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RESUMO

PANASSOLO, Victéria. AVALIACAO DA INFECCAO POR Toxocara canis EM
CAMUNDONGOS OBESOS ob/LEP. 2022. Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude. Universidade Federal do Rio Grande,
Rio Grande. Orientador: Prof. Dr. Carlos James Scaini.

A obesidade é em um dos principais problemas de satde publica global e esta associada
a diversas patologias. Até entdo ndo haviam sido realizados estudos sobre obesidade e
toxocariase visceral, sendo as duas, condi¢cBes que afetam a salde da populacdo
mundial. Este estudo tem como objetivo conhecer o perfil da toxocariase visceral em
camundongos obesos ob/LEP, em dois periodos distintos de infeccdo. Camundongos
obesos ob/LEP, fémeas (50-65 gramas), foram inoculados com 300 ovos de Toxocara
canis, pela via intragéstrica. Os nove camundongos do grupo 48h (G48h) e os sete
camundongos do grupo 35 dias (G35d) foram eutanasiados com 48h e 35 dias de
infeccdo, respetivamente. Foram coletados encéfalo, figado, pulmdes, rins, coracao,
globos oculares e musculatura esquelética (carcaca). Esse material foi submetido a
digestdo tecidual para recuperacdo das larvas. A intensidade média de infeccdo foi de
34,33+23,15 nos camundongos do G48h e de 26,86+13,77 nos animais do G35d
(p=0,4635). No G48h ocorreu maior recuperacdo de larvas de T. canis no figado
(18,44+21,17) e pulmdes (12,89+9,65) (p=0,0125), e no G35d houve acimulo de larvas
no encéfalo (17,14+9,86) (p<0,0001). Quando comparados os dois periodos de infeccéo,
observou-se maior recuperacdo de larvas nos pulmfes dos camundongos do G48h
(p=0,0125) e no encéfalo (p=0,0003) e globos oculares (p=0,0192) dos camundongos do
G35d. Dos sete camundongos do G35d, quatro estavam positivos para larvas nos globos
oculares. Conclui-se que, nas condi¢fes estudadas com camundongos obesos, em 48
horas de infecgdo ocorre uma importante recuperacdo de larvas T. canis tanto no figado
como nos pulmdes, enquanto que nos 35 dias de infeccdo a migragdo neurotropica é
predominante, com relavente presenca de larvas nos globos oculares, demonstrando um

padrdo de migracéo distinto nesses modelos experimentais.

Palavras-chave: Parasitos, obesidade, modelos de animal experimental, toxocariase,

comorbidade.



ABSTRACT

PANASSOLO, Victoria. EVALUATION OF INFECTION BY Toxocara canis IN
OBESE ob/LEP MICE. 2022. Dissertation (Master's) — Postgraduate Program in
Health Sciences. Federal University of Rio Grande, Rio Grande. Advisor: Prof. Dr.

Carlos James Scanini.

Obesity is one of the main global public health problems and is associated with several
pathologies. Today, studies on obesity and visceral toxocariasis had not been carried
out, which is a tissue parasitosis with a worldwide and neglected distribution, this being
a tissue parasitosis with worldwide and neglected distribution and obesity a condition
that grows in Brazil and in the world and that affects the health of the population. Thus,
this study aims to know the profile of visceral toxocariasis in obese ob/LEP mice, in
two distinct periods of infection (initial and late), to deepen the knowledge about this
tissue parasitosis, under obese conditions. Obese ob/LEP female mice (50-65 grams)
were inoculated with 300 eggs of Toxocara canis, intragastrically. Tissues for larvae
count were collected 48h (n=9) and 35 days (n=7) after inoculation. Brain, liver, lungs,
kidneys, heart and skeletal muscle (carcass) were collected. This material was submitted
to tissue digestion to recover the larvae. The mean intensity of infection was
34.33+23.15 in G48h and 26.86+13.77 in G35d (p=0,4635). In G48h there was a
predominance in the detection of T. canis larvae in the liver (18.44+21.17) and lungs
(12.89+9.65) (p=0.0125). While in G35d there was accumulation of larvae in the brain
(17.14+9.86) (p<0,001). When the groups were compared, a predominance was
observed only in the lungs of the G48h (p=0.0125) and in the brain (p=0.0003) and
eyeballs (p=0.0192) of the G35d. Of the seven G35d mice, four were positive for larvae
in the eyeballs. within 48 hours of infection there is an important recovery of T. canis
larvae both in the liver and in the lungs, while in the 35 days of infection, neurotropic
migration is predominant, with the relative presence of larvae in the eyeballs,

demonstrating a distinct migration pattern in these experimental models.

Keywords: parasites, obesity, animal models, toxocariasis, comorbidy.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. Obesidade

A obesidade é definida como o acumulo ou distribuicdo anormal de gordura
corporal, que causa prejuizos a salde e costuma ser avaliada na pratica clinica pelo
indice de massa corporal (IMC), que é expresso como a razdo do peso corporal em
quilogramas em funcdo da altura em metros quadrados (BRAY, 2003; GONZALEZ-
MUNIESA et al., 2017). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, em
2016, 1,9 bilhGes de pessoas adultas apresentavam sobrepeso e mais de 650 milhdes
eram obesas. A prevaléncia de obesidade na populacdo quase triplicou no periodo de
1975 a 2016 (WHO, 2021).

Estima-se que o custo total anual do IMC elevado para os servicos de salde € de
US$ 990 bilhdes, representando mais de 13% de todas as despesas com satude (WORLD
OBESITY FEDERATION, 2017). A obesidade também resulta em custos indiretos,
como reducdo da produtividade, qualidade de vida e longevidade. Os custos de saude
diretos e indiretos combinados sdo estimados em aproximadamente 3,3% do produto
interno bruto (PIB) total dos paises membros da Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico (OECD, 2019). No Brasil, o custo anual para o Sistema
Unico de Satde (SUS) em decorréncia da hipertensdo, diabetes e obesidade alcancou
R$ 3,45 bilhdes. Considerando isoladamente a obesidade como fator de risco para
hipertensdo e diabetes, os custos atribuidos a essa doenca foram de R$ 1,42 bilhdo
(NILSON et al., 2019). No ano de 2019, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade era de
55,4% e 11,8%, respectivamente (SILVA et al., 2021).

A obesidade esta associada a diversas patologias, como diabete mellitus tipo 2
(DM2), esteatose hepética, doengas cardiovasculares, acidente vascular cerebral,
dislipidemia, hipertensdo arterial, problemas de vesicula biliar, osteoartrite, apneia do
sono, problemas respiratérios e neoplasias (endometrial, mamaria, ovariana, prostéatica,
hepética, esplénica, renal e intestinal). Essas doengas podem aumentar o risco de
mortalidade (PURNAMASARI et al., 2011).



A obesidade é uma condi¢do multifatorial que envolve fatores ambientais e
genéticos. Uma das causas da obesidade e do sobrepeso é o desequilibrio energético
entre as calorias ingeridas e as gastas, havendo um aumento da ingestdo de alimentos
ricos em energia (gordura e carboidratos) associado a inatividade fisica (WHO, 2021).
Os fatores genéticos intervém na manutencdo do peso e gordura corporal pela sua
participacdo no controle de vias eferentes (leptina, sinais nervosos), de mecanismos
centrais  (neurotransmissores hipotaldamicos) e de vias aferentes (insulina,
catecolaminas). Assim, o balanco energético parece depender cerca de 40% da heranca
genética, podendo afetar ambas as partes da equacdo energética (ingestdo e gasto)
(FIGUEIREDO et al., 2021).

1.2 Papel da leptina na obesidade

A leptina é uma adipocina que reflete, em nivel de encéfalo, o grau de
adiposidade de um organismo. Desde os primeiros estudos foi postulado que a medida
em que aumenta a adiposidade, os niveis de leptina sérica também aumentam, o que
pode levar ao desenvolvimento de resisténcia em nivel do transportador na barreira
hematoencefalica (BHE) (BANKS, 1999; HAYDEN & BANKS, 2021). Isso implica
gue uma quantidade menor de leptina chegard ao encéfalo, levando a reducdo da
ativacdo da via de sinalizacdo para a regulacé@o do peso corporal. Estudos tém mostrado
que camundongos ob/LEP obesos sdo sensiveis a essa adipocina intracerebro-
ventricular (VAN HEEK et al., 1997; HALAAS et al., 1997; KRASHES et al., 2011),
indicando que a falta de atividade da leptina € devido a diminuicdo de 35% na
permeabilidade da BHE (BANKS, 1999). Além disso, a razdo cefalorraquidiana/leptina
sérica em humanos obesos € quatro a cinco vezes menor (CARO et al., 1996;
SCHWARTZ et al., 1996).

Os adipocitos séo celulas que armazenam gorduras e regulam a temperatura
corporal. Existem trés tipos de adipocitos: marrom, branco e bege (RAPOSO, 2020). Os
adipdcitos brancos sdo encontrados nas regifes subcutaneas e viscerais (CEDIKOVA et
al., 2016), os quais secretam diversas substancias, como leptina e citocinas. A leptina
apresenta acao primaria no nacleo hipotalamico arqueado, no qual inicia uma cascata de
eventos inibindo a ingestéo de alimentos e promovendo o gasto de energia (COPPARI
et al., 2005; RAMOS-LOBO & DONATO, 2017). As alteragdes no transporte de



leptina para o encéfalo através da BHE desempenham um papel fundamental na
obesidade (BANKS et al., 1999, EL-HASHCHIMI et al., 2000; BANKS et al., 2004;
RAMOS-LOBO & DONATO, 2017). Isso foi observado em pacientes com deficiéncia
de leptina no SNC, os quais desenvolveram hiperfagia e obesidade durante a infancia
(FAROOQI et al., 1999).

Os principais modelos experimentais para o estudo de obesidade s&o os
camundongos ob/LEP, os quais sdo resultantes de uma mutacao espontanea para o gene
da leptina (INGALL et al., 1950). Os camundongos ob/LEP caracterizam-se por
apresentar hiperfagia, hiperglicemia, diminuicdo da temperatura corporal, reducdo do
gasto energético e da funcdo imunoldgica (FRIEDMAN & HALAAS, 1998; VARGA et
al., 2010; LUTZ et al., 2012; NILSSON et al., 2012; WANG ET AL., 2014). Nesses
animais ha aumento da infiltracdo de lipidios na medula éssea, tendo um forte impacto
na hematopoese, alterando a modulagdo na resposta imune, além de causar infertilidade
(PIZZOLLA et al., 2016). A deficiéncia da leptina reduz o nimero de celulas T
precursoras e a producédo de interleucina-2 (IL-2), interferon-gama (IFN-y) e favorece a
resposta imune do tipo T helper 2 (Th2) (LA CAVA & MATARESE, 2004,
NISHIMURA, 2009).

1.3 Inflamacéo cronica e obesidade

Marcadores inflamatérios tém sido associados a obesidade e ao risco de
evolucdo de formas graves de doencas relacionadas a obesidade. Nas Ultimas duas
décadas, a busca por um mecanismo ligando a patogénese da obesidade a resisténcia a
insulina e diabete revelou uma estreita relacao entre o excesso de nutrientes e a ativacao
do sistema imunolégico inato na maioria dos Orgdos pertinentes a homeostase
energética (pancreas, figado, rins) (FRANCISQUETI et al., 2015). Estudos indicam que
a inflamacdo ocorre como consequéncia da obesidade, e que essa pode desempenhar um
papel importante na geracéo de resisténcia a insulina, secre¢do defeituosa de insulina e
interrupcdo na homeostase energética (HOTAMISLIGIL et al., 2006; LUMENG et al.,
2011; LACKEY & OLEFSKY, 2016). A inflamagdo pode levar a respostas, como
fibrose e necrose, e envolver o tecido adiposo, pancreas, figado, musculatura
esquelética, coracdo e encéfalo (HOTAMISLIGIL, 2006; LUMENG et al., 2011;
LACKEY & OLEFSKY, 2016).



A obesidade induz a uma infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo de
camundongos ¢ humanos (WEISBERG et al., 2003; O’ROURKE et al., 2011). Esses
parecem ser cruciais para a producdo de citocinas inflamatdrias (ESSER et al., 2013).
Os macrofagos podem ser classificados em dois subtipos distintos. Os “macrofagos
ativados classicamente”, denominados de M1, secretam citocinas pro-inflamatorias,
como a IL-1b, IL-6 e fator necrose tumoral-alfa (TNF-a). Os "macrofagos ativados
alternativamente”, denominados de M2, produzem citocinas anti-inflamatérias como
IL-10 (CHAWLA et al., 2011). Além de infiltracdo de macrdfagos nos tecidos adiposos,
a obesidade causa um fendmeno de mudanca de M2 para M1, correlacionando-se com a
resisténcia a insulina em camundongos e humanos (LUMENG et al., 2007; FUJISAKA
etal., 2009; WENTWHORT et al., 2010).

Os depositos de gordura geralmente contém células do sistema imunoldgico que,
juntas, vigiam e mantém a integridade e a sensibilidade hormonal dos adip6citos. Em
camundongos ndo obesos, essas células imunes operam uma reposta do tipo T helper
tipo 2 (Th2) que controla de forma coordenada a integridade do tecido e o metabolismo.
Essas células liberam uma cascata de citocinas que regulam de outras células do sistema
imunoldgico, incluindo eosinofilos, mastocitos e outras, que mantém macrofagos
residentes em um estado polarizado M2 ou alternadamente ativado (LUMENG et al.,
2007).

Os macrdfagos polarizados em M2 secretam IL-10 e outras citocinas que
contribuem para a manutencdo da sensibilidade a insulina nos adipdcitos. Os
macrofagos sofrem mudancas durante a obesidade, com um aumento no seu nimero
total, que se deve em grande parte ao recrutamento de macrofagos polarizados M1, que
apresentam um fenotipo pro-inflamatério e expressando citocinas como o TNF-a e IL-1,
IL-6, IL-12, IL-23 (LEE, 2019) e outras que produzem citocinas que governam o
acumulo e a atividade de macréfagos M1 pro-inflamatérios. O aumento no ndmero de
macrofagos, bem como uma proporcédo elevada de macrofagos M1 quando comparado
aos M2 é uma caracteristica da inflamag&o do tecido adiposo que acompanha a
obesidade (LUMENG et al., 2007; LACKEY & OLEFSKY, 2016).

1.4 Obesidade e doencas infecto parasitarias



Os camundongos ob/LEP, além de serem amplamente utilizados em estudos de
nutricdo, por naturalmente apresentarem o gene que favorece a obesidade (BARROS et
al., 2009), sdo mais suscetiveis a infeccbes por agentes infecto parasitarios;
NAGAJYOTHI et al.,, 2010; NAGAJYOTHI et al., 2012). Estudos mostram que 0
estado de excesso de adiposidade pode aumentar a susceptibilidade as infec¢des, tais
como por Staphylococcus aureus (PARK et al., 2009), virus influenza (HIN1) (NAVE
etal., 2011) e Helicobacter pylori (DHURANDHAR et al., 2015).

Também foram realizados estudos para avaliar o efeito da obesidade sobre as
infecgBes parasitarias. Em humanos, ha associagdo entre obesidade e aumento da
incidéncia de infecgdo por Toxoplasma gondii (REEVES et al., 2013). Em
camundongos C57BL/6, a obesidade resulta em uma inflamacdo exacerbada com
aumento da taxa de mortalidade por Plasmodium berghei ANKA (CARVALHO et al.,
2015), na produgdo de citocinas pré-inflamatorias e aumento da intensidade de infeccéo
de Leishmania infantum chagasi (SARNAGLIA et al., 2016) e diminuicdo da

capacidade em controlar a infeccdo por Leishmania major (MARTINS et al., 2020).

Existe caréncia de estudos relacionando a obesidade e infec¢bes por helmintos,
tal como o nematddeo Toxocara canis, parasito do intestino delgado de cdes. Esse é o
principal agente etioldgico da toxocariase humana, antropozoonose negligenciada de
distribuicdo mundial (MACPHERSON, 2013), com prevaléncia subestimada devido a
sintomatologia inespecifica e as limitacbes dos métodos laboratoriais de diagnostico
(SMITH et al., 2009; MOREIRA et al., 2014). Desta forma, torna-se importante avaliar
estudos a toxocariase visceral e a obesidade, pois essa condi¢do pode ser um fator que

colabore com a gravidade dessa parasitose.

1.5. Toxocariase humana

1.5.1. Agente etiologico — Toxocara canis

A toxocariase humana é caracterizada pela migracdo e sobrevivéncia de larvas
de helmintos nos tecidos do organismo humano (BEAVER,1969) e tem como principal
agente etiolégico o nematddeo Toxocara canis Werner, 1782, parasito do intestino
delgado de cdes (GLICKMAN & SCHANTZ, 1981; BURKE & ROBERSON, 1985).

Nos cées, principais hospedeiros definitivos de T. canis, ocorre a migracdo

larvaria pela rota hepato-pulmonar com o desenvolvimento das formas adultas no



intestino (MALEKI et al., 2017). Na espécie canina a enzootia ¢ mantida pela
transmissao pelas vias placentaria e mamaria (BURKE & ROBERSON, 1985). Assim,
os filhotes sdo os que apresentam as principais taxas de prevaléncia do parasitismo
intestinal e de intensidade de infeccdo. Consequentemente, esses animais sdo as

principais fontes de contaminagédo de ovos no solo (ROSTAMI et al., 2020).

Uma variedade de espécies animais, incluindo ovinos, equinos, bovinos, suinos,
roedores, lagomorfos e aves agem como hospedeiros paraténicos de T. canis (RASSIER
et al., 2013; HEREDIA et al., 2018; WU & BOWMAN, 2020), os quais apresentam o
papel de transportar a larva infectante encapsulada nos tecidos (WU & BOWMAN,
2020). As larvas podem ser alojar em diversos 6rgdos, como figado, pulmdes, coracéo,
tecido muscular e encéfalo (GALVIN 1964; LLOYD 1993; REITEROVA et al., 2003;
STRUBE et al., 2013; GAWOR et al. 2015).

1.5.2. Infecgdo por Toxocara canis em seres humanos

O principal modo de infeccdo se da pela ingesta de ovos embrionados contendo
a larva infectante, encontrados nas hortalicas/frutas, solo e agua. Outra importante
forma de infeccdo, é pelo consumo de carnes e visceras cruas ou malcozidas de
hospedeiros paraténicos (HOLLAND, 2015). No organismo humano, as larvas
infectantes atravessam a mucosa intestinal e migram pela circulacdo principalmente ao
figado e pulmdes, podendo seguir pela circulacdo arterial para outros sitios (encéfalo,
olhos, coracgdo, rins, linfonodos, musculatura esquelética, baco) (SMITH et al., 2009;
PIVETTI-PEZZI, 2009; CARVALHO & ROCHA, 2011).

Essa parasitose apresenta distribuicdo mundial com taxas de soroprevaléncias
mais elevadas em paises em desenvolvimento e de clima tropical (CDC, 2021). Um
estudo de revisdo sistematica e meta analise revela taxa global estimada de
seroprevaléncia de 19% (IC de 95%, 16,6-21,4%; 62.927 / 265.327), sendo as taxas
mais elevadas encontradas no continente africano (37,7%; 25,7-50,6%) e as mais baixas
na regiao do Mediterraneo Oriental (8,2%; 5,1-12,0%) (ROSTELI et al., 2019). No
Brasil, estudos demonstram variadas taxas de soroprevaléncia (2,2 a 54,8%)
(ANDRADE, 2000; TEIXEIRA et al., 2000; ALDERETE et al., 2003; COELHO et al.,
2005; PALUDO et al., 2007; BRESCIANI et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2008;



CHIEFFI et al., 2009; SANTAREM et al., 2009; COLLI et al., 2010; SOUZA et al.,
2011; SANTAREM et al., 2011; CARVALHO & ROCHA, 2011; MENDONCA et al.,
2013). Destacam-se taxas de soroprevaléncia mais elevadas em criangas (SOUZA et al.,
2011; MENDONCA et al., 2013) pelo maior contato com cées, habitos de geofagia,
onicofagia (SOUZA et al., 2011) e imaturidade imunol6gica (ECHAGUE et al., 2015).

As principais formas clinicas da toxocariase humana séo a larva migrans visceral
(LMV) ou toxocariase visceral, a larva migrans ocular (LMQO) ou toxocariase ocular,
toxocariase neuroldgica ou neurotoxocariase, a toxocariase oculta (covert toxocariasis)
e a toxocariase comum (common toxocariasis) (SMITH et al. 2009; RUBINSKY -
ELEFANT, 2010; MELIOU et al., 2020). A forma visceral ocorre principalmente em
criancas com idade entre dois e sete anos, as quais podem apresentar febre,
sintomatologia respiratoria (tosse, dispneia e broncoespasmo), hepatomegalia, dor
abdominal e anorexia (JACOB et al., 1994). Outras manifestacdes incluem alteracdes
cutdneas (GAVIGNET et al., 2008), miocardite (PRUNIER et al., 2001), sindrome
nefrética (SHETTY & AVILES, 1999) e artrite (RAYES & LAMBERTUCCI, 2001;
SMITH et al., 2009). A forma ocular é caracterizada por perda na acuidade visual,
geralmente unilateral, causada por endoftalmia, granuloma periférico ou granuloma no
polo posterior do olho (ARCELUS et al., 2008; PIVETTI-PEZZI, 2009; SORIBAS &
GARCIA 2012; WISNIEWSKA-LIGIER et al., 2012) e acomete criancas com idade
média de 7,5 anos e idosos (TAYLOR, 2001). A forma neuroldgica é geralmente
associada a meningite, encefalite, mielite, vasculite cerebral e a sintomatologia
relacionada a deficiéncia motora, alteracbes comportamentais, deficiéncias de memoria
e disfuncBes cognitivas. (FAN et al., 2005; EBERHARDT et al., 2009).

A toxocariase oculta e toxocariase comum sdo consideradas formas subclinicas,
que representam variag¢des no espectro clinico das infeccdes leves por Toxocara spp. em
criancas e adultos, respectivamente (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010). A primeira
foi descrita a partir de um estudo de caso-controle com criancas na Irlanda, as quais
apresentavam febre, cefaleia, distdrbios comportamentais e do sono, tosse, anorexia, dor
abdominal, hepatomegalia, nauseas e vomitos, com ou sem eosinofilia (TAYLOR et al.,
1987; TAYLOR et al., 1988). A segunda forma clinica foi descrita baseada em um

estudo caso-controle com adultos na Franga, com dispneia cronica e fraqueza, erupgéo



cuténea, prurido e dor abdominal, muitas vezes com eosinofilia (GLICKMAN et al.,
1987).

1.5.3. Modelos experimentais - Migracao larvaria por Toxocara canis

Para elucidar o padrdo de migracdo larvaria de T. canis e as interacOes entre
parasito-hospedeiro foram realizados estudos com diferentes modelos experimentais:
Mus musculus (camundongo), Rattus norvegicus (rato), Meriones unguiculatus (gerbil),
Mesocricetus auratus (hamster) e Cavia porcellus (cobaio) (STRUBE et al., 2013).
Entretanto os camundongos séo considerados os principais modelos experimentais para
a toxocariase visceral em razdo das semelhancas observadas com a progressdo da
infeccdo por T. canis em humanos (HOLLAND & COX, 2001; HAMILTON et al.,
2006; CAMPAROTO et al., 2008; STRUBE et al., 2013).

A migragéo das larvas de T. canis em camundongos ocorre em duas fases, uma
caracterizada pela migracdo visceral, conhecida como fase hepato-pulmonar, e outra,
que afeta majoritariamente os tecidos muscular esquelético e o tecido nervoso,
conhecida como fase miotrépica-neurotrépica (ABO-SHEHADA & HERBERT, 1984;
HARDER et al., 1992; MAGNAVAL et al., 2001). Entretanto, diferencas quanto a
suscetibilidade foram observadas entre as linhagens de camundongos. Os animais da
linhagem BALB/c, mesmo com intensidade de infec¢do alta por T. canis, geralmente
ndo apresentam sintomatologia, enquanto que os animais de outras linhagens (C3H,
C57BI, DBA e NMRI) podem apresentar sintomatologia neurolégica e evoluir para
Obito entre 17 e 21 semanas de infecgdo (PINELLI et al., 2001; HAMILTON et al.,
2006; OLLERO et al., 2008).

Os estudos sobre migracdo de larvas de T. canis em camundongos mostram
variacdo na distribuicdo das larvas devido as diferengas na metodologia empregada,
como na quantidade de ovos embrionados inoculados, periodos de infecgdo, Orgaos
examinados, linhagens dos camundongos e tecnicas de digestdo tecidual para
recuperacdo de larvas nos tecidos. Porém, pode-se observar um nitido padrdo de
migracdo hepatopulmonar, com predominio de larvas no figado durante a fase inicial de
infeccdo e migragdo miotropica-neurotropica nas semanas subsequentes, com acumulo

de larvas principalmente no encéfalo (Tabela 1).



Tabela 1 — Distribuigdo de larvas de Toxocara canis recuperadas por digestdo tecidual em
camundongos de diferentes linhagens, apresentada em ordem crescente do periodo de infec¢éo.

Autores/Ano Linhagem Inéculo/  Periodo Orgao(s)
Via IG de (N° médio de larvas recuperadas*)
infeccdo
Walcher et al., 2017 BALB/c 100 ovos 48 h Fig (10,2); Pulm (0,3)
Dunsmore et al., 1983 Canberra  1.000 ovos 48h Fig (160,4); Pul (40,0); Enc (0); Musc (0)
1.000 ovos 32d Fig (3,4); Pul (0,6); Enc (24,5); Musc (8,7)

1.000 ovos 122d Fig (3,3); Pul (0,8); Enc (48,7); Musc (48,7)

Dunsmore et al., 1983 C578BI 1.100 ovos 48h Fig (158,2); Pul (19,8); Enc (0); Musc (0)

1.100 ovos 50 d Fig (0,3); Pul (0,2); Enc (90,2); Musc (11,9)

Cruz et al., 2021 Swiss 300 ovos 27d Fig (2); Pulm (0); Enc (50)
Moura et al., 2020 Swiss 100 ovos 45d Fig (0,2); Pulm (0); Enc (0,7)
250 ovos 45d Fig (1,5); Pulm (0); Enc (6,5)
500 ovos 45d Fig (2,5); Pulm (0,2); Enc (21)
1.000 ovos 45d Fig (20,2); Pulm (1,7); Enc (73,5)
Avilaetal., 2012 Swiss 1.200 ovos 60 d Fig (16,2); Pulm (0,9); Cor (0,8); Rim (1,1);

G.O (0,4); Enc (129,7); Musc (22,3)

Bardon et al., 1995 BALB/c 100 ovos 63d Fig (2); Pulm (0,8), Enc (56); Musc (41,1)

100 ovos 365d Fig (2,1); Pulm (0). Enc (65,5); Musc (30,2)

Havasiova-Reiterovaet  C57BI6/J  1.000 ovos 70d Fig (0,5); Enc (102,3); Musc (260,8)
al., 1995

Lescano et al., 2015 BALB/c 300 ovos 120d Fig (2,8); Pulm (0,4); GO (0,8); Rins (0); Enc
(26,8); Musc (59)

Fonseca et al., 2017 BALBI/c 50 ovos 170d Fig (0); Enc (3); Musc (4)

500 ovos 170d Fig (0,5); Enc (13); Musc (18,5)

- Nas linhas, a maior recuperacéo média de larvas esta marcada em negrito.

- IG: via intragastrica; Fig.: figado; Pulm.: Pulmdes; Enc.: encéfalo; Musc.: musculatura esquelética (carcaca); Cor: coragdo; GO:
globos oculares.

* A recuperacéo de larvas foi realizada pela técnica de digestdo de tecidos com &cido cloridrico e pepsina, entretanto em alguns
estudos foi empregado somente acido cloridrico (BARDON et al., 1995; LESCANO et al., 2015; FONSECA et al., 2017), pepsina
(TAKAMOTO et al., 1994) ou citrato de sddio (DUNSMORE et al., 1983).
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1.5.3. Resposta imune a infecgdo por Toxocara canis

Para compreender os mecanismos utilizados pelo T. canis para evadir da
resposta imune, diversos estudos de experimentacdo animal foram conduzidos. Sabe-se
que a sua sobrevivéncia por longos periodos nos tecidos do hospedeiro se da pela
modulagdo da resposta imune (MCSORLEY & MAIZELS, 2012; WAMMES et al.,
2014). A presenca das larvas de T. canis nos tecidos, incluindo a liberagdo do antigeno
TES, pode ativar celulas do sistema imune, como células dendriticas, linfocitos T CD4+
e CDB8+, celulas natural killer (NK) e linfécitos T reguladores (T reg), dentre outras
(KAYES et al., 1997; PINELLI et al., 2007; HAMILTON et al., 2008).

As citocinas pré-inflamatdrias sdo importantes na ativacdo de macrofagos e na
formacdo de granulomas, os quais atuam na destruicdo das larvas de T. canis
(KURODA et al., 2001; RESENDE et al., 2015; AVILA et al., 2016). Estudos
realizados com camundongos mostram que nas primeiras 24 h de infec¢do, ha um
aumento do nivel de transcricao da IL-10 e IL-12 em esplendcitos analisados ex vivo, ja

0 IFN-y parece diminuir sua expressao nesse mesmo periodo (AVILA, et al., 2016).

Apbs 10 dias de infeccdo por T. canis ha aumento de IL-4 e IL-10 em
camundongos (FRANTZ et al., 2010). Também foi registrado aumento na expressao de
IL-4 apos 49 dias de infeccdo (MANZANO et al., 2019). Essa interleucina promove a
diferenciacdo de células B e producdo da imunoglobulina da classe (IgE) especifica
(MAIZELS, 2013; RODOLPHO et al., 2014; GUANGXU et al., 2017). O aumento da
IL-5 também foi citado com infeccdo mais prolongada por T. canis (FRANTZ et al.,
2010; MANZANO et al., 2019). Na fase cronica da infeccdo, o nematddeo T. canis
estimula a producdo de linfécitos T reg, alterando a resposta inflamatoria para anti-
inflamatéria (ARANZAMENDI et al., 2013). Também, durante a fase crbénica da
toxocariase, os linfocitos CD4+Foxp3, produtores de I1L-10, sdo detectados no interior e
no entorno de granulomas, bem como em focos inflamatdrios isolados, desempenhando

um importante papel na evolucdo e na extensdo da patologia (OTHMAN et al., 2011).

A obesidade é uma condicdo que afeta a saude da populacdo mundial de forma
negativa, seu indice cresce a cada ano e ela esta associada a diversas patologias, ja a
toxocariase é uma parasitose que também tem altas taxas de prevaléncia mundial e que

é negligenciada em razé@o da sintomatologia inespecifica e das limitacbes dos métodos
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laboratoriais de diagnéstico. Considerando ainda, o fato de que na obesidade ha uma
resposta pro-inflamatdria constante, mesmo tipo de resposta inflamatéria que ocorre na
fase inicial da infeccdo por T. canis em modelos experimentais e humanos, torna-se

relevante a realizacao de pesquisas relacionando toxocariase visceral e obesidade.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

- Investigar a distribuicdo de larvas de Toxocara canis em camundongos obesos

ob/LEP com 48 horas e 35 dias de infeccao.
2.2. Objetivos Especificos

- Verificar o padréo de migracao de larvas de Toxocara canis em camundongos obesos

ob/LEP com 48 horas e 35 dias de infeccao;

- Determinar a intensidade de infecdo por larvas de larvas de Toxocara canis em

camundongos obesos ob/LEP com 48 horas e 35 dias de infeccéo;
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3. MANUSCRITO

Avaliacdo do perfil de migracdo por larvas de Toxocara canis em camundongos
obesos ob/LEP

PANASSOLO, Victéria P; MARTINS, Lourdes HR; RODRIGUES, Débora C; da
CUNHA, Carolina NO; de MOURA, Micaele Q; MUNHOZ, Livia S; SOUZA, Marcia
F: de AVILA, Luciana C; BARROS, Carlos C; SCHADOCK, Ines C; SCAINI, Carlos
J.

Introducéo

A obesidade é definida como o acimulo ou distribuicdo anormal de gordura
corporal (BRAY, 2003; GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017), que se constitui em um
dos principais problemas de saude publica global. Estima-se que 1,9 bilhdo de adultos
apresentam sobrepeso e mais de 650 milhdes sdo obesos (WHO, 2021). A obesidade
estd associada a diversas patologias como diabete mellitus tipo 2, esteatose hepatica,
doengas cardiovasculares, dislipidemia, hipertenséo arterial, osteoartrite, problemas
respiratorios e neoplasias (PURNAMASARI et al., 2011).

Marcadores inflamatorios tém sido associados a obesidade e ao risco de
evolugéo de formas graves de doencas relacionadas. Estudos indicam que a inflamagéo
ocorre como consequéncia da obesidade. A busca por um mecanismo ligando a
patogénese da obesidade a resisténcia a insulina e diabetes revelou uma estreita relacdo
entre 0 excesso de nutrientes e a ativacdo do sistema imunoldgico inato na maioria dos
Orgdos pertinentes a homeostase energética (HOTAMISLIGIL et al., 2006; LUMENG
etal., 2011; LACKEY & OLEFSKY, 2016).

Um dos modelos experimentais de obesidade mais estudados sdo 0s
camundongos ob/LEP, resultantes de uma mutacdo esponténea para o gene da leptina
(INGALL et al., 1950). A leptina é uma adipocina que reflete, em nivel de encéfalo, o
grau de adiposidade de um organismo. Desde o0s primeiros estudos observa-se que a
medida que aumenta a adiposidade, os niveis de leptina sérica também aumentam, o que
pode levar ao desenvolvimento resisténcia a leptina (BANKS, 1999; HAYDEN &

BANKS, 2021), fazendo com que menores quantidades de leptina cheguem ao encéfalo,
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levando a reducédo da ativacdo da via de sinalizagdo para a regulacdo do peso corporal.
A leptina apresenta acdo primaria no nucleo hipotalamico arqueado, no qual inicia uma
cascata de eventos inibindo a ingestdo de alimentos e promovendo o0 gasto de energia
(COPPARI et al., 2005; RAMOS-LOBO & DONATO, 2017).

Os camundongos ob/LEP sdo suscetiveis as infeccdes por alguns agentes infecto
parasitarios (MANCUSO, 2010; NAGAJYOTHI et al., 2010; NAGAJYOTHI et al.,
2012). Estudos experimentais mostram que a obesidade pode aumentar a
susceptibilidade as infeccOes parasitarias causadas pelos protozoarios Plasmodium
berghei ANKA (CARVALHO et al, 2015), Leishmania infantum chagasi
(SARNAGLIA et al., 2016) e Leishmania major (MARTINS et al., 2020). Existe
caréncia de estudos relacionando a obesidade e infeccdes por helmintos, tal como o
nematodeo Toxocara canis, parasito do intestino delgado de céaes. Esse € o principal
agente etioldgico da toxocariase humana (SMITH et al., 2009).

A toxocariase humana é uma zoonose parasitaria com distribuicdo mundial e é
considerada negligenciada globalmente (MACPHERSON, 2013). Entretanto estudos
epidemioldgicos mostram que a soroprevaléncia na populagdo infantil brasileira pode
chegar a 54,8% (FIGUEIREDO et al., 3005), revelando a importancia e a abrangéncia
dessa parasitose no Brasil. A toxocariase humana € negligenciada devido a dificuldade
do diagnostico clinico, especialmente das formas clinicas sistémicas, e as limitacdes dos
métodos laboratoriais de diagnostico (SMITH et al., 2009; MOREIRA et al., 2014). As
principais formas clinicas da toxocariase humana sdo: toxocariase visceral, ocular,
neuroldgica, oculta, comum e assintomatica (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010). As
larvas de T. canis podem permanecer viaveis por meses ou anos nos tecidos (figado,
pulmdes, coracdo, encéfalo) e na musculatura esquelética (STRUBE et al. 2013;
GAWOR et al., 2015). Assim, torna-se importante estudar a infeccdo por T. canis e a
obesidade, pois essa condicdo pode ser um fator que colabore com a gravidade dessa
parasitose tecidual.

Os camundongos séo considerados os principais modelos experimentais para a
toxocariase visceral em razdo das semelhancas observadas com a progressdo da
infeccdo por T. canis em humanos (HOLLAND & COX, 2001; HAMILTON et al.,
2006; CAMPAROTO et al., 2008; STRUBE et al., 2013). Os estudos com
camundongos de diferentes linhagens mostram variacdo na distribuicdo das larvas,
porém, pode-se observar um nitido padrdo de migracdo hepatopulmonar, com

predominio de larvas no figado durante a fase inicial de infeccdo e migracao
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miotrépica-neurotropica nas semanas subsequentes, com acumulo de larvas
principalmente no encéfalo (DUNSMORE et al., 1983; BARDON et al., 1995; AVILA
etal., 2013; AVILA etal., 2016; CRUZ et al., 2021).

Este estudo tem como objetivo conhecer o padrdo de migracdo de larvas de
Toxocara canis em camundongos obesos ob/LEP, em dois periodos distintos de
infeccdo (inicial e tardio), para aprofundar os conhecimentos sobre essa parasitose
tecidual, utilizando um modelo experimental de obesidade, condicdo que causa

prejuizos a satde do hospedeiro e alterar a resposta imune frente a agente infecciosos.
Metodologia
Etica e Biosseguranca

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso Animal da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) (Pareceres de aprovacgdo: Pg010/2020;
P032/2020, PA002/2021). Foram respeitados o0s padrfes de biosseguranga para
trabalhos em laboratérios de pesquisa e nivel 2 (NB-2) e em biotério de experimentacao
NB-2.

Camundongos ob/LEP

Foram utilizados camundongos ob/LEP, fémeas, de 16 semanas de idade,
pesando entre 50 e 65 gramas, provenientes do Biotério da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os camundongos foram mantidos no Biotério
Setorial da Faculdade de Medicina - FURG, sob as seguintes condi¢des: fotoperiodo de
12 horas claro / 12 horas escuro, agua e racdao ad libitum, densidade populacional de

dois animais por caixa em estante climatizada (Tecniplast®).
Incubacédo de ovos de Toxocara canis

Ovos de T. canis foram coletados diretamente do utero de fémeas adultas
recuperadas de cdes jovens tratados com o anti-helmintico pamoato de pirantel (15
mg/kg), administrado por via oral. A seguir, 0s ovos foram incubados em solugdo de
formalina a 2%, na temperatura de 28°C, com umidade acima de 80%, sob oxigenacao,
durante um periodo de 30 dias (AVILA et al., 2012).

Delineamento experimental
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Os camundongos foram inoculados com 300 ovos de T. canis, pela via
intragéstrica (IG) (LESCANO et al., 2005; CRUZ et al., 2021). Os nove camundongos
do grupo 48h (G48h) foram eutanasiados com 48h de infeccdo (AVILA et al., 2012) e
0s sete camundongos do grupo 35d (G35d) foram eutanasiados com 35 dias de infeccédo
(TAKAMOTO et al., 1997; CARDOSO et al., 2020). A eutanasia foi realizada pela

administracao de cetamina 10% e xilazina 2%, via intraperitoneal.
Quantificacao da intensidade de infec¢cao

Para recuperacdo de larvas foi realizada a técnica de digestdo tecidual do
encéfalo, figado, pulmdes, rins, coracdo e musculatura esquelética (carcaca) em solucao
de pepsina 1% e &cido cloridrico 1% com agitacdo em banho maria a 45°C, overnight
(XI & JIN, 1998). A pesquisa e quantificacdo de larvas de T. canis, foram realizadas

em microscopio éptico (Nikon®), nos aumentos de 100x e 400x.
Andlise estatistica

O teste Shapiro-Wilk foi inicialmente aplicado em todos os dados para avaliagcdo
da normalidade. As amostras ndo parametricas foram transformadas para escala
logaritimica. O teste T Student foi utilizado para avaliacdo entre 6rgaos entre 0s grupos
e ANOVA para avaliacdo entre 6rgdos de um mesmo grupo. Foi utilizada um nivel de
confianca de 95% e os testes foram realizados no software GraphPad Prism Verséo 7.0

Resultados

A intensidade média de infeccdo por larvas de T. canis foi de 34,33+23,15 nos
camundongos ob/LEP obesos do G48h e de 26,86+13,77 nos animais do G35d, ndo
havendo diferenca significativa (p=0,4635) entre as recuperacGes médias de larvas dos

dois periodos de infeccao estudados.

Observou-se que nos camundongos oOb/LEP obesos do G48h houve
predominancia na detec¢do de larvas de T. canis no figado (18,44+21,17) e nos pulmdes
(12,89+9,65), havendo diferenca em relagdo a recuperacdo de larvas no coracao, rins e
encéfalo (p<0,05). Entre o figado e os pulmdes ndo houve diferenca das médias de
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recuperacdo de larvas (p=0,9906). Enquanto que nos camundongos G35d houve
acumulo de larvas no encéfalo (17,14+9,86), havendo diferenca significativa em relacéo
a recuperacdo de larvas nos pulmdes, coracgdo, rins e encéfalo (p<0,05). Na Figura 1,
pode-se observar a média da distribuicdo de larvas de T. canis por 6rgdos e na

musculatura esquelética de camundongos ob/LEP obesos do G48h e do G35d.
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Figura 1 — Distribuicdo de larvas de Toxocara canis em 0Orgdos e na musculatura
esquelética (carcaca) de camundongos ob/LEP obesos com 48 horas (n=9) e 35 dias de
infeccdo (n=7).

Quando a comparacdo foi realizada entre os dois grupos experimentais, em
relacdo ao numero de larvas recuperadas nos 6rgdos e na musculatura esquelética
(carcaga), foi observado que houve predominancia significativa somente nos pulmdes
dos camundongos do G48h (p=0,0125) e no encéfalo (p=0,0003) e globos oculares
(p=0,0192) dos camundongos do G35d (Figura 2).
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Figura 2 — Comparacdo da recuperacdo média (desvio padréo) de larvas de Toxocara
canis entre os grupos de camundongos obesos ob/LEP. G48h: camundongos com 48
horas (n=9) de infeccéo; G35d: camundongos com 35 dias de infecgéo (n=7).

No G48h, 100% (9/9) dos camundongos estavam positivos para larvas de T.
canis nos pulmdes e 88,9% (8/9) no figado. Também foram recuperadas larvas em
55,5% (5/9) dos camundongos nos rins e no encéfalo, 44,4% (4/9) no coragdo e 11,1%
(1/9) na musculatura esquelética. No G35d, 100% (7/7) dos camundongos estavam
positivos para larvas de T. canis no encéfalo e na musculatura esquelética, 85,7% (6/7)

no figado, 57,1% (4/7) nos globos oculares e 42,9% (3/7) nos pulmdes, coracao e rins.

Discussao

O padrdo de migracdo distinto observado nos camundongos obesos ob/LEP é
relevante sobre a tematica da toxocariase visceral murina e obesidade, visto que essa
condi¢d@o pode influenciar na evolucdo dessa parasitose tecidual, como ja foi sugerido

com outras doencas parasitarias, como a toxoplasmose (REEVES et al., 2013),
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leishmaniose visceral (SARNAGLIA et al., 2016) e leishmaniose cutanea (MARTINS
et al., 2020). A presenca de larvas de T. canis para 0s globos oculares nos camundongos
do G35d (infecgdo tardia) € um resultado que se destaca, sendo observada positividade
em quatro dos sete camundongos (57,1%) (p=0,0192). Estudos experimentais com
camundongos de outras linhagens (Swiss e BALB/c) ndo mostram essa frequéncia
elevada de positividade nos globos oculares em infecc¢des tardias (AVILA et al., 2012;
LESCANO et al., 2015). Além disso, é importante ressaltar que a toxocariase ocular em
humanos é uma forma clinica relevante, que apresenta taxa de morbidade de 0 a 10%
(SOUZA, 1992; ALTCHEH et al., 2003; GOOD et al., 2004) e prevaléncia global
estimada de 5% (IC 95%: 3-6%) (BADRI et al., 2021). Esses resultados podem indicar
a possibilidade da utilizacdo deste modelo experimental para estudos futuros sobre

toxocariase ocular.

A recuperagdo de larvas de T. canis registrada nos globos oculares dos
camundongos do G35d, provavelmente, deve-se a predilecdo das larvas em migrarem
para locais mais protegidos de respostas inflamatérias intensas, como o encéfalo, ja
demostrado em camundongos Canberra e C57BL em infecgdes tardias (DUNSMORE et
al., 1983). Essa hipdtese é corroborada por estudos que mostram titulos de anticorpos
mais baixos em humanos com infeccdo ocular ou neuroldgica do que na forma visceral
(SEARL et al., 1981; GLICKMAN et al., 1985; GOFFETTE et al., 2000; de VISSER et
al., 2008; SMITH et al., 2009). O padrdo de inflamacéo crénica que a obesidade causa
no paciente pode favorecer a migracdo larvaria para sitios com menor resposta
inflamatdria, porém € necessario que haja mais estudos em camundongos obesos

ob/LEP para que se entenda o mecanismo de defesa contra esse parasito.

Em relacdo a possivel rota de migracdo larvaria, no periodo tardio de infec¢do
(35d), 100% (7/7) dos camundongos estavam positivos para larvas de T. canis no
encéfalo e na musculatura esquelética, porém ocorreu acumulo significativo de larvas
somente no encéfalo (p=0,0003), visto que a recuperacdo de larvas na musculatura
esquelética foi baixa (média de 2,2 larvas por animal), diferente da cléssica fase de
migracdo miotropica-neurotropica (DUNSMORE et al., 1983; BARDON et al., 1995;
HAVASIOVA-REITEROVA et al., 1994; AVILA et al., 2013; LESCANO et al., 2015;
FONSECA et al., 2017). J& em relagdo a infeccdo inicial da infeccdo (48h), a maior

deteccdo de larvas foi observada no figado e nos pulmdes (p=0,9906). Esses resultados
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divergem dos obtidos em estudos com camundongos ndo obesos de diversas linhagens
(BALB/c, Swiss, C57BL, Canberra), que apresentam maior concentracdo de larvas no
figado do que nos pulmbes (DUNSMORE et al., 1983; BARDON et al., 1995; AVILA
et al., 2012; FONSECA et al, 2017; WALCHER et al., 2017; CARDOSO et al., 2020;
CRUZ et al., 2021). Ainda relacdo as duas fases de infeccdo, ndo ocorreu diferenca
entre as médias de larvas recuperadas entre os dois periodos de infec¢do estudados (48h
e 35 d). Assim, essa manutencdo da infeccdo por larvas de T. canis nos tecidos dos
camundongos durante todo o periodo experimental (35d) propicia a realizacdo de

estudos envolvendo diferentes periodos de infec¢éo.

Cabe ressaltar que os estudos referentes a migracéo das larvas de T. canis em
camundongos mostram que ocorre variacdo conforme a linhagem, tempo de infeccéo,
quantidade do in6culo (BARDON et al., 1995; EPE et al., 1994; STRUBE et al., 2013)
e metodologia de digestdo tecidual utilizada para recuperacdo dessas larvas. Neste
estudo foi empregada a solucdo de pepsina 1% e &cido cloridrico 1% (X1 & JIN, 1998),
assim como na maioria dos estudos realizados para esse fim (PARSONS & GRIEVE,
1990; HAVASIOVA-REITEROVA et al., 1995; AVILA et al., 2012; AVILA et al.,
2013; AVILA et al., 2016; WALCHER et al., 2017 CARDOSO et al., 2020 CRUZ et
al., 2021 MOURA et al., 2020), porém em alguns estudos foi utilizado somente acido
cloridrico (BARDON et al., 1995; LESCANO et al., 2015; FONSECA et al., 2017) ou
pepsina (TAKAMOTO et al., 1994) ou citrato de sédio (DUNSMORE et al., 1983).

Diante do exposto, foi possivel registrar a infeccdo por T. canis nos
camundongos obesos ob/LEP, revelando que na fase inicial da infeccdo (48h) ocorre
uma importante recuperacao de larvas no figado e nos pulmdes, enquanto que na fase
tardia da infeccdo (35d), ocorre acumulo de larvas no encéfalo e uma importante
frequéncia de positividade para larvas nos globos oculares. Desse modo, nos
camundongos obesos ob/LEP podem servir como importantes modelos experimentais

para o estudo da toxocariase visceral e ocular associadas a obesidade.
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4 - CONCLUSOES GERAIS

Nas condigdes experimentais estudadas, ao comparar os dois periodos de

infeccdo em camundongos ob/LEP obesos, conclui-se que:

- O padrdo de migracdo de larvas de Toxocara canis em camundongos ob/LEP
obesos com 48 horas de infec¢do é hepatopulmonar, com acumulo nos pulmdes, e nos

camundongos com 35 dias de infeccdo a migracdo € neurotropica.

- Houve uma grande presenca de larvas de Toxocara canis nos globos oculares

dos camundongos com 35 dias de infec¢éo

- A intensidade média de infeccdo de T. canis nos camundongos ob/LEP com 48
horas e 45 dias de infec¢do se mantém semelhante, sugerindo dificuldade desse modelo

experimental em controlar o parasitismo em um periodo mais prolongado da infeccéo.
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ANEXO 1

Pré-Retiora de Pesquisa & Pés-Graduago - PROPEERP
cEuafifurg. br it 2fweaew propes o furg o

COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL E |Ui A

CERTIFICADO N® PO32/2020

Certificamos que o projeto intitulado “AvaliagSo do efeito do probidtico Lactobacilius acidophilus
sobre a intensidade de infecgac por Toxocara canis em camundonges obesos”, protocolo n®
23116.0023782020-08, sob a responsablidade de Caros James Scaini - que envolve a
produgdo, manutengae efou utlizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfio
Vertebrata (exceto o homerm), para fins de pesquisa — enconfra-se de acordo com os preceitos
da Lei n® 11.784, de B de cutubro de 2008, do Decreto n° 8899, de 15 de julho de 2008, & com
as nommas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentagdo Animal
(COMCEA)., & foi APROVADD pela COMISSAD DE ETICA EM USO ANIMAL DA
UNIVERSIDADE FEDERAL 0D RIO GRANDE {CEVA-FURG). em rewniao de 29 de ulho de
2020 [Ata 00E82020).

A CEUA lembra aos pesquisadores que qualquer alteragao no protocolo experimental ou na
equipe deve ser encaminhada & comissdo para avaliagio e aprovacSo. Um relatirio final deve

ser emwiado 3 CEUA no témmino da vigéncia do seu projeto.

CEUAN° Pqd10/2020
COLABORADORES AUTORIZADODS A | Livia Silveira Munhoz, Lowrdes Helena Rodrigues
MANIPULAR OS5 ANIMAIS Martins, Marcia Cristiane Feltrin Dias de Socuza
VIGENCIA DO PROJETO 31122022

ESPECIES LINHAGEM / RACA Camundongo inbred & Knock-out
MUMERC DE ANIMAIS 10 éinbred & 20 Knock-out

PESOY IDADE 18 semanas; 25-30 g inbred; 2540 g Knock-out
SEXO machos

ORIGEM Bintério da Faculdade de Mutricio da UFPel
EMVIO DD RELATORIO PARCIAL Janeiro 2021; janeiro 2022

EMVID D0 RELATORIO FINAL Janeino de 2023

Rig Grande. 13 de agoste de 2020.

Alice Teixeira Meirelles Leite
Coordenadora da CEUA-FURG
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