoparasitas normalmente é realizado pela administracao
de anti-helminticos. Esses tratamentos podem ser ineficazes, de custo
elevado e prejudiciais ao rebanho, devido a possibilidade de deixar residuos
na carne, no leite, nas fezes produzidas pelos animais, e assim colocar em
risco a saude humana e/ou contaminacao do meio ambiente. Além disso, a
administracdo desses farmacos, sem critério, contribui para rdpida selecao
de parasitas resistentes aos vermifugos, dificultando o controle efetivo da
parasitose (ECHEVARRIA et al., 1996).

Assim, a crescente demanda por niveis reduzidos de drogas nos produtos
de origem animal e no ambiente, bem como a possibilidade do desenvolvi-
mento de resisténcia aos compostos anti-helminticos, tém levado a
necessidade da utilizacao de estratégias que promovam o uso minimo de
compostos quimicos na producdo animal (BARGER, 1989; BEH; MADDOX,
1996; GASBARRE, 1997; SONSTEGARD; GASBARRRE, 2001).

Dentre estas alternativas, destacam-se a identificacdo de genes que
influenciam a resisténcia inata ou adquirida, o estudo dos mecanismos
envolvidos na resposta imune e a criacao de racas mais resistentes
(GASBARRE, 1997; GASBARRE et al., 2001; SONSTEGARD; GASBARRE,
2001; MATIKA et al., 2003), uma vez que a habilidade dos animais em
adquirirem e expressarem imunidade contra nematddeos gastrintestinais é
controlada geneticamente (BARGER, 1989; GRAY; GILL, 1993;
SONSTERGARD; GASBARRE, 2001) e varia substancialmente entre
diferentes racas, bem como entre individuos de uma mesma raca (STEAR;
MURRAY, 1994).

Nesse contexto, o objetivo deste documento é descrever os principais
avancos no estudo da resposta imune frente as infeccdes por nematddeos
gastrintestinais, focando os mecanismos de polarizacéo da resposta T 1
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(Linfécitos T Helper tipo 1) e T, 2 (Linfécitos T Helper tipo 2), principalmen-
te na funcéao das citocinas, proteinas produzidas por estas células e que
desempenham essencial papel na resposta as infeccoes.

Resposta Imune

O sistema imune apresenta mecanismos capazes de proteger o hospedeiro
contra um amplo espectro de patégenos infecciosos que variam desde
virus submicroscépios localizados no interior das células, até vermes que
podem alcancar de poucos milimetros a diversos metros de comprimento e
habitar o intestino do hospedeiro (ZAROS, 2006).

A resposta do hospedeiro a diferentes parasitas pode resultar numa rapida
eliminacao desprovida de grandes danos, eliminacdo com danos préprios,
além de uma coexisténcia benigna e até uma auséncia de resposta, que
permite ao parasita provocar danos severos ou matar o hospedeiro. Para
ter sucesso nesta resposta, o hospedeiro deve (1) reconhecer o parasita
como estranho, (2) ativar mecanismos efetores que o eliminem ou limitem
a possibilidade de inducao de injdrias e (3) limitar a ativacdo de mecanis-
mos efetores que possam causar danos préprios, particularmente aqueles
que tenham pouca habilidade em combater ou conter o progresso do
parasita (FINKELMAN et al., 2004).

Por esses motivos, mecanismos que unam uma 6tima protecao ao hospe-
deiro com minima injdria do préprio organismo sao necessarios para a
resposta imune. Nesse contexto, destaca-se a polarizacdo da resposta
imune T, 1 e T2 (Células T Helper 1 e 2), que tém mostrado exercer um
importante papel nos efeitos imunorregulatdérios em resposta as infeccoes
por nematédeos gastrintestinais.

Resposta Imune T 1 e T 2

Os linfécitos derivados do timo, mais conhecidos como células T, tém sido
reconhecidos como condutores da resposta imune. Entretanto, distintos
subconjuntos dessas células vém sendo descobertos, constituindo a base
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para o entendimento dos mecanismos que controlam a resisténcia a
infeccdo (ELSE; FINKELMAN, 1998; LIEW, 2002).

Em meados dos anos 70, foi aceito que as células T poderiam ser divididas
em dois distintos subconjuntos com base em seus marcadores de superfi-
cie: CD4 + e CD8+. Células TCD4 + pareciam ter a funcao de auxiliar na
sintese de anticorpos e no desenvolvimento das células TCD8 +, ao
contrario destas que tinham a funcao de lisar células-alvo infectadas por
patdégenos. Entretanto, no final dos anos 70, foi verificado que a populacao
de células TCD8 + (T citotéxicas) era quem regulava a ativacéo e o
desenvolvimento das células TCD4 + (LIEW, 2002).

Posteriormente, foi mostrado que as células TCD4 + de camundongos
poderiam ser subdivididas em 2 subgrupos - T,,1 e T,2, com base no seu
padrdo de producao de citocinas. Mais tarde, esse fato também foi com-
provado em células T de humanos. Essas descobertas tiveram impactos
imediatos ndo somente no entendimento da regulacao e funcao das células
T, mas também na possibilidade de explicar muitas doencas imunes, além
de aplicacoes terapéuticas (LIEW, 2002).

A consolidacéo do conceito T ;1 e T, 2 levou a intensa atividade na
elucidacao de mecanismos de inducao, desenvolvimento e regulacao
desses dois subconjuntos celulares.

Em 1988, Gajewski e Fitch relataram que os produtos das células T poderiam
agir como fatores de crescimento autdcrinos para posterior expansao dessas
células, tao bem como os agentes inibidores reciprocos para o tipo celular
oposto. Assim, interleucina (IL)-4 promovia a expanséo clonal de células T 2 e
limitava a proliferacdo de células T, 1. Contrariamente, interferon-gama (IFN-g)
aumentava o crescimento de células T,1, mas diminuia o desenvolvimento de
T,2. Esses estudos mostraram o mecanismo pelo qual as células T, 1e T 2
eficientemente regulam a atividade umas das outras (LIEW, 2002).

Entretanto, esses dados ndo foram suficientes para saber o que poderia
iniciar o desenvolvimento de uma célula T,,1 e ndo de T2, ou quais 0s
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precursores celulares. Assim, em 1990, foi descoberto que IL-4 era
essencial para o desenvolvimento de células T 2 a partir de precursores
especificos. Em 1993, Hsieh e Seder mostraram que IL-12 e a ativacdo do
receptor da célula T (TCR) eram necessérios para a inducao das células
T,1 (ELSE; FINKELMAN, 1998; LIEW, 2002). Estes resultados estabelece-
ram que as células T,1 e T, 2 tinham um precursor em comum e gque as
citocinas presentes no meio, no momento da apresentacao do antigeno,
sdo determinantes para o desenvolvimento das linhagens das células T,
(LIEW, 2002; ELSE et al., 1994) (Fig. 1).A ativacdo de células T 1 e T 2 é
determinada pelo tipo de patégeno ou antigeno que entra em contato com
as células. Acredita-se que os patdégenos intracelulares, como bactérias,
virus e protozoarios direcionem uma resposta por células T, 1, enquanto

Patogeno

@)™

=
-

Macréfago

Patbgeno

IL-4, IL-5,
-10, I-13

KE. lgG1 IgG2a

Fig. 1. Polarizag&o da resposta imune T, 1/T 2.
Fonte: Adaptado de Liew (2002).
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que helmintos e parasitas extracelulares sao caracterizados por uma
resposta T,2 (LIEW, 2002; HUSE et al., 2006).

Os mecanismos envolvidos na resposta T, variam de acordo com a
espécie de parasita e estagio de desenvolvimento. Entre os fatores que
influenciam a polarizacdo dessa resposta, destacam-se:

1- Ambiente na apresentacado dos antigenos: Se no ambiente houver
predominio de IL-4, a resposta sera T, 2; entretanto, se o predominio for de
IL-12, a resposta imune desencadeada sera do tipo T, 1;

2- Tipo de célula apresentadora de antigeno: Antigenos apresentados por
macrofagos estimulam uma resposta T, 1, e aqueles apresentados pelas
células B, estimulam a resposta T, 2;

Além disso, sinais através de contato entre moléculas, bem como recepto-
res de citocinas, desencadeiam uma série de interacdes moleculares que
culminam na ativacao dos fatores de transcricao especificos a cada tipo de
célula e subsequiente ativacado dos genes das citocinas. Esses sinais pare-
cem desempenhar um importante papel regulatério em determinar a diferen-
ciagdo T,1 ou T 2, devido ao seu papel antagénico (ROMAGNANI, 2004).
Entretanto, uma resposta nao polarizada pode existir para minimizar danos e
prevenir a progresséo da doenca, assim como os componentes T,1e T2
em excesso, podem resultar em patologias danosas. Se os componentes
T,1 s&o essenciais para a imunidade ou s&o produzidos para prevenir o
excesso de danos provocados pela resposta T2, isso néo foi elucidado.

Citocinas

Citocinas sdo proteinas (aproximadamente 25 kiloDaltons-KDa) liberadas
por varias células do organismo frente a um estimulo ativador, induzindo a
resposta imune por meio da ligacao a receptores especificos (JANEWAY
et al., 2002). Sua forma de atuacéo é diversificada, podendo atuar de
maneira autdcrina, afetando o comportamento das células que as liberam,
ou de forma paracrina, interferindo no comportamento das células adjacen-
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tes. Algumas citocinas podem ainda atuar de maneira enddcrina, afetando
o comportamento de células distantes, embora isso dependa de sua
capacidade de entrar na circulacao e de seu tempo de vida.

As citocinas sdo agrupadas de acordo com sua estrutura (Tabela 1),
constituindo as principais familias: (1) familia das hematopoietinas, que
inclui os hormoénios do crescimento e muitas interleucinas com funcdes na

Tabela 1. Caracteristica das familias de citocinas.

Familia Citocinas Células Produtoras Acdes
Hematopoietina IL-2 Células T, T 1,T Proliferacdo da
Citotdtoxicas célulaT
IL-4 Células T e Ativagéo do T2
mastocitos e supressédo de T,1
TNF TNF-alpha Macréfagos, células Inflamacao local e
NK (natural killer) ativacao endotelial
ecélulas T
Quimiocinas MCP-1 Células T, monécitos Atracéao de células
e basdéfilos da resposta imune,
ativacdo de macréfagos
MCP-2 Células T, mondcitos, Atracao de células da

eosinofilos e baséfilos  resposta imune para o
local da infeccéo

IL-8 Monécitos e macréfagos Mobilizacao, ativacao e

degranulacao de

neutréfilos

IFN IFN-y Células T e NK Ativagio das moléculas

do MHC, estimulo
das células T ,1

Nao IL-12 Células B e Ativacao da diferenciacao
determinada macréfagos de TCD4 + em
células T 1

Fonte: Adaptado de Janeway et al. (2002).
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imunidade inata e adaptativa, (2) familia do fator de necrose tumoral (TNF),
gue atua na imunidade inata e adaptativa e inclui alguns membros ligados a
membrana, (3) familia das quimiocinas, (4) familia do interferon (IFN) e (5)
familia de citocinas ndo determinadas.

Dentre as citocinas relacionadas a resposta imune destacam-se:

Interleucina 2

Interleucina (IL)-2 é uma citocina secretada pelas células T.0, T 1eT
citotoxicas, e caracterizada como uma citocina T, 1. S&o responsaveis pela
resposta imune celular, cuja producao determina se uma célula T ird se
proliferar, tornando-se uma célula efetora armada ou ndo. Sem a producéo de
IL-2, ha ainibicdo da proliferacao e diferenciacao das células T ao encontra-
rem um antigeno. Entretanto, uma vez ativadas, podem sintetizar todas as
moléculas efetoras necessarias as suas funcoes especializadas, como células
T citotdxicas ou células T auxiliares (T,) (JANEWAY et al., 2002).

IL-2 esta presente em elevados niveis em infeccdes causadas por parasitas
intracelulares, conferindo protecéo ao hospedeiro, como no caso de Theileria
parva (HONDA et al., 1998). Entretanto, em infeccoes por endoparasitas
gastrintestinais, ha variacdo no padrao de expressao dessa citocina.

Em estudos realizados com bovinos infectados com Ostertagia ostertagi,
nao foi detectada alteracao nos niveis de expressao de IL-2 nos ndédulos
linfaticos e na mucosa do abomaso desses animais, quando comparados aos
animais controle (CLAEREBOUT et al., 2005); Zaros (2006) estudando
bovinos resistentes e susceptiveis a Hamonchus placei, verificou nao haver
diferenca na expressao de IL-2 entre os grupos, tanto nos nddulos linfaticos
quanto na mucosa do abomaso. Entretanto, Bricarello et al. (2008) verificou
aumento da expressao de IL-2 em bovinos susceptiveis a Cooperia punctata,
indicando relacdo com a sensibilidade a infeccao por endoparasitas.

Desse modo, IL-2 vem sendo relacionada a susceptibilidade as infeccoes
por nematédeos gastrintestinais, promovendo uma resposta imune tardia,
além de contribuir para a manutencao do parasita no hospedeiro.
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Interleucina 4

Interleucina (IL)-4 é uma citocina pertencente a familia das
hematopoietinas, produzidas pelas células T e mastécitos. Atua ativando
as células B, reprimindo a resposta tipo T, 1, além de estimular o cresci-
mento e diferenciacao de eosinéfilos (JANEWAY et al., 2002;
WALDVOGEL et al., 2004). E tipica da inflamacdo mediada por células tipo
T,2, associada a alergia e estados parasitarios, principalmente em infec-
cOes por nematédeos gastrintestinais, cuja secrecao encontra-se elevada.

A mais clara evidéncia da importancia das citocinas T,,2, especialmente da
IL-4 na resisténcia as infeccdes, veio de modelos animais infectados com
Heligmosomoides polygyrus e Trichuris muris, mostrando a funcao de IL-4
na expulsao dos parasitas. Nestes modelos, o bloqueio de IL-4 levou a
cronicidade da infeccdo, aumentando o tempo de retencao do parasita,
acompanhado pelo aumento da resposta T, 1. Se camundongos infectados
por H. polygyrus sao tratados com IL-4, ocorre uma diminuicao da
fecundidade e do nimero de parasitas observados. Esses efeitos
antiparasitarios sdo acompanhados por mudancas na fisiologia
gastrintestinal, incluindo aumento da secrecéo fluida e contracéo da
musculatura lisa (ELSE; FINKELMAN, 1998).

IL-4 também pode agir como uma molécula efetora, e ndo sé direcionar e
amplificar a resposta das células T, através das células T 2. Entre as
funcoes efetoras, destacam-se a ativacao das células B, o aumento da
expressao de moléculas do MHC (Major Histocompatibility Complex-
Complexo Maior de Histocompatibilidade) do tipo Il e o controle e ativacao
de IgE, eosindfilos e mastécitos. Pode ainda exercer efeitos diretos sobre
os tecidos nao linféides, tais como, células epiteliais da mucosa, células
caliciformes e células da musculatura lisa (ELSE; FINKELMAN, 1998).

Todavia, uma forte resposta T,2 pode ter um impacto negativo no sistema
imune do animal devido a inibicdo da resposta T 1. Entretanto, se houver
uma infeccao simultanea de um parasita intracelular desencadeando uma
resposta T, 1, IL-4 ndo tera a capacidade de afetar a montagem de tal
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resposta, se sua expressao estiver restrita ao local da infeccao. Além
disso, IL-4 por possuir variantes originadas por splicing alternativo, podem
competir com o receptor da IL-4, e desse modo, inibir seus efeitos nos
linfécitos T, células B e mondécitos (WALDVOGEL et al., 2004).

Linfécitos TCD4 + sao ditos desempenhar um importante papel em mediar
a resisténcia a Haemonchus contortus, via producao e secrecao de IL-4
(PENA et al., 2006); e o aumento significativo da resposta linfocitéria aos
antigenos parasitarios tem sido relatado em animais com resisténcia
genética as parasitoses, via polarizagéo T 2.

Gill et al. (2000) detectaram elevados niveis de IL-4 nos nédulos linfaticos
abomasais de ovinos resistentes a H. contortus; Zaros (2006) avaliou
bovinos Nelore resistentes e susceptiveis a H. placei e verificou aumento
da expressao dessa citocina nos nédulos linfaticos e na mucosa do
abomaso dos animais resistentes; Bricarello et al. (2008), também avalia-
ram os niveis de expressao de IL-4 no intestino delgado de bovinos Nelore
resistentes e susceptiveis a C. punctata, e verificaram haver forte inducao
da expressao de IL-4 (6.04 vezes) nos animais resistentes; Entretanto,
Meeusen et al. (2005) estudaram a infecgao primaria de ovinos por H.
contortus e verificaram néo haver forte indugéo da resposta T, 2, caracte-
rizada por elevados niveis de IL-4. Essas diferencas podem ser devido ao
fato de IL-4 ser superexpressa em fases especificas da infeccao, principal-
mente nas primeiras fases, como ilustra o estudo desenvolvido por Craig
et al. (2007), que verificou elevados niveis de IL-4 em ovinos previamente
imunizados contra 7. circumcincta, enquanto que, em animais naive (livres
de infeccado desde o nascimento) submetidos a primeira infeccao, nao
houve alteracao nos niveis dessa citocina.

Interleucina 12

Interleucina (IL)-12 é uma citocina heterodimérica (subunidades p35 e p40)
produzida pelas células apresentadoras de antigenos (macréfagos e células
B) e exerce efeitos imunoregulatérios nas células T e NK. IL-12 ativa a

diferenciacéo de células TCD4 + em T,1 por estimular a producéo de IFN-g
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pelas celulas NK e T, inibindo a resposta T,2 por suprimir a producéo de
IL-4. Ao contréario, em infeccdes por patdégenos intracelulares, tem um
importante papel na ativacao da imunidade protetora do hospedeiro (KHAN
etal., 2001; JANEWAY et al., 2002).

Em infeccoes por nematddeos gastrintestinais, a presenca de IL-12 esté
relacionada a susceptibilidade do hospedeiro, a ndo expulsao dos parasitas e
ao consequente desenvolvimento da cronicidade da infeccao. Este fato foi
comprovado por Grencis (2001), que administrou IL-12 as cobaias resisten-
tes a 7. muris, e verificou o desenvolvimento da fase crénica da infeccao.

Estudos realizados em camundongos infectados por Trichinella spiralis
mostraram que a administracdo de IL-12 diminuiu a contracao da muscula-
tura intestinal e hiperplasia das células caliciformes, prolongando, assim, o
tempo de sobrevivéncia do parasita. Estes estudos também verificaram a
contagem dos parasitas no hospedeiro: nos animais infectados e nao
tratados com IL-12, os parasitas foram expelidos até o 14° dia apds a
infeccdo; ja nos que foram submetidos @ administracao de IL-12, mais de
80% dos parasitas permaneceram no intestino até o 14° dia. Além disso,
foram verificados os niveis de expressao de outras citocinas nos ndédulos
linfaticos mesentéricos, constatando-se a diminuicdo de IL-4 e IL-13 e
aumento de IFN-g nos animais submetidos ao tratamento com IL-12
(KHAN et al., 2001).

Os efeitos de IL-12 /n vivo e in vitro sdo mediados por sua capacidade
indutora de IFN-g. Todavia, alguns estudos tém sugerido que IL-12 pode ter
funcbes que sdo, em parte, independentes de IFN-g. Helmby e Grencis
(2003) observaram que, na auséncia de IFN-g, IL-12, tem efeito direto
sobre a composicéo celular, citocinas T,,2, quimiocinas e seus receptores.
Camundongos submetidos a infeccao artificial por 7. spiralis e tratados
com IL-12, foram completamente incapazes de expelir os parasitas até 14
dias apés a infeccao. Além disso, o tratamento com IL-12 inibiu o recruta-
mento de mastdcitos da mucosa, tdo bem como a maturacao e/ou ativacao
durante estéagios tardios da infeccdo. Também foi constatada a diminuicao
do nuimero de eosinéfilos intestinais e células caliciformes.
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Em relacdo as outras citocinas, a administracdo de IL-12 reduziu a secre-
cao de IL-4, IL-13 e IL-10; quando o tratamento com IL-12 foi suspenso, a
secrecao de todas as citocinas foi aumentada. Em contrapartida, a admi-
nistracao de IL-12 aumentou os niveis de IFN-g. Quando camundongos com
knockout (bloqueio) no gene do IFN-g foram tratados com IL-12, houve uma
diminuicao de IL-4 e IL-10, e aumento de IL-13 nos nédulos linfaticos
mesentéricos. Estes resultados demonstram que IL-12 pode inibir a
producéo de algumas citocinas T,,2, tais como IL-4 e IL-10 e estimular a
producao de outras, tais como, IL-13, ambos na auséncia de IFN-g. Essa
atividade é denominada de atividade independente de IFN-g
(MOUNTEFORD; PEARLMAN, 1998).

Em ruminantes, Bricarello et al. (2008) verificaram aumento na expressao
de IL-12 (6,7 vezes) no intestino delgado de bovinos Nelore susceptiveis a
C. punctata. Por outro lado, Zaros (2006) ndo observou diferencas na
expressao dessa citocina entre bovinos resistentes e susceptiveis a H.
placei, tanto na mucosa, quanto nos nédulos linfaticos abomasais.

Interleucina 13

Interleucina (IL)-13 também tem importante papel na imunidade T,2, com
funcao de auxiliar no desenvolvimento das células B, polarizar a resposta
para T2 e inibir a producéo de citocinas inflamatérias por macréfagos e

células T,1 (JANEWAY et al., 2002).

IL-13 compartilha muitas funcdes com IL-4, dentre elas, protecao de
lipopolissacarideos em camundongos, aumento da expressao de
marcadores de superficie de MHC de classe Il em mondcitos e
macroéfagos, entretanto, sem desempenhar o papel de fator de crescimen-
to de células T, embora influencie o seu desenvolvimento (WYNN, 2003).

Apresenta um papel dominante na resisténcia as infeccoes por
nematddeos gastrintestinais em diferentes espécies. Estudos realizados
em camundongos com knockout para o gene da IL-4 e antagonista para o
seu receptor, mostraram que tais animais expeliram normalmente os
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parasitas, sendo que IL-13 é o candidato mais provavel em desempenhar
essa funcao independente de IL-4, podendo mediar a resisténcia a infeccao
na auséncia dessa citocina. Talvez a administracdo do anti-receptor de IL-4
nao leve ao completo bloqueio do receptor de IL-13 em camundongos
imunocompetentes. Complexos de IL-13 administrados a camundongos
deficientes de CD4 + os tornam capazes de expulsar Nipostrongyllus
brasiliensis (ELSE; FINKELMAN, 1998).

IL-13 é também importante na resisténcia a 7. spiralis, aumentando a
permeabilidade intestinal e conseqliente resposta a mediadores, tais como,
prostaglandina, que promove a secrecao fluida; pode aumentar a contracao
da musculatura intestinal lisa e também a quantidade e qualidade do muco,
eficiente na expulsao dos parasitas. Atua estimulando o aumento da produ-
cao de eosindfilos, mastdcitos e IgE (FINKELMAN et al., 2004). Animais
com knockout para o gene da IL-13 sdo susceptiveis a esse parasita, ao
contrario dos animais normais, demonstrando a importancia dessa citocina
no desenvolvimento da imunidade protetora (ELSE; FINKELMAN, 1998).

Camundongos naturalmente resistentes e infectados por H. polygyrus
apresentaram elevacéo dos niveis de IL-13, dentre outras citocinas T, 2
(IL-4, IL-5, IL9 e IL-10). IL-13 atua na expulsdo dos parasitas, por alterar
as funcoes das células epiteliais. Essas mudancas incluem aumento da
secrecao fluida e diminuicdo de sua absorcdo, que poderia desalojar os
vermes da mucosa ou interferir na sua alimentacdao na mucosa do intestino
(SHEA-DONOHUE et al., 2001).

Em bovinos Nelore resistentes a C.punctata e H. contortus houve aumento
da expressao de IL-13, tanto no intestino delgado como nos nédulos
linfaticos e mucosa do abomaso (BRICARELLO et al., 2008; ZAROS,
2006). Por outro lado, Li et al. (2007) ndo encontraram diferencas na
expressao dessa citocina entre bovinos resistentes e susceptiveis da raca
Angus, quando infectados por O. ostertagi e Cooperia oncophora.

Em ovinos, Pernthaner et al. (2005) estudaram os niveis de expressao de
IL-13 em infeccbes por Trichostrongylus colubriformis e verificaram a
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polarizagéo da resposta T2 via inducéo de IL-13 nos animais resistentes.
Em contraste, Terefe et al. (2007) comparou os niveis de expressao
génica de citocinas entre Barbados Black Belly (considerados animais
resistentes) e ovinos da linhagem INRA 401 (considerados susceptiveis) a
H. contortus e ndo observaram aumento de citocinas T,2, incluindo IL-13,
na mucosa do abomaso. Entretanto, quando analisaram os nédulos linfati-
cos, os niveis de RNAmM foram mais pronunciados nos animais resistentes
que nos susceptiveis.

Estudos tém mostrado que a resposta imune protetiva contra
nemat6deos gastrintestinais requer a producéo de citocinas T2, especi-
almente de IL-4 e IL-13, cuja principal funcao é expulsar os parasitas
(ZHAO et al., 2003). Essas interleucinas podem mediar a protecao contra
alguns estagios dos nematédeos gastrintestinais, modificando a fisiologia
gastrintestinal.

Fator de Necrose Tumoral-Alpha
(TNF-Alpha)

Fator de necrose tumoral-alpha (TNF-alpha) é uma importante citocina
inflamatdria, que desempenha papel na resposta imune, além de atuar na
proliferacao e diferenciacao celular, bem como na patogénese de muitas
doencas humanas e animais. Também apresenta funcoes relacionadas a
modulacao da producao e ativacao funcional de diversas outras citocinas
(GUPTA et al., 2004).

E considerada uma citocina essencial nas infeccées gastrintestinais, pois
exerce muitos efeitos protetores na mucosa, estimulando a proliferacao
das células da mucosa, com acao citotéxica aos helmintos (RIFFKIN et al.,
2000). TNF-a pode ainda induzir a migracao de mastécitos para o local da
infeccao. Essa propriedade implica que esta citocina, juntamente com IL-4
e IL-8, pode ser parte de um conjunto de quimiocinas que regulam a
resposta migratdria dos mastdcitos nas inflamac6es mediadas por células
T,1eT,2 (OLSSON et al., 2004). TNF-alpha é produzido por células T,1 e
algumas células T2, podendo atuar na resposta imune celular e humoral
(JANEWAY et al., 2002).
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Estudos realizados em camundongos infectados por 7. muris e submetidos
a neutralizacdo da acao de TNF-a ou deficiéncia de seu receptor, mostra-
ram gue essa citocina é critica na regulacao da protecao do hospedeiro a
infeccdes por helmintos.

Em camundongos naturalmente resistentes, o bloqueio de TNF-alpha preve-
niu a expulsdo dos parasitas até 21 dias ap6s a infeccao, sem entretanto,
alterar a magnitude da resposta T,,2, mantendo os niveis de IL-4, IL-5 e IL-
13, com excecdo de IL-9; nos animais com knockout para o receptor do
TNF-alpha, a infeccdo tornou-se crénica com a geracdo de uma resposta
T,1. Além disso, a expulséo dos parasitas em camundongos com knockout
para o gene da IL-4, conseqlientemente dependentes de IL-13, também foi
prejudicada pelo bloqueio do TNF-alpha (ARTIS et al., 1999). Nesse mesmo
estudo foi observado que as fémeas de camundongos produziam mais
citocinas e expeliam os parasitas mais rapido que os machos que, por sua
vez, produziam menores niveis de citocinas e ndo conseguiam expelir os
parasitas. Ao administrarem TNF-alpha aos machos, estes animais expeli-
ram os parasitas por volta de 35 dias, sem haver alteracdo nos niveis de
producao de citocinas, podendo o TNF-alpha muito mais potencializar os
efeitos das citocinas T ,2 do que aumentar sua producéo.

Em bovinos naturalmente infectados por H. p/acei, foi constatado aumento
da expressao de TNF-alpha no abomaso dos animais resistentes (ZAROS,
2006); Ja4 em bovinos submetidos a infeccdo por C. punctata, ndo houve
alteracao dos niveis dessa citocina entre animais resistentes e suscepti-
veis (BRICARELLO et al., 2008).

Além das funcdes acima citadas, é também possivel que TNF-alpha seja
responsavel por mediar efeitos patolégicos causados por infeccoes
gastrintestinais por meio da producéao de 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS). Essa substancia pode melhorar os sintomas da enteropatia,
conferindo protecao ao hospedeiro (GARSIDE et al., 2000).

Interferon-Gama (IFN-gama)

Interferon-gama (IFN-gama) é uma importante citocina que desempenha
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papel na regulacdo da resposta imune nas infeccOes parasitarias. E
secretada pelas células T e NK, resultando na ativacdo de macréfagos e
regulacao da resposta imune mediada por células, potencializando a
resposta T, 1 e inibindo a T2 em infeccbes por nematédeos
gastrintestinais (COLTMAN et al., 2001). J4 em estados parasitarios por
virus e bactérias, IFN-g tem extrema importancia em mediar a resisténcia
do hospedeiro (LIU et al., 2004).

Estudos realizados em camundongos resistentes a N. brasiliensis verifica-
ram que esses parasitas sdo expulsos em 12 dias. Quando tratados com
IL-12, que estimula a producao de IFN-gama, hd o aumento do tempo de
expulsdo dos parasitas, além do aumento da producdo de ovos
(FINKELMAN et al., 2004).

Ja bovinos susceptiveis a C. punctata apresentaram elevados niveis de
IFN-gama no intestino delgado (BRICARELLO et al., 2008). O mesmo
padrao de expressao foi observado nos nédulos linfaticos abomasais
desses animais, quando os mesmos foram submetidos a infeccéo por H.
placei (ZAROS, 2006). Claerebout at al. (2005) também verificaram
aumento dessa citocina nos nédulos linfaticos abomasais de ovinos
infectados por H. contortus. Essa super expressao de IFN-gama contribuiu
para a inibicdo da polarizacéo da resposta imune via T, 2 nos animais
susceptiveis, levando a manutencao da populacao parasitéria tanto no
intestino delgado, como no abomaso. Entretanto, Nakamura et al. (2002)
administraram IFN-gama em bovinos infectados com Strongyloides
pappulosos e obtiveram diminuicdo na contagem de OPG e aumento da
expulsao dos helmintos.

Recentes estudos tém relacionado IFN-g com resisténcia a infeccdes. Foi
identificado um QTL (Quantitative Trait Loci — Loci para caracteristicas
quantitativas) associado a diminuicdo de OPG e ao aumento de IgA préxi-
mo ao gene IFN-gama de ovinos infectados por Teladorsagia circuncincta.
E possivel que esse QTL seja causado por polimorfismos genéticos,
resultando na expressao diferencial do IFN-gama e subseqiiente modulacao
da reposta T,1/T,2 (COLTMAN et al., 2001). Assim, qualquer tipo de
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polimorfismo que leve a expresséao diferencial ou a ligacao do receptor de
IFN-gama, poderia ter efeito na resisténcia a parasitas extracelulares.

Desse modo, a variacado no perfil de expressao de IFN-gama frente a diferen-
tes infeccdes por helmintos pode ser explicada pelo fato da resposta T, 1/
T,2 néo ser conservada em bovinos e ovinos (CANALS et al., 1997) e
quando se acredita que uma resposta T,,2 € muito forte, ela pode causar
danos ao hospedeiro, de forma que o aumento na concentracao de IFN-gama
atuaria equilibrando as reacoes adversas ao hospedeiro (WALDVOGEL et
al., 2004).

Quimiocinas

Proteinas de atracdo de mondcitos (MCP) 1e 2 e
Interleucina 8

Quimiocinas sao proteinas pertencentes a classe de citocinas que apresen-
tam propriedades quimiotaticas, ou seja, promovem o trafego diferenciado
de leucécitos e os induzem a participarem da resposta imune (JANEWAY
et al., 2002). A principal funcao das quimiocinas €é atrair leucécitos,
mondcitos, neutréfilos e outras células efetoras do sangue para os locais
da infeccao e atuarem como guias para as células envolvidas na imunidade
inata e para os linfécitos da imunidade adaptativa; podem ainda participar
do desenvolvimento de linfécitos, migracao e angiogénese (JANEWAY et
al., 2002).

Outra propriedade dessas proteinas é a seletividade, isto é, cada tipo de
quimiocina atrai um determinado tipo de célula, e é essa propriedade que
as distingue de outras previamente identificadas, tais como o fator do
complemento Cba e leucotrieno B4 (LTB4), que sdo amplamente ativos em
uma variedade de leucdcitos. Além disso, com a descoberta, em 1996,
que o virus do HIV-1 usa certos tipos de receptores de quimiocinas, como
co-receptores para infectar células, a pesquisa com quimiocinas revelou
que, além de estarem envolvidas na migracao celular, tem papel na defesa
antimicrobiana (GANGUR et al., 2002).

25
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MCP-1 e MCP-2

A expressao de moléculas quimioatrativas que podem iniciar uma resposta
imune, por atracao de células, e que atuam na expulsao do parasita estao
sendo amplamente estudadas. Os primeiros estudos foram realizados por
Wenpe et al. (1994), que caracterizaram o gene de MCP-1 de bovinos, e
constataram ser formado por 3 exons. Intros e exons sao similares em
comprimento e ambos sdao achados em posicdes idénticas da regiao
codificadora dos RNAms de MCP-1 e MCP-2.

Dada a importancia do papel da MCP-1 na migracao de leucécitos e sua
funcdo homeostatica, os genes MCP-1 e MCP-2 de ovinos também foram
isolados e caracterizados. Além disso, também foram estudados os niveis
de expressado de MCP-1 e MCP-2 no abomaso de ovelhas adultas
infectadas artificialmente por H. contortus, sendo observados altos niveis
de ambas quimiocinas apés o desafio. Esse fato sugere que, o aumento
nos niveis de expressdo de MCP-1 e MCP-2 estara envolvido na resposta
imune a infeccao por helmintos e no recrutamento de leucdécitos para o
trato gastrintestinal, além de serem importantes mediadores da inflamacao
e defesa do hospedeiro. Todavia, esses autores nao puderam afirmar se o
aumento dos niveis de RNAm foi devido ao acimulo de leucdcitos que
expressam esses genes, ao aumento dos niveis de RNAm das células
individuais ou a combinacdo de ambos fendmenos (DUNPHY et al., 2001).

O papel de MCP-1 no desenvolvimento da resisténcia a infeccao pelo
nematddeo gastrintestinal 7. muris, também foi estudado, sendo verificado
que, na auséncia dessa quimiocina, nao ocorre a expulsao do parasita.
Camundongos deficientes em MCP-1 tiveram menor taxa de expulsdo das
larvas, quando comparados aos individuos resistentes, que apresentaram
larvas por 12-24 dias, eliminando-as por volta de 35 dias apds a infeccao.
Individuos deficientes em MCP-1 abrigavam parasitas adultos e férteis,
indicando uma completa susceptibilidade a infeccdo. Foi também detectado
que os ndédulos linfaticos dos individuos deficientes em MCP-1 tornaram-se
locais de diminui¢do da resposta T2 e intensa proliferacdo da resposta
T,1, altamente benéfica a retencéo do parasita no organismo hospedeiro
(DESCHOOLMEESTER et al., 2003). Em modelos de infeccao por .
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brasiliensis foi constatado o aumento da expressdo de MCP-1 no epitélio
do jejuno de camundongos infectados (ROSBOTTOM et al., 2002).

Em bovinos susceptiveis a C. punctata, foi detectado aumento na expres-
sdo de MCP-1 no intestino delgado (Bricarello et al., 2008). Em contraste,
quando esses animais foram infectados por H. place/, nenhuma diferenca
nos niveis de expressao entre animais resistentes e susceptiveis foram
detectadas (ZAROS, 2006). Nao foi detectada nenhuma alteracao na
expressao de MCP-2 entre os grupos estudados.

Interleucina 8

Interleucina (IL)-8 também é uma citocina pertencente a classe das
quimiocinas e secretada por macréfagos. Estéd envolvida na resposta
inflamatdria local, auxiliando o recrutamento de neutréfilos, basofilos e
células T para o local da infeccdo (JANEWAY et al., 2002). Pode atrair e
ativar células efetoras nos tecidos peri-parasitados, limitando a prolifera-
cao e disseminacao dos parasitas. Entretanto, quando secretada
desordenadamente, IL-8 pode atuar induzindo inflamacéo local excessiva,
levando a destruicdo do tecido hospedeiro (SOBOSLAY et al., 2006).

Essa citocina apresenta um duplo papel no recrutamento das células da
resposta imune: (1) atuam no rolamento dos leucécitos nas células

endoteliais presentes no local da inflamacao que, conseqlientemente, muda

a conformacao das moléculas de adesdo chamadas integrinas. Esse fato
permite que os leucécitos atravessem a parede dos vasos, infiltrando-se
nas células endoteliais; (2) dirigem a migracao dos leucdcitos por um
gradiente de quimiocina, que aumenta a concentracao na direcao do local
da infeccao.

Poucos sao os estudos realizados sobre os niveis de expressao dessa
citocina em infeccdes por nematddeos gastrintestinais: Bricarello et al.
(2008) nao encontraram diferencas na expressao de IL-8 entre bovinos
resistentes e susceptiveis submetidos a infeccao por C. punctata. Do
mesmo modo, Zaros (2006) também nao verificou alteracées no perfil de
expressao de IL-8 entre bovinos resistentes e susceptiveis a H. placei.

27
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Consideracdes Finais

Até o presente, o entendimento e conhecimento sobre as interacées
imunolégicas que ocorrem entre os nematédeos gastrintestinais e seus
hospedeiros sdo derivados de modelos laboratoriais, embora mecanismos
efetores precisos que levam a remocao do parasita estejam em processo
de definicdo. Assim, nenhum consenso sobre a polarizacao da resposta
imune foi estabelecido e ainda ndo ha um perfil capaz de diferenciar
animais resistentes e susceptiveis para cada parasita.

Estudos tém sido realizados utilizando-se modelos experimentais
infectados com Haemonchus spp., Cooperia spp. e Ostertagia spp. em
hospedeiros economicamente importante como bovinos e ovinos. Entretan-
to, ndo ha relatos do papel das citocinas na resposta imune de caprinos
frente as infeccoes por nematddeos gastrintestinais. Estes devem ser
conduzidos a fim de comprovar o padrao de expressao apresentados por
bovinos e ovinos.

Uma vez confirmado este padrao, institui-se um perfil de quais citocinas
atuam na resposta imune, as quais podem tornarem-se genes candidatos
associados a caracteristica de resisténcia, tornando-se aplicaveis, por
exemplo, como marcadores genéticos utilizados na selecao assistida por
marcadores.
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