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RESUMO

O calendario basico vacinal humano contempla a imunizagdo contra o sarampo, caxumba e
rubéola a partir dos 12 meses, doencas relevantes pelo seu historico clinico e epidemioldgico.
Estudos revelam que os helmintos promovem modulagcdo do sistema imune do hospedeiro,
podendo interferir na resposta vacinal e causar prejuizo no estabelecimento da imunidade
protetora. O nematddeo intestinal de cdes Toxocara canis (T. canis) € o principal agente
etiologico da toxocariase humana, uma zoonose subdiagnosticada e negligenciada
mundialmente. Em criancas, estudos de soroprevaléncia revelam niveis elevados de anticorpos
para T. canis. Devido ao fato dos helmintos poderem causar prejuizo no estabelecimento de
uma imunidade vacinal eficaz, torna-se relevante estudar a influéncia da infeccdo cronica por
T. canis na resposta imunoldgica de vacinas do calendario basico da crianca. O presente estudo
avaliou se a infeccdo por T. canis interfere na resposta vacinal de camundongos inoculados com
vacina para sarampo, caxumba e rubéola. Foram utilizados 18 camundongos da linhagem Swiss,
divididos em trés grupos:TxVac (infectados e vacinados), Vac (somente vacinados) e Cont (sem
infeccdo e sem vacina). Para o estabelecimento da infec¢do cronica, o grupo TxVac foi
previamente inoculado com ovos de T. canis. A vacina triplice viral (Priorix®) foi administrada
em duas doses nos camundongos dos grupos TxVac e Vac, sendo a primeira dose 60 dias apos
a inoculacao dos ovos, e a segunda dose 30 dias apos a primeira, ambas por via subcutanea, em
volume de 50ul. Foram realizadas coletas de sangue nos dias 15, 30, 45 e 60 p6s-vacinacao
(p.v) (12 dose) para a avaliagéo do efeito da infecgao por T. canis sobre a produgéo de anticorpos
IgG oriundos da vacinacao através do teste de ELISA. Ao final do experimento, no dia 60 p.v
(12 dose), foram coletados os esplendcitos de todos os grupos para avaliar a resposta imune
celular, através da avaliagdo da transcricao génica das citocinas IF Ny, IL12, 1L4, IL10 e TGFp.
A infeccdo por T. canis foi confirmada com a recuperacdo de larvas no encefalo, figado e
pulmdes dos camundongos infectados por digestéo tecidual. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel observar que a infeccdo por T. canis ndo alterou os niveis de anticorpos gerados pela
vacinacdo. Entretanto, em relacdo as citocinas, a infeccdo por T. canis promoveu uma reducao
significativa de 12 vezes nos niveis de I1L12 e de 3,4 vezes os niveis de IL10. Ndo foram
encontradas diferencas significativas nos niveis de I/FNy e TGF)3 entre os grupos TxVac e Vac,
embora 0s niveis de TGFp tenham sido 5,7 vezes mais elevados nos camundongos nao
infectados. A vacinacdo ndo teve efeito sobre os niveis de IL4, mas a infeccdo por T. canis
resultou em uma reducdo de 30 vezes nos niveis dessa citocina. Conclui-se que, embora 0s
niveis de anticorpos gerados pela vacina ndo tenham sofrido alteracdo nos camundongos com
infeccdo crénica por T. canis, este nematdédeo promoveu supressao de citocinas pré e anti
inflamatorias nos animais vacinados.

Palavras-chave: toxocariase, vacina, camundongos, imunomodulacdo, resposta imune.



ABSTRACT

The basic human immunization schedule includes immunization against measles, mumps and
rubella from 12 months of age, relevant diseases due to their clinical and epidemiological
history. Studies reveal that helminths promote modulation of the host's immune system, which
may interfere with the vaccine response and cause damage to the establishment of protective
immunity. The intestinal nematode of dogs Toxocara canis (T. canis) is the main etiologic agent
of human toxocariasis, an underdiagnosed and neglected zoonosis worldwide. In children,
seroprevalence studies reveal elevated levels of antibodies to T. canis. Due to the fact that
helminths can impair the establishment of effective vaccine immunity, it becomes relevant to
study the influence of T. canis infection on the immune response to vaccines in the child's basic
schedule. The present study evaluated whether T. canis chronic infection interferes with the
vaccine response of mice inoculated with measles, mumps and rubella vaccine. Eighteen Swiss
mice were used, divided into three groups (TxVac, Vac and Cont). For the establishment of
chronic infection, the TxVac group was previously inoculated with T. canis eggs. The triple
viral vaccine (Priorix®) was administered in two doses to mice in the TxVac and Vac groups,
the first dose 60 days after egg inoculation, and the second dose 30 days after the first, both
subcutaneously, in volume of 50ul. Blood collections were performed on days 15, 30, 45 and
60 post-vaccination (p.v)(1st dose) to assess the effect of T. canis infection on the production
of 1gG antibodies resulting from vaccination through the ELISA test. At the end of the
experiment, on day 60 p.v. (1st dose), splenocytes were collected from all groups to evaluate
the cellular immune response, through the evaluation of the gene transcription of the cytokines
IFNy, IL12, IL4, 1L10 and TGFp. T. canis infection was confirmed with the recovery of larvae
in the brain, liver and lungs of infected mice. From the results obtained, it was possible to
observe that the infection by T. canis did not alter the levels of antibodies generated by the
vaccination. However, regarding cytokines, T. canis infection promoted a significant reduction
of 12 times in IL12 levels and 3.4 times in IL10 levels. No significant differences were found
in IFNy and TGF; levels between the TxVac and Vac groups, although 7GFp levels were 5.7
times higher in uninfected mice. Vaccination had no effect on I1L4 levels, but T. canis infection
resulted in a 30-fold reduction in IL4 levels. It is concluded that, although the levels of
antibodies generated by the vaccine have not changed in mice with chronic infection by T.
canis, this nematode promoted suppression of pro and anti-inflammatory cytokines in
vaccinated animals.

Keywords: toxocariasis, vaccine, mice, immunomodulation, immune response.
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1. INTRODUCAO

A vacinacdo é uma das principais conquistas em salde publica, sendo uma maneira
eficaz para a reducdo de doengas imunopreveniveis, além de reduzir as taxas de mortalidade
infantil e prevenir incapacidades ao longo da vida (WHO, 2015; 2016). As vacinas agem como
indutores de anticorpos, adquiridos a partir do contato com os antigenos presentes nesses
produtos, sendo capazes de desencadear uma resposta imune sem causar doenca, conferindo
aquisicdo de células de memoria (REIS et al., 2009).

Um problema registrado com recorréncia € o prejuizo na protecdo quando a vacinagdo
ocorre durante o curso de uma infeccdo parasitaria por helmintos. Exemplos documentados
desse fato incluem esta relacdo com a vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) (ELIAS et al.,
2008), vacina de DNA de Plasmodium falciparum (NOLAND et al., 2010), vacina do tétano
(NOOKALA et al., 2004), vacina da difteria (HASEEB e CRAIG, 1997), e com uma candidata
a vacina contra HIV-1 (DA'DARA et al., 2006). Tal diminuicdo da eficacia vacinal esta
relacionada a modulacdo do sistema imune realizada pelos helmintos, uma vez que estes
suprimem células T helper tipo 1 (Thl) e estimulam células T helper tipo 2 (Th2). Este fato €
de suma importancia, principalmente em enfermidades virais as quais, geralmente, necessitam
de resposta imune celular Thl (FLORES, 2007). Outro exemplo pode ser observado em um
estudo que avaliou a eficacia de uma vacina contra malaria, na qual camundongos livres do
nematédeo gastrointestinal Heligmosomoides polygyrus obtiveram uma resposta imune
protetora significativamente superior aqueles que estavam parasitados. Segundo os autores, a
supressdo de células Thl, promovida por helmintos, foi a causa da reducdo do efeito protetor
da vacina (SU et al., 2006).

O modelo de helminto proposto a ser avaliado neste estudo é o nematédeo Toxocara
canis, principal agente etiolégico da toxocariase, que € uma zoonose cosmopolita. Apesar da
elevada prevaléncia em paises em desenvolvimento (HOTEZ e WILKINS, 2009) e também
presente em paises desenvolvidos (WOODHALL et al., 2014), é uma doenca subdiagnosticada.
Em paises da América do Norte é considerada uma das helmintiases mais prevalentes (HOTEZ
e WILKINS, 2009).

Embora varios estudos com helmintos tenham documentado a ocorréncia de
interferéncias no desenvolvimento da resposta imune vacinal, alguns resultados sdo
contraditorios. Os mecanismos envolvidos na modulagdo da resposta imune induzida por
helmintos ainda sdo pouco claros. No entanto, 0 modelo murino tem se mostrado Util para o

esclarecimento destes processos. Em um estudo que avaliou a influéncia da infeccdo por T.
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canis na resposta imune vacinal contra Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV5) em camundongos
foi possivel observar que no grupo infectado por T. canis houve diminuicdo de IFN-y, sugerindo
que a modulagcéo promovida por T. canis altera a resposta imune celular contra BoHV5 (AVILA
et al., 2011).

Um estudo realizado no Reino Unido avaliou as respostas de citocinas a subunidade B
da toxina da codlera (CT-B) em individuos infectados por Ascaris lumbricoides (A.
lumbricoides) e que receberam a vacina com virus vivos CVD 103-HgR. Como conclus&o, 0s
autores verificaram que a infeccdo por A. lumbricoides diminui a eficacia da vacinacdo com
CVD 103-HgR que €é baseada na producdo de IL2 e IFNy. Além disso, o tratamento com
albendazol antes da vacinacao foi capaz de reverter parcialmente o déficit na 1L2 (COOPER et
al., 2001). Autores que analisaram a interferéncia na vacinacdo induzida pelo nematddeo
Litomosoides sigmodontis observaram que a infec¢cdo croénica reduziu o nimero de células B
especificas do antigeno, bem como, os titulos de 1gG. As respostas IgG1l associadas a Th2 e
IgG2 associadas a Thl foram suprimidas. Os resultados sugerem que as infec¢des por helmintos
podem promover alteragdo na resposta imune vacinal (HABEN et al., 2014).

Em virtude da possibilidade de alteracdo na resposta vacinal durante infec¢bes por
helmintos, e pelo fato de estudos soroepidemiologicos mostrarem que a populagdo infantil
apresenta taxas importantes de exposicdo ao nematddeo Toxocara canis, torna-se relevante
estudar a influéncia desta infeccdo na resposta imune desenvolvida por vacinas do calendario
béasico da crianga. Como a modulagdo do sistema imune promovida pela infec¢do cronica por
Toxocara canis pode prejudicar a resposta protetora promovida pela vacina contra sarampo,
caxumba e rubéola, este estudo avaliou se a infeccdo por este parasito interfere na resposta

vacinal de camundongos inoculados com a vacina contra sarampo, caxumba e rubéola.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vacinagéo

O Programa Nacional de Imunizagbes (PNI) organiza toda a politica nacional de
vacinacdo da populagdo brasileira e tem como missédo o controle, a eliminacdo e a erradicacéo
de doencas imunopreveniveis. E considerado uma das principais e mais relevantes intervencdes
em salde publica no Brasil, em especial pelo importante impacto obtido na redugdo da

morbimortalidade causada pelas doencas imunopreveniveis (BRASIL, 2014).
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Atualmente, o calendario de imunizacBes de rotina para criancas a partir de 12 meses
de idade inclui as vacinas contra sarampo, caxumba e rubéola. A rotina de vacinagdo prevista
no calendario vacinal é a seguinte: aos 12 meses deve-se administrar a vacina triplice viral e
aos 15 meses a vacina tetraviral (Sarampo, Caxumba, Rubéola e Varicela) em criangas ja
vacinadas com a primeira dose de triplice viral (BRASIL, 2022). Criangas, adolescentes e
adultos que ndo receberam essas doses na infancia e que nao tiveram as doencas prevenidas
pela vacina, devem ser vacinados a qualquer momento: duas doses com intervalo minimo de
30 dias entre elas (BALLALAI et al., 2018).

Apos os Ultimos casos de sarampo em 2015, o Brasil recebeu em 2016 a certificagdo da
eliminagcdo do virus. Nos anos de 2016 e 2017, ndo foram confirmados casos de sarampo no
Pais. Em 2018 foram confirmados 9325 casos da doenca. No ano de 2019, ap6s um ano de
circulagao do virus do mesmo gendtipo, o Pais perdeu a certificagdo de “Pais livre do virus do
sarampo”, dando inicio a novos surtos, com a confirmacao de 20901 casos da doenga. Em 2020
foram confirmados 8448 casos e, em 2021, 676 casos de sarampo foram confirmados (BRASIL,
2022).

Surtos de caxumba entre escolares com altas coberturas vacinais tém sido descritos na
literatura internacional. Segundo o Center of Disease Control (CDC), desde a era pré-vacinal,
houve uma diminuicdo de mais de 99% nos casos de caxumba nos Estados Unidos, entretanto,
nos ultimos anos, surtos ocorreram em ambientes onde ha contato préximo como escolas e
faculdades, com tamanho, duragdo e propagacdo limitada. Na Europa, Bélgica, Republica
Tcheca, Inglaterra e Pais de Gales houve relatos de surtos de caxumba predominantemente em
escolares adolescentes em 2011 e Sérvia (2012), Holanda (2013) e Franca (2013) em adultos
jovens (CDC, 2021).

No Rio Grande do Sul, a notificagdo de surtos de caxumba no SINAN (Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificagdo) foi implementada em 2016, por isso ndo ha série
historica. No entanto, desde 2015 ha notificacdo de surtos da doenca, nos municipios de Porto
Alegre, Canoas, Canela e Jaguardo. Em 2016, foram notificados 449 surtos envolvendo 2473
individuos. A Coordenadoria Regional de Satude (CRS) que apresenta maior nimero de surtos
registrados € a 3* CRS (234 surtos), sequida da 22 CRS (105 surtos). Os municipios de Rio
Grande (208 surtos) e Porto Alegre (82 surtos) apresentaram a maior ocorréncia de surtos
(dados preliminares) (CEVS, 2023).

A rubéola e a sindrome da rubéola congénita estdo oficialmente eliminadas no Brasil e
nos demais paises das Américas desde 2015. O ultimo caso confirmado de rubéola em um

brasileiro foi registrado em 2008 e de Sindrome da Rubéola Congénita, em 2009. Desde entdo,
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0 pais registrou apenas um caso de rubéola importado, que € quando o doente € um viajante, e
foi identificado no Brasil, em 2014 (BRASIL, 2019).

2.2 Parasitoses versus Resposta imune

As infecgbes por helmintos sdo caracteristicamente cronicas, sendo que algumas
espécies parasitam o hospedeiro por anos e até mesmo décadas (HELMBY, 2009). Ja se sabe
que as infecgBes parasitarias estdo associadas a tolerancia imunolégica (MALHOTRA et al.,
2009; JOHNSTON et al., 2013; 2016) a qual permite a sobrevivéncia do parasito e minimiza
os danos no hospedeiro (MPAIRWE et al., 2014). A sobrevivéncia dos helmintos no hospedeiro
por longos periodos de tempo é o resultado de um processo de adaptagdo entre o hospedeiro e
0 parasito. No entanto, a infeccdo por helmintos causa danos aos tecidos do hospedeiro,
produzindo a liberacdo de sinais que induzem o recrutamento de varias células, incluindo
células imunes inatas, como macro6fagos, células dendriticas, eosindfilos, basofilos e mastocitos
(MOTRAN et al., 2018).

Os helmintos s@o parasitos capazes de modular o sistema imune do hospedeiro a partir
da liberacdo de um espectro de moléculas imunomoduladoras. (MAIZELS et al., 2018).
Durante o periodo croénico da infec¢do, ¢ comum o aumento de células T reguladoras (Treg), as
quais produzem as citocinas regulatorias 1L10 e TGFp gerando, portanto, mais diferenciagéo
deste tipo celular (VAN RIET et al., 2007; COUPER et al., 2008, DE ARAUJO et al., 2011).
Essa modulacdo limita a proliferacdo de células imunes efetoras como T CD4*, T CD8* e
células Natural Killer (NK), prejudicando o desenvolvimento de uma memoria imunoldgica
(MACGILLIVRAY e KOLLMANN, 2014; RODRIGUES et al., 2014). Isto significa que
infeccBes parasitarias podem alterar a resposta imune e, por essa razdo, pode haver maior
suscetibilidade a infeccdo por determinados patdgenos e prejuizo na imunidade adquirida, a
qual é necessaria para uma resposta vacinal eficiente (RODRIGUES et al., 2014). Independente
do mecanismo envolvido, sugere-se que a interacdo entre uma infeccdo parasitaria e uma
resposta vacinal tende a afetar negativamente a imunizagdo (WAIT et al., 2020).

Até o momento, as pesquisas realizadas para avaliar a resposta vacinal em pacientes
com infeccBes parasitarias apresentam resultados heterogéneos. Em um dos estudos, foi
avaliado em modelo murino o impacto da infeccdo pelo trematédeo Schistosoma mansoni (S.
mansoni) sobre a eficacia de uma possivel vacina para o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV). Através da avaliacdo dos anticorpos, os autores observaram que animais infectados por
S. mansoni tiveram prejuizo na resposta a vacina contra 0 HIV em comparacdo com animais

ndo infectados (DZHIVHUHO et al., 2018). Além disso, neste mesmo estudo foi observado
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que a vacina administrada em individuos parasitados poderia, inclusive, resultar em
agravamento desta infeccdo. Em outro estudo, foi observado que a infeccdo por S. mansoni
reduz a producdo de anticorpos gerados por vacina contra 0 sarampo em criangas pré-escolares,
e Que o tratamento com praziquantel promoveria melhora da resposta vacinal
(TWEYONGYERE et al., 2019).

Pesquisadores avaliaram o impacto das infec¢des por helmintos na eficacia da vacinagéo
contra influenza em camundongos infectados pelo nematoide filarial Litomosoides sigmodontis.
Foi observado que a infeccao pelo helminto reduziu a resposta de anticorpos a vacinacao contra
a gripe sazonal. Respostas prejudicadas também sdo observadas quando as vacinas sao
realizadas ap6s a eliminacdo de uma infeccdo helmintica prévia, sugerindo que os individuos
em areas endémicas de helmintos nem sempre podem beneficiar da vacinagdo, mesmo sem
estarem acometidos por uma helmintose no momento da vacinacdo (HARTMANN et al., 2019).
Segundo os autores, as infec¢des helminticas induzem a expansdo de células T reguladoras CD4
+ CD49 + LAG-3 + tipo 1 produtoras de IL 10, que podem prejudicar a resposta vacinal
(HARTMANN et al., 2019).

Em uma pesquisa, os autores avaliaram se a resposta imunologica da vacina
pneumocacica variou entre trés grupos de criancas: 1. Expostas a infecgfes parasitarias no Gtero
materno; 2. Previamente infectadas na infancia e 3. Infectadas no momento da imunizacao. As
criancas foram rastreadas para malaria, esquistossomose, filariose, helmintos e protozoarios
intestinais. Os participantes receberam vacina pneumocdcica decavalente e, quatro semanas
depois, a sorologia foi repetida para avaliar a resposta da vacina. Foi observado que
possivelmente a hiporresponsividade a vacina conjugada pneumococica estaria associada ao
crescimento retardado das criancas causado pela infeccdo parasitaria, e ndo somente pela
presenca desses parasitos (NAYAKWADI SINGER et al, 2017).

Autores de um estudo desenvolvido no Gabéo, avaliaram o impacto na resposta vacinal
em bebés cujas maes estavam infectadas por helmintos durante a gestacdo. Apesar da infeccao
materna promover uma protecdo imunolégica fetal contra o parasito, 0s autores observaram que
nao houve interferéncia na resposta imune dos bebés em vacinas de rotina do calendario, como
sarampo, hepatite B e difteria. Foi observada apenas uma reducdo ndo significativa nos niveis
de anticorpos produzidos por estas criancas quando comparadas com aquelas cujas mées nado
estavam infectadas na gravidez (FLUGGE et al., 2020).
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2.3 Toxocara canis: modelo de helminto a ser explorado como imunomodulador

A toxocariase humana é causada principalmente por larvas de Toxocara canis ou
Toxocara cati, que sdo nematdides ascarideos intestinais de canideos e felinos, respectivamente
(MAGNAVAL et al., 2001). A via de transmissdo é fecal-oral, e a infeccdo humana ocorre apds
a ingestao de ovos do parasito em vegetais crus contaminados (ROSTAMI et al., 2016) de solo
contaminado (em jardins, caixas de areia e playgrounds) (FAKHRI et al., 2018) e de larvas em
carnes mal cozidas ou cruas de hospedeiros paraténicos (OVERGAAUW et al., 2013). E
possivel que também ocorra a transmissao através do contato direto com animais de estimacéo
(MERIGUETI et al., 2017; HOLLAND, 2017).

Os principais hospedeiros definitivos de T. canis sdo os cdes jovens, 0s quais apresentam
as formas adultas no seu intestino e liberam os ovos do parasito em suas fezes. Locais como
parques infantis e caixas de areia sdo frequentemente acessados por cdes e apresentam alta
probabilidade de contaminacdo (KROTEN et al., 2016). Criangas sdo mais vulneraveis a
infeccdo pelo parasito devido ao contato direto com o solo contaminado em momentos de
recreacdo (COLLI et al., 2010; MAZUR-MELEWSKA et al., 2012), além do fato de ndo
apresentarem compreensao adequada quanto aos cuidados com a lavagem das maos.

A Toxocariase esta associada a varias sindromes clinicas, incluindo larva migrans
visceral (LMV), larva migrans ocular (LMO) e pode ocasionar doencas neuroldgicas,
psiquiatricas, cardiacas, alergias na pele e/ou asma (MOHAMMADZADEH et al., 2018;
AGHAEI et al., 2018; FAN et al., 2015; LUNA et al., 2018; ALVARADO-ESQUIVEL, 2013;
KUENZLI et al., 2016). Também esta associada a morbidades importantes que preocupam a
saude publica, tendo sido incluida na lista de zoonoses negligenciadas (LEE et al., 2014,
PARISE et al., 2014). Pela magnitude de sua prevaléncia, a toxocariase é uma doenca relevante
que deve receber a atencdo do sistema publico de saude (FIALHO et al., 2016).

Os sintomas mais comuns da toxocariase sdo febre, dor abdominal, hepatomegalia,
esplenomegalia, eosinofilia, pneumonia, dentre outros (FIALHO et al., 2016 e 2020). As larvas
de Toxocara sp. ndo completam seu ciclo de vida em humanos que, assim como outros
hospedeiros, sdo considerados hospedeiros paraténicos, ou seja, ndo eliminam os ovos do
parasito nas fezes. Estudos de soroprevaléncia em crian¢as com idade escolar revelam niveis
que podem ultrapassar os 50% em alguns paises (SCHOENARDIE et al., 2013; FU et al., 2014;
GYANG et al., 2015).

Os mecanismos pelos quais a infeccao por T. canis modula a resposta imune ainda séo
pouco compreendidos, especialmente o perfil de citocinas produzidas, visto que estas variam
conforme o tecido parasitado e o tempo de infeccdo (PINELLI et al., 2007; HAMILTON et al.,
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2008). Sendo assim, a falta de conhecimento dos componentes da resposta imune que intervém
na protecdo contra este parasito torna-se um impedimento para o desenvolvimento de medidas
de controle.

Como ja verificado em outras helmintoses, a participacdo de células Thl, com liberacédo
das citocinas IL12 e IFNy, é importante para a destruicdo das larvas (KURODA et al., 2001).
Entretanto, o parasito promove uma imunomodulagdo, com supressdo dessas citocinas Thl a
fim de escapar da resposta imune e permanecer mais tempo no hospedeiro. Durante a fase
crénica, ocorre um predominio de células Th2, com liberacdo de IL4, IL5 e IL13 (PINELLI et
al., 2007). Esta supressdo de células Thl foi também confirmada através da estimulagéo in vitro
de esplendcitos por larvas de T. canis, em que houve aumento na expressdo de IL4 e 1L10
(MANZANO et al., 2019).

Autores avaliaram a resposta imune de bovinos infectados por T. canis, imunizados com
a vacina contra herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5). O experimento também foi realizado em
camundongos BALB/c para avaliacdo da resposta imune celular a partir da transcricdo génica
de citocinas presentes em esplendcitos desses animais. Os dados obtidos no estudo sugerem
que a infeccdo por T. canis é capaz de modular a resposta imune a vacina em bovinos
(MENEGON et al., 2020). Das novilhas positivas para T. canis, 40% apresentaram titulo de
BoHV-5 SN < 1.32, enquanto novilhas negativas para T. canis (60%) tinham titulo de BoHV-
5 SN > 1:128. Camundongos infectados por T. canis apresentaram titulo de BoHV-5 SN < 1:2,
enquanto camundongos ndo infectados com T. canis titulo de BoHV-5 SN > 1:8. Os
esplendcitos de camundongos do grupo controle estimulados com BoHV-5 tiveram uma
transcricdo de mRNA significativa (p<0.05) para as citocinas 1L12, IL17 e 1L23, enquanto as

mesmas citocinas foram reguladas negativamente em camundongos infectados com T. canis.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar se a infec¢do cronica por Toxocara canis interfere na resposta vacinal de

camundongos inoculados com a vacina contra sarampo, caxumba e rubéola.

3.2. Objetivos especificos
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a) Avaliar a influéncia da infeccdo por T. canis sobre a cinética da producéo de
anticorpos 1gG desenvolvidos em modelo experimental vacinado contra sarampo, caxumba e
rubéola.

b) Avaliar a influéncia da infeccdo por T. canis sobre a resposta imune celular
(transcricdo génica das citocinas IFNy, IL12, 1L4, IL10 e TGFp) em modelo experimental

vacinado contra sarampo, caxumba e rubéola.

4. METODOLOGIA

As descricBes detalhadas dos métodos utilizados neste estudo estdo descritas no
manuscrito: “Infec¢do cronica por Toxocara canis modula citocinas, mas nao altera os
titulos de anticorpos 1gG total promovidos por vacina contra sarampo, caxumbae rubéola

em camundongo Swiss”.
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5. MANUSCRITO 1

Infeccdo crbnica por Toxocara canis modula citocinas, mas ndo altera os titulos de

anticorpos 1gG total promovidos por vacina contra sarampo, caxumba e rubéola em

camundongo Swiss

O manuscrito serd submetido na revista Journal of Helminthology.
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Infeccdo crbnica por Toxocara canis modula citocinas, mas ndo altera os titulos de

anticorpos 1gG total promovidos por vacina contra sarampo, caxumba e rubéolaem
camundongo Swiss

Toxocara canis chronic infection modulates cytokines but does not alter the total 1gG
antibody titers promoted by the vaccine against measles, mumps and rubella in Swiss

mice

RESUMO

A vacina contra sarampo, caxumba e rubéola faz parte do calendario vacinal de criancas a partir
dos 12 meses de idade. Os helmintos podem modular o sistema imunologico do hospedeiro,
interferindo na resposta vacinal e imunidade protetora. O nematdédeo Toxocara canis é o
principal agente causador da toxocariase humana, uma zoonose subdiagnosticada.
Considerando o impacto dos helmintos na eficacia da imunidade vacinal, avaliamos neste
estudo se a infecgdo por T. canis interfere na eficcia da vacina contra sarampo, caxumba e
rubéola. Camundongos Swiss foram divididos em trés grupos: TxVac, Vac e Cont, este Gltimo
recebeu somente solucdo salina. No inicio do experimento, o grupo TxVac foi infectado por T.
canis. A vacina triplice viral foi administrada em duas doses nos grupos TxVac e Vac. Foram
coletadas amostras de sangue p6s-vacinagdo para avaliar a producdo de anticorpos 1gG. No dia
60 p.v. (pos-vacinagcdo) (1 dose), foram coletados os esplendcitos de todos os grupos para
avaliar a resposta imune celular, através da avaliagdo da transcricdo génica das citocinas /FNy,
IL12, IL4, IL10 e TGFp. O helminto ndo alterou os niveis de anticorpos gerados pela vacinagéo,
porém reduziu os niveis de IL12 e IL10. Em conclusdo, embora os niveis de anticorpos gerados
pela vacina ndo tenham sido afetados pela infeccéo cronica por T. canis, 0 nematddeo suprimiu

a producdo de citocinas pro e anti-inflamatérias nos animais vacinados.

Palavras-chave: toxocariase, vacina, camundongos, imunomodulacdo, resposta imune.
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Introducéo

A vacinacdo é uma conquista significativa na salde publica e representa uma forma
eficaz de reduzir doengas imunopreveniveis, bem como diminuir a mortalidade infantil e evitar
incapacidades ao longo da vida (WHO, 2015; 2016). As vacinas funcionam estimulando a
producao de anticorpos gerados ap0s a exposicdo aos antigenos presentes nesses produtos, sem
desenvolver a doenca no individuo, e proporcionando a producdo de células de memodria
imunologica (Reis et al., 2009). No Brasil, o calendario de vacinacdo de rotina para criangas
inclui uma dose da vacina triplice viral contra sarampo, caxumba e rubéola aos 12 meses de
idade e uma dose de tetraviral que protege contra sarampo, caxumba, rubéola e varicela aos 15
meses (Brasil, 2022). Aqueles que ndo receberam essas vacinas na infancia e nao tiveram as
respectivas doencas, realizam a vacinacdo em qualquer momento, com duas doses com um
intervalo minimo de 30 dias entre elas (Ballalai et al., 2018).

A eficécia das vacinas pode ser afetada quando a sua administracdo ocorrer durante o
curso de uma infeccdo parasitiria por helmintos (Rodrigues et al., 2014; Macgillivray e
Kollmann, 2014; Wait et al., 2020). Isto pode estar relacionado ao fato de que os parasitos sdo
capazes de modular o sistema imune do hospedeiro (Maizels et al., 2018) podendo alterar a
resposta vacinal. Por essa razdo, poderd haver uma maior suscetibilidade a infeccdo por
determinados patdgenos e prejuizo na imunidade adquirida, a qual € necessaria para uma
resposta vacinal eficiente (Rodrigues et al., 2014).

As infecgbes causadas por helmintos sdo caracteristicamente crénicas, com algumas
espécies parasitando o hospedeiro por periodos que podem se estender por anos, € até mesmo
décadas (Helmby, 2009). Estudos apontam que as infec¢des parasitarias estdo associadas a um
fendmeno chamado tolerancia imunoldgica (Malhotra et al., 2009; Johnston et al., 2013; 2016),
que permite a sobrevivéncia do parasito ao minimizar os danos ao hospedeiro (Mpairwe et al.,
2014).

O nematédeo Toxocara canis, agente etiolégico da toxocariase, foi o modelo de
helminto avaliado neste estudo. Esta zoonose apresenta alta prevaléncia em paises em
desenvolvimento (Hotez e Wilkins, 2009) e também esta presente em paises desenvolvidos
(Woodhall et al., 2014), porém apresenta consideravel subnotificagdo. Em paises da América
do Norte é considerada uma das helmintoses mais prevalentes (Hotez e Wilkins, 2009). Os
principais hospedeiros definitivos de T. canis sdo 0s cées jovens, 0s quais apresentam as formas
adultas no seu intestino e liberam os ovos do parasito através de suas fezes. A via de infecgado

humana é fecal-oral e ocorre apds a ingestdo de ovos ou larvas de T. canis (Fakhriet al., 2018;
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Rostami et al., 2016; Overgaauw et al., 2018). A contaminacdo do solo de parques e caixas de
areia se deve ao acesso frequente de cédes (Kroten et al., 2016), fazendo com que criangas
tornem-se mais vulneraveis a infeccdo pelo parasito devido ao contato nos momentos de
recreagdo (Colli et al., 2010; Mazur-Melewska et al., 2012).

O modelo murino tem sido utilizado em estudos que visam compreender 0S mecanismos
envolvidos na modulacdo da resposta imune induzida por helmintos (Su et al., 2006; Avila et
al., 2011; Hartmann et al., 2019; Menegon et al., 2020). Um estudo analisou como a infeccéo
por T. canis afeta a resposta imune vacinal contra o Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV5) em
camundongos. Foi observado que no grupo infectado por T. canis houve uma reducédo do IFNy,
indicando que a modulacéo causada por T. canis afeta a resposta imune celular contra 0o BoHV5
(Avila et al., 2011).

Apesar de algumas pesquisas demonstrarem alteracGes na resposta imune vacinal na
presenca de alguma helmintose, existem resultados contrarios a esta ocorréncia. Devido a
elevada exposicdo parasitaria registrada em criancas e a possibilidade de alteragdo na resposta
vacinal causada pelos helmintos, torna-se relevante investigar a possivel influéncia da infecgéo
por T. canis na resposta imune de vacinas do calendario basico infantil. O presente estudo
avaliou se a infeccéo por T. canis interfere na resposta vacinal de camundongos inoculados com

vacina para sarampo, caxumba e rubéola.

Material e Métodos

Fémeas do parasito foram obtidas a partir do tratamento de cdes jovens com o anti-
helmintico palmoato de pirantel (15 mg/kg). A seguir, foi realizada a histerectomia destas
fémeas e obtidos os ovos ndo embrionados, que foram incubados por 30 dias a 28°C, umidade
maior que 80% e com aeracg0es diarias (Avila et al., 2011).

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, com idade entre 4 e 6 semanas, divididos
em trés grupos. Os camundongos foram mantidos no biotério em racks ventilados com
minisoladores (Tecniplast), na temperatura ambiente de 21°C, umidade relativa do ar de 45 a
65% e luminosidade 12 claro / 12 escuro, recebendo agua e racdo ad libitum. A densidade
maxima de cada caixa foi de cinco camundongos. Os grupos foram divididos da seguinte forma:
TxVac: Infeccdo cronica por T. canis e vacina triplice viral (10 camundongos); Vac: somente
administracdo de vacina triplice viral (5 camundongos); Cont: sem infec¢do e sem vacinacao
(5 camundongos). Para o desenvolvimento da infec¢do cronica, o grupo TxVac foi inoculado
previamente com 100 ovos embrionados de T. canis em solugédo fisiologica 0,9% (volume de

0,2mL), pela via intragastrica (IG), utilizando uma sonda de gavagem. Estes foram mantidos
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por 60 dias, a contar da data da inoculacdo dos ovos, em condicdes de biotério (Avila et al.,
2011).

Apbs esse periodo, os camundongos dos grupos TxVac e Vac foram inoculados com a
primeira dose da vacina triplice viral, disponivel na rede plblica para a prevencdo do sarampo,
caxumba e rubéola. (Priorix® sarampo, caxumba, rubéola - GSK), recebendo a segunda dose
30 dias apds. Cada camundongo recebeu 50ul da vacina reconstituida (Shaw et al., 2008). Cada
500 uL de vacina reconstituida possui ndo menos do que 1030 CCIDsy do virus do sarampo de
cepa Schwarz; ndo menos do que 1037 CCIDs, do virus da caxumba de cepa RIT 4385 e ndo
menos do que 1039 CCIDs, do virus da rubéola de cepa Wistar RA 27/3, conforme informacoes
do fabricante da vacina. No mesmo periodo, 0 grupo Cont recebeu solucéo fisiologica 0,9%
estéril, em duas doses pela mesma via subcutanea. Foram realizadas coletas de sangue por meio
de puncdo da veia submandibular de todos os camundongos nos dias 15, 30, 45 e 60 p.v (1°
dose) para a obtencdo de soro. Para avaliar os niveis de anticorpos gerados a partir da vacina
aplicada, os soros dos camundongos foram testados a partir de ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA) utilizando a prépria vacina como antigeno para adsorver a placa. A técnica de ELISA
foi realizada in house conforme protocolos ja estabelecidos (Santos et al., 2018).

No dia 60 p.v (12 dose), os camundongos dos trés grupos foram submetidos a eutanésia
e tiveram os 6rgdos coletados para a confirmacao da infeccdo por T. canis. Foiaplicada a técnica
de digestdo tecidual para a recuperacdo e quantificacdo das larvas de T. canis no encéfalo,
figado e pulmBes. O exame foi realizado em microscopio Optico, em aumento de 100x (Wang
e Luo, 1998). Foram coletados os esplendcitos, obtidos por maceragdo dos bacos, sendo o
material centrifugado e lavado com solucao balanceada de Hank’s e, posteriormente, submetido
a solucédo de lise. Apos, as células foram lavadas novamente e armazenadas em TRIreagent
(Sigma-Aldrich®) a -80°C. Posteriormente foi realizada a extracdo de RNA total e a sintese de
cDNA segundo instrugdes do fabricante High Capacity Applied Biosystems™. Para avaliar 0
efeito da infecgéo por T. canis sobre a imunidade celular dos animais vacinados, foi utilizada a
amplificacdo de fragmentos de genes das citocinas 1L12, IFNy, IL10, IL4 e TGFp pela técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa — gPCR. Os primers especificos para 3-actina
foram utilizados como normalizadores. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata (Avila
et al., 2016). O experimento foi aprovado junto & Comissao de Etica em Uso Animal (CEUA -
FURG) sob o parecer P011/2020.

Foi realizado Teste T de Student’s para comparagdo das médias dos grupos,
considerando p<0,05 para significAncia estatistica. Foi avaliado o coeficiente de correlacéo

(CORREL) entre cada uma das citocinas e o niumero de larvas nos camundongos vacinados.
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Resultados

Na figura 1 podem ser observadas as absorbancias obtidas a partir do teste de ELISA
para a deteccao de anticorpos vacinais nos soros coletados nos diferentes tempos pds-vacinagéo.
A inoculacdo de duas doses da vacina Priorix® gerou producdo de anticorpos nos grupos TxVac
e Vac. Entretanto, apds a segunda dose da vacina, foi possivel observar diferenca significativa
nos niveis de anticorpos. Assim, no dia 60, quando comparados ao controle ndo vacinado, os
grupos TxVac e Vac apresentaram uma elevacdo nos niveis de anticorpos de 6,3 e 5,6 vezes,
respectivamente. Ao compararmos 0s grupos TxVac e Vac podemos observar que a infeccdo
por T. canis ndo alterou a produgéo de anticorpos vacinais em nenhum dos dias analisados.

A infeccdo experimental foi confirmada nos animais do grupo TxVac, tendo sido
recuperadas, em média, 9 larvas/camundongo. Dois camundongos deste grupo ndo
desenvolveram a infeccdo, ou seja, ndo tiveram larvas recuperadas nos oOrgaos analisados,

sendo, portanto, excluidos do experimento.
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Figura 1: Niveis de anticorpos 1gG gerados pela vacina contra o sarampo, caxumba e rubéola
analisados nos dias 15, 30, 45 e 60 po6s vacinagdo nos grupos TxVac (infec¢do cronica por T.
canis e vacina triplice viral), Vac (somente administracdo de vacina triplice viral) e controle
(sem infeccdo e sem vacina). A vacina foi aplicada em duas doses na primeira (dia zero) e
segunda dose da vacina (dia 30). Diferentes letras indicam diferenga significativa (p < 0,05).
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Figura 2: Média da transcricdo génica avaliadas por qPCR das citocinas IL12, IFNy, IL10, IL4
e TGFf nos grupos vacinados, infectados ou ndo, em relagdo ao controle. TxVac: infecgdo por
T. canis e vacina triplice viral; Vac: Somente administracdo de vacina triplice viral; Cont: sem
infeccdo e sem vacinagdo. Asteriscos (*) significam diferenca estatistica pelo teste T de
Student’s (P < 0,05).

Em relacdo a resposta imune celular, podemos observar que a infec¢do por T. canis
alterou os niveis de transcri¢do génica das citocinas nos animais vacinados (Figura 2). Os niveis
de IL12 estavam aumentados 12 vezes nos camundongos do grupo Vac, enquanto que nos
camundongos infectados do grupo TxVac os niveis desta citocina ndo se elevaram,
permanecendo semelhantes ao controle ndo vacinado. Em relagéo a IL10, foi possivel observar

uma reducédo de 3,4 vezes na transcricdo desta citocina nos camundongos infectados quando
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comparados aqueles sem infeccdo. Os niveis de IFNy e TGFp, ndo foram apresentaram
diferencas significativas, embora os niveis de 7GFf tenham sido 5,7 vezes mais elevados
naqueles animais vacinados e sem infeccdo. Com relacdo a IL4, podemos observar que a
vacinacdo ndo alterou esta citocina, entretanto a infecgdo por T. canis promoveu uma reducéo
de mais de 10 vezes. Quando avaliamos a transcri¢cdo génica das citocinas e a relacao destas a
intensidade de infeccéo, foi observada uma correlacdo negativa entre 0 nimero de larvas e a
transcricdo génica de /L12, IFNy, IL10 e IL4, ou seja, quanto menor a transcricdo génica dessas

citocinas, maior o nimero de larvas de T. canis (tabela 1).

Tabela 1: Anélises de correlagdo dos valores de transcricdo génica das citocinas 7L12, IFNy,
IL10, IL4 e TGFp e do nimero de larvas recuperadas nos camundongos vacinados

Citocinas Valores de Correl Significado

T T -
IL12 -0,61 moderada negativa
IFNy -0,51 moderada negativa
IL10 -0,69 moderada negativa
IL4 -047 moderada negativa

TGFp -0,13 sem correlacédo

Discussédo

Neste estudo avaliamos se a infecgdo cronica pelo nematédeo T. canis, um helminto
com frequéncia elevada em criancas e conhecido carater imunomodulador, poderia alterar a
resposta a uma vacina do calendario basico de infantil. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel observar que a infecgdo cronica por T. canis altera a resposta imune mediada por

citocinas nos animais vacinados com a vacina triplice viral. Entretanto, os niveis de anticorpos
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vacinais gerados ndo sofreram alteracdo quando comparamos ao grupo ndo infectado. Em
contraste com os resultados obtidos em nosso estudo, Dzhivhuho e colaboradores (2018)
avaliaram o impacto da infeccdo pelo parasito Schistosoma mansoni na eficacia de uma
potencial vacina contra o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) em camundongos.
Segundo os autores, as infec¢Bes por helmintos induzem respostas Th2 que podem prejudicar
as respostas Thl geradas pela vacina contra o HIV. Os resultados mostraram reducdo na
resposta celular e humoral nos animais infectados que receberam a vacina. A regulagéo negativa
da resposta vacinal causada pelas células Th2 geradas pelos helmintos também foi observada
por Tweyongyere e colaboradores (2019), o que resultou na diminuicdo da producédo de
anticorpos em resposta a uma vacina contra o sarampo em criangas pré-escolares infectadas por
S. mansoni.

Algumas pesquisas que avaliaram o efeito da infec¢do por nematddeos intestinais na
resposta vacinal foram realizadas tanto em roedores como em humanos e apresentaram
resultados semelhantes ao presente estudo. A eficacia de uma candidata a vacina contra a
malaria foi avaliada em camundongos infectados cronicamente por Heligmosomoides
polygyrus bakeri e foi observado que a presenca deste nematoda néo alterou a resposta vacinal
quando comparado ao grupo controle sem infeccdo (Coelho et al., 2019). Em relacdo a
modulacdo exercida por T. canis sobre respostas vacinais, Menegon et al. (2020) observaram
que a infeccdo pelo parasito modulou a resposta da vacina contra herpesvirus bovino tipo 5
(BoHV-5), causador de encefalite em bovinos, promovendo redugéo nas citocinas 1L12, IL17 e
IL23.

Carsillo e colaboradores (2009) observaram que a infeccao pelo virus do sarampo leva
a uma reducdo na secrecao de IL12 e aumento da secrecdo de 1L4, o que pode induzir uma
resposta Th2 com inibicdo da proliferacdo de células T em modelo murino, contribuindo para
uma supressao imunologica. Segundo Griffin (2010), durante o curso da infeccdo pelo sarampo,
ha supressao da producdo de 1L12 e elevacdo de IL4, IL10 e IL13, as quais persistem apds a
resolucédo da erupcdo cutanea. De acordo com Gans et al. (2008) a reducdo de 1L12 poderia
prejudicar a aquisicdo da imunidade adaptativa ao sarampo, 0 que sugere que niveis elevados
desta citocina estariam relacionados a uma melhor resposta vacinal. Ao contrario do que ocorre
nas infecgdes virais, 0s antigenos vacinais presentes na vacina Priorix estimularam a produgao
de IL12 nos animais sem infeccdo por T. canis. A supressdo da transcricdo génica de 1L12
mediada por T. canis ja foi relatada em outros estudos (Avila et al., 2016; Moura et al., 2017),
corroborando com os resultados obtidos no presente estudo. Considerando a importancia da

IL12 na resposta imune efetora contra o sarampo e o fato de que foi observada uma correlagédo
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negativa entre os niveis desta citocina e o nimero de larvas no hospedeiro, podemos sugerir
que quanto maior o grau de infeccédo por T. canis, maior alteragéo da resposta imune vacinal.

Segundo Sil et al., (2021), a eficacia da vacina triplice viral estd diretamente relacionada
com a producdo de /FNy. Portanto, a observacdo de niveis mais reduzidos desta citocina no
grupo infectado e vacinado podem indicar um prejuizo na resposta vacinal. Embora nas
condicGes e doses avaliadas neste estudo a producdo de /FNy ndo tenha sofrido alteracéo
significativa, os niveis desta citocina estavam duas vezes mais elevados nos animais vacinados
e sem infec¢do, 0 que ndo ocorreu nos animais infectados.

Em relacdo a IL4, apesar da infeccdo cronica por T. canis geralmente estimular a
producdo desta citocina (Manzano et al., 2019), neste estudo foi observada reducdo de IL4 no
grupo infectado. De forma semelhante, Avila e colaboradores (2016) ndo observaram alteracdes
nos niveis de IL4 em seu estudo e atribuiram os niveis reduzidos desta citocina a uma baixa
dose infectante (apenas 100 ovos). A supressdo de 1L4 pode prejudicar o desenvolvimento de
células de defesa e produgdo de anticorpos (Crooke et al., 2020). Desta maneira, a infecgdo por
T. canis, que promoveu reducdo de IL4, poderia representar um prejuizo na imunidade protetora
daqueles animais vacinados.

A expressao reduzida de 1L10 nos camundongos infectados por T. canis também pode
sugerir um prejuizo na imunidade vacinal, visto que ja foi registrada a importancia desta
citocina na resposta imune de doencas virais, como caxumba e rubéola (Dhiman et al., 2010;
Malaiyan et. al., 2016). Em seu estudo, Dhiman e colaboradores (2010) avaliaram o perfil da
producdo de citocinas em escolares que receberam duas doses da vacina contra a rubeola, tendo
sido detectados baixos niveis de IL10. Salih (2021) observou em seu estudo que o virus do
sarampo estimula o aumento dos niveis de IL10, que permanecem elevados por semanas,
possivelmente desempenhando um papel importante na redugdo das reagBes de
hipersensibilidade e na imunidade celular que encontra-se prejudicada apos o curso da infeccao
pelo sarampo.

Diante dos resultados obtidos em nosso estudo, observamos que a infecgdo por T. canis
promoveu uma imunomodulacdo atraves da supressdo de citocinas pré e anti inflamatérias nos
animais vacinados, entretanto ndo houve alteracdo nos niveis de anticorpos vacinais. Este
estudo possibilitou a obtencdo de importantes resultados para conhecer a possivel interferéncia
da infeccdo pelo T. canis na resposta da vacina triplice viral, porém, apresenta uma limitagdo
referente ao nimero reduzido de camundongos utilizados. Outra limitacdo seria 0 uso da vacina
como antigeno para a realizacdo do teste de ELISA devido a impossibilidade de obtencdo dos

antigenos isolados de sarampo, caxumba e rubéola.
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6. CONCLUSAO FINAL

A partir deste estudo, conclui-se que a infecgdo por T. canis interfere na resposta vacinal
de camundongos Swiss inoculados com a vacina triplice viral. Quanto a resposta imune
humoral, sugere-se que a infec¢do por T. canis ndo alterou os niveis de anticorpos vacinais,
embora ndo tenha sido avaliada a acdo especifica sobre cada um dos anticorpos gerados
individualmente. Entretanto, em relacdo a resposta imune celular, foi possivel observar que a

infeccdo por este nemetddeo promoveu supressdo de citocinas nos camundongos vacinados.
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8. APENDICE 1

MANUSCRITO 2

A ser submetido na revista Parasitology Research.

Efeito nematicida de produtos quimicos utilizados na desinfec¢do de alimentos

contaminados com ovos embrionados de Toxocara canis

Nematicidal effect of chemicals used to disinfect food contaminated with
embryonated eggs of Toxocara canis

RESUMO

As infec¢Bes por helmintos ocorrem principalmente pela ingestdo de ovos infectantes ao
consumir frutas e vegetais crus sem lavagem adequada. Estudos tém avaliado a presencga de
parasitos em solo e fezes, destacando o nematédeo Toxocara canis, causador da toxocariase,
como um dos principais geohelmintos encontrados. Os ovos de T. canis contaminam diferentes
vegetais, portanto a descontaminacao dos alimentos que serdo consumidos crus € indispensavel
para prevenir a infeccdo por estes parasitos. Neste estudo avaliamos a eficacia de agentes
quimicos utilizados na descontaminacdo de alimentos como medida profilatica contra a
infeccdo por T. canis. Fémeas adultas de T. canis foram recuperadas através do tratamento com
palmoato de pirantel (15 mg/kg) de cées jovens e submetidas a histerectomia para obtencéo de
ovos ndo embrionados, que foram incubados para que ocorresse o embrionamento. Foram
testadas as seguintes solu¢des: hipoclorito de sodio 5% e 10%, agua sanitaria 0,75 e 1,5%, acido
tricloro isociandrico 0,1% e vinagre de vinho branco, todas em 30 minutos e 16 horas de
exposicdo, além de um tratamento controle para cada tempo. O hipoclorito de sodio 5% e 10%
se mostrou eficaz em 30 minutos de exposicdo, promovendo decorticacdo em 93,5% dos ovos
e ruptura em 99,8% dos ovos, respectivamente, enquanto que a agua sanitaria, o acido tricloro
isociandrico e o vinagre ndo demonstraram resultados positivos, apresentando mais de 97% de
ovos integros em todos os tratamentos. Concluimos que a resisténcia dos ovos de T. canis
dificulta a descontaminac¢ao, ressaltando a necessidade de pesquisas continuas para identificar

produtos eficazes na descontaminagdo de alimentos.
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Palavras-chave: Toxocara, desinfetantes, vegetais.

Introducéo

Os parasitos intestinais representam um grave problema de satde publica que afeta mais
de 25% da populacdo global (Li et al. 2020). No Brasil, a alta prevaléncia de enteroparasitoses,
principalmente em regides com nivel socioecondmico mais baixo, estd relacionada
principalmente as condicBes precéarias de higiene, a falta de saneamento basico, aléem da falta
de cuidado na manipulagcdo dos alimentos (Rodrigues et al. 2020). Uma das principais formas
de infecgcdo por helmintos é a ingestdo de ovos infectantes pelos seres humanos, especialmente
ao consumir frutas e vegetais crus sem uma lavagem adequada (Adenusi et al. 2015). Estudos
vém sendo realizados ao longo dos anos para avaliar a presenca de parasitos em amostras de
solo e fezes humanas e de animais. Dentre os principais geohelmintos que contaminam o solo,
0 nematddeo Toxocara canis, principal agente etiologico da toxocariase, € frequentemente
identificado pelos autores como causador de contaminacdo (Mizgajska-Wiktor et al. 2017;
Mazhab-Jafari et al. 2019; Healy et al. 2021; Paller et al. 2021).

A principal via de transmissdo humana da toxocariase é a fecal-oral, através da ingestao
de ovos de T. canis presentes no solo ou alimentos contaminados (Fakhri et al. 2018). As
hortalicas cruas ou mal lavadas, contaminadas com residuos fecais ou irrigadas com &gua
contaminada com formas parasitarias, representam importantes veiculos de transmissdo de
parasitoses intestinais humanas (Fernandes et al. 2015). Os ovos de Toxocara spp. contaminam
diferentes tipos de vegetais (Healy et al. 2021), portanto a descontaminacdo adequada dos
alimentos que serdo consumidos crus é uma importante medida profilatica que deve ser adotada
para a prevencao da infeccdo por estes parasitos. Os ovos de T. canis sdo altamente resistentes
a condicGes ambientais adversas e desinfetantes quimicos usados rotineiramente (\Von Dohlen
et al. 2017). Na tabela 1 podemos observar alguns estudos mais recentes realizados
mundialmente que apontam os principais parasitos presentes em fontes de agua, no solo e em

fezes humanas e de animais, com um destaque para o encontro de ovos de T. canis.
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Tabela 1 - Estudos com amostras de solo, fezes e agua quanto a presenca de helmintos.

Amostra N Local Resultado Referéncia
Solo 150 Ird 18% positivas para T. canis Mazhab-Jafari
et al. (2019)
Agua 39 Tunisia 97% positivas para Giardia spp.; Ayed et al.
Entamoeba (2018)

histolytica/dispar/moshkovskii;
Entamoeba coli e Ascaris spp.

Solo e fezes 582 Camarfes  Solo: 2%, Ascaris, 1% Trichurise  Tchakounté et
humanas e 0,3% Ancilostomideos. Fezes: al.(2018)
4.95% A. Lumbricoides.

Agua 29 India 52% de ovos de helmintos Grego et al.
(2018)
Solo e fezes 285 Portugal 53% amostras de solo e 5,9% Otero et al. 2018
caninas amostras de fezes com T. canis
Solo 3309 Pol6nia 14,9% ovos de Toxocara spp. Mizgajska-
Wiktor et al.
2017
Fezes 1121  Argentina 8,9% parasitos intestinais Avila et al. 2023
caninas (Toxocara spp., Toxascaris leonina

e Trichuris vulpis)

Solo 40 Brasil 52 5% ancilostomideos e 47,2% Oliveira et al.
Blastocystis hominis 2021

Autores vém estudando sobre a eficacia de agentes quimicos para reduzir a viabilidade
de ovos de helmintos como forma de prevencdo de parasitoses. Alguns trabalhos foram
realizados com o objetivo de testar a eficacia de substancias quimicas sobre ovos e larvas de
helmintos, para que fossem utilizadas sobre superficies ou na lavagem de alimentos, porém os
resultados sdo heterogéneos. Ursache et al. (2019) avaliaram o efeito de seis produtos
desinfetantes comumente usados em canis, clinicas veterindrias e produtos de limpeza
doméstica, sobre a viabilidade e o embrionamento de ovos de T. canis, porém nenhum dos
produtos testados foi eficaz. El-Dakhly et al. (2018) testaram seis desinfetantes

comercializados, avaliando seu efeito sobre o embrionamento e desenvolvimento larval de ovos
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de Toxascaris leonina e concluiram que o desinfetante Virkon® foi eficaz contra os ovos do
parasito. Beyhan et al. (2016) investigaram os efeitos do &cido acético em ovos de Ascaris
lumbricoides (A. lumbricoides) e observaram que o tratamento direto das hortalicas com
vinagre de acido acético a 5% por 30 minutos é imprescindivel para uma protecdo ativa contra
este parasito, pois 0 produto promoveu a perda viabilidade em 100% dos ovos. Trés produtos
disponiveis para lavagem de hortalicas foram testados quanto a sua capacidade larvicida contra
Angiostrongylus cantonensis, porém nenhum deles foi mais eficaz do que lavar e enxaguar os

alimentos apenas com agua corrente (Yeung et al. 2013).

Apesar dos resultados mostrarem a eficacia de determinados produtos quimicos sobre a
inviabilidade de ovos/larvas de helmintos e cistos/oocistos de protozoarios, muitos deles ndo
sdo destinados para este fim e nem podem ser utilizados para a descontaminacdo de vegetais
para consumo in natura. Sendo assim, torna-se importante que esses agentes quimicos sejam
avaliados como descontaminantes de alimentos, principalmente porque o mercado dispde de
produtos detergentes e desinfetantes, mas nenhum antiparasitario especifico para a profilaxia
das helmintoses. Diante disso, o presente estudo avaliou a eficacia de agentes quimicos

utilizados como descontaminantes de alimentos.

Material e Métodos

Para a recuperacdo de formas adultas de T. canis, cdes com quatro a oito semanas de
idade foram tratados com o anti-helmintico palmoato de pirantel (15 mg/kg) por via oral (Avila
2011). A sequir, foi realizada a histerectomia das fémeas do parasito para a obtencdo de ovos
ndo embrionados. Os ovos foram incubados em formalina a 2%, sendo mantidos a uma
temperatura de 28°C, umidade relativa do ar superior a 80%, sob aerac¢des diarias, durante 30
dias, para a obtencdo da forma infectante (Avila 2011). Apds a incubac¢do, os ovos embrionados
foram lavados em solucéo fisiologica a 0,85%, com sucessivas centrifugaces a 2.000 g por

trés minutos, para a remogéo da formalina.

As seguintes solugbes foram testadas, cada uma delas por 30 minutos ou 16 horas de
exposicao: Solugdo de hipoclorito de sdédio a 5% e 10% (Vetec), agua sanitaria a 0,75% e 1,5%
(Qboa), &cido tricloro isociandrico a 0,1% (MixKill Verd) e vinagre de vinho branco (puro)
(Vega). Foi realizado um tratamento controle para cada um dos tempos de exposicao, utilizando

agua destilada. Para cada tratamento, aproximadamente, 20.000 ovos de T. canis foram



48

expostos a um agente quimico, e nos controles os ovos foram expostos a dgua destilada. Cada
tratamento e cada controle tiveram 10 repeticOes, sendo que cada uma das repeticdes foi

realizada simultaneamente.

Apb6s o periodo dos tratamentos, os ovos foram lavados com solugdo fisiologica a
0,85%, a 2.000 g por trés minutos para a remocdo dos agentes quimicos. De cada repeticao
foram colhidos 100 ovos (em duplicata) para avaliacdo das alteracdes morfologicas e
motilidade em microscopio Optico (aumento de 40x). Os resultados referentes a viabilidade

foram analisados através do teste de Qui-quadrado, com nivel de significAncia de 0,05.

Resultados

No periodo de exposicdo de 30 minutos, os tratamentos com agua sanitaria a 0,75% e
1,5%, acido tricloro isocianurico 0,1% e vinagre de vinho branco, ndo apresentaram efeito, uma
vez que apresentaram integridade dos ovos acima de 97%, semelhante ao controle. O Unico
produto que se mostrou eficaz na inviabilidade dos ovos foi o hipoclorito de sddio, nas duas
concentracgdes (5%, e 10%) (Tabela 2).
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TABELA 2 — Tratamentos com diferentes agentes quimicos, sobre ovos embrionados de T.

canis, com 30 minutos e 16 horas de exposigéo.

Agente Ovos Integros Ovos Decorticados Ovos Rompidos Total
Quimico (%) (%) (%) (%)
30min 16h 30min 16h 30min 16h 30min 16h

Agua sanitaria

ant 083 08.2 zero 0.2 1.7 1.6 100 100
0.75% &£
Ag“al el 97.3 zero 0.4 2.6 23 100 100
Acido tricloro
isocianurica 08.0 08.0 2.0 2.0 zero zero 100 100
0.1%
Vinagre puro 972 08.0 ZEeIo Zero 28 2.0 100 100
Hipoclogito de; s ze50. 03.5 56,1 6.5 430 100 100

sodio 5%

Hipoclorito de ; s o
sodio 10% 0.2 Zero Zero 4.1 008 050 100 100
Controle 990 901 Zero 0.8 0.1 0.1 100 100

Na tabela 2 é possivel verificar que o tratamento com hipoclorito de sédio 5%, apos 16
h, promoveu decorticacdo em 56,1% dos ovos e ruptura de todas as camadas em 43,9%,
enguanto que com o tratamento com hipoclorito de sodio 10% foi possivel observar um grande
ndmero de ovos rompidos (99,8%) em apenas 30 minutos de exposicdo. Os demais tratamentos,
mesmo com 16 h de exposi¢cdo, ndo promoveram alteragdo da morfologia dos ovos. Na figura

1 podem ser observadas as altera¢Ges morfolégicas sobre os ovos de T. canis.
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Figura 1: Morfologia dos ovos do T. canis ap6s os tratamentos com desinfetantes. A) ovo de
Toxocara canis integro apos tratamento com agua sanitaria a 1,5%, com 30 min de exposi¢ao;
B) ovo de T. canis decorticado apds tratamento com hipoclorito de sédio 5%, com 30 min de
exposicdo; C) rompimento da membrana do ovo apds tratamento com hipoclorito de sédio 10%,

com 30 min de exposicdo (aumento de 400x).

Discusséo

Ap6s a andlise dos resultados obtidos, observamos que o0s produtos testados
apresentaram diferencas quanto a sua eficacia no que se refere ao principio ativo do agente
quimico utilizado e ao tempo de exposicdo. Os tratamentos com agua sanitaria 0,75% e 1,5%,
em 30 minutos e 16 horas de exposicdo, apresentaram indices de integridade dos ovos acima
de 97%, o que representa ineficicia das solu¢Bes. VVon Dohlen et al. (2017) avaliaram que a
Lixivia (hipoclorito de sddio a 5,25%), também ndo foi eficaz na inviabilidade de ovos de T.
canis, tendo observado larvas vivas no interior dos ovos em todos os grupos tratados por 15,
30, 60 e 120 minutos, e apos exposicdo continua por 18 dias, confirmando que os ovos de T.
canis sdo resistentes ao tratamento com o alvejante. A resisténcia dos ovos de T. canis esta
associada, provavelmente, a presenca da membrana proteica, localizada na camada externa da

casca do ovo, o que dificulta a a¢do de produtos quimicos.

Quando foram testadas concentracdes de hipoclorito de sédio maiores (5% e 10%) do
que os tratamentos com agua sanitaria, que também tem como principio ativo o hipoclorito de
sadio, foi observado que 100% dos ovos ndo se mantiveram integros, ap6s 30 minutos e 16
horas de exposicdo. El-Dakhly et al. (2018) testaram seis desinfetantes comercializados e
avaliaram seu efeito sobre o embrionamento e desenvolvimento larval de ovos de Toxascaris

leonina. Houve uma redugdo de 100% no desenvolvimento larval com o uso de Dettol® e
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Virkon®, sendo que o primeiro resultou em ovos com cascas deformadas e uma interrupcdo no
desenvolvimento embrionario uma semana ap0s a exposicdo. Todos 0s ovos tratados com
Virkon® mostraram lise embrionaria precoce apenas 24 horas apds a exposicdo, sendo este o
desinfetante mais eficaz contra os ovos de Toxascaris. Tanto o germicida TH4+ (a base de
glutaraldeido, cloretos de aménio quaternario, terpineol e 6leo de pinho) quanto o etanol a 70%
tiveram um impacto significativo (P < 0,05) no desenvolvimento larval, o que ndo ocorreu com
0 hipoclorito de sddio e o fenol. O hipoclorito de sédio causou decorticacdo dos ovos, assim
como em nosso estudo, enquanto os ovos de Toxascaris embrionados tratados com fenol
pareciam nao apresentar alteracdes morfolégicas. Landry et al. 2021 observaram uma eficacia
de 82,51% do hipoclorito de sddio na reducéo da viabilidade dos ovos de Hymenolepis nana.
Os autores testaram a eficicia de outros trés desinfetantes sobre viabilidade de ovos de H. nana
e observaram que o hipoclorito de calcio apresentou maior eficacia na reducdo da viabilidade
dos ovos, seguido do perdxido de hidrogénio, hipoclorito de sédio e um produto a base de gesso

(Gypsum).

O vinagre de vinho branco (puro), apesar de ser comumente utilizado no preparo de
vegetais consumidos crus, ndo foi eficaz sobre ovos de T. canis. Na ilha do Havai, autores
avaliaram trés produtos domeésticos prontamente disponiveis como solugbes de lavagem para
remover moluscos gastropodes infectados com Angiostrongylus cantonensis, causador de
angiostrongiliase. As soluc@es testadas na lavagem de hortalicas (alface) foram &cido acético
(vinagre), hipoclorito de sodio (Lixivia) e cloreto de sodio (sal doméstico) quanto a sua
capacidade de matar larvas de moluscos gastrépodes. Nenhum dos produtos foi mais eficaz do
que lavar e enxaguar apenas com agua corrente. A maioria dos moluscos gastrépodes foram
removidos ap6s o tratamento, mas alguns permaneceram na alface mesmo apo6s a lavagem e
enxague do produto. Segundo os autores, apenas lavar enxaguar o produto e depois enxaguar
cada folha individualmente resultou na remocdo completa de todos os moluscos gastropodes
(Yeung et al. 2013). Beyhan et al. (2016) investigaram os efeitos do &cido acético em ovos de
A. lumbricoides para determinar a concentracdo efetiva de vinagre e o periodo de
implementag&o para tornar o consumo de vegetais crus mais confiavel. Os resultados mostraram
que somente o tratamento com acido acético na propor¢do de 4,8% em 30 minutos ou na
proporcdo de 4,3% em 60 minutos foi eficaz. Os autores concluiram que para obter uma
protecdo ativa, apos a lavagem das hortalicas, é imprescindivel o tratamento direto com vinagre

de acido acético a 5% por 30 minutos.
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A solucdo de acido tricloro isociandrico 0,1% (MixKill Verd), que é indicada em
cozinhas industriais e hospitais como desinfetante de frutas e hortalicas e apresenta acao
bactericida, também néo foi eficaz em relacdo a promogéo de alteragcdes morfologicas dos ovos
de T. canis, tanto em 30 minutos de exposicdo como em 16 horas. Ursache et al. (2019)
avaliaram o efeito de seis produtos desinfetantes comumente usados em canis, clinicas
veterinarias e produtos de limpeza doméstica sobre a viabilidade e o embrionamento de ovos
de T. canis, incluindo hipoclorito de sodio, além de misturas de compostos quimicos com
glutaraldeido, aménio quaternario, cloretos, propanol, etanol, sulfato, sodio, acidos, dentre
outros. Apo6s a diluicdo, os desinfetantes testados obtiveram a concentracdo maxima
recomendada pelo fabricante para obter um efeito biocida. Cada produto foi testado em
aproximadamente 10.000 ovos de T. canis, com cinco tempos de contato diferentes (5, 10, 15,
30, 60 min). Trés réplicas foram testadas para cada desinfetante diluido e para cada tempo de
contato. Nenhum dos produtos testados teve efeito inibitorio significativo na embriogénese e

na viabilidade dos ovos de T. canis, independentemente do tempo de contato.

Pode-se observar, também, que ndo houve diferenca significativa em relagdo ao tempo
de exposicdo dos ovos de T. canis aos agentes quimicos, ou seja, mesmo aumentando o tempo

de exposicdo nao houve maior eficacia do produto.

Concluséao

Diante dos resultados obtidos neste estudo, concluimos que o hipoclorito de sodio foi o
Unico desinfetante eficaz, tanto no tratamento com 30 minutos quanto em 16 horas de
exposicdo, porém ndo representa uma solucdo na profilaxia da toxocariase pois 0 uso deste
produto na lavagem dos alimentos inviabiliza o seu consumo devido a sua alta concentracao
quimica. O tratamento com vinagre, produto frequentemente utilizado na descontaminacdo de
hortalicas, sendo popularmente indicado para este fim, ndo demonstrou resultados positivos em
nenhum dos tempos de exposicdo, 0 que serve de alerta para os individuos gque o utilizam. A
dificuldade na descontaminacdo dos alimentos se deve a resisténcia dos ovos do parasito, 0 que
demonstra a necessidade de continuarem as pesquisas por produtos eficazes que possam ser
utilizados pela populacdo no seu dia-a-dia e também por profissionais que atuam nas cozinhas

industriais e hospitalares.
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A banca examinadora, designada pela Portaria n? 2238/2023 de 07 de agosto de dois
mil e vinte e trés, em sessdo presidida e registrada pela orientadora, Profa. Dra.
Luciana Farias da Costa de Avila, reuniu-se no dia quinze de agosto de dois mil e vinte e

trés, as 9h, por meio de videoconferéncia (https://conferenciaweb.rnp.br/sala/luciana-

luciana-farias-da-costa-de-avila ), para avaliar a Tese de Doutorado do Programa de

Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude, intitulada: “Influéncia da infec¢dao pelo
nematddeo Toxocara canis sobre a resposta da vacina contra sarampo, caxumba e
rubéola em modelo murino.” do(a) doutorando(a) Paula Teixeira Chaves. Para o inicio
dos trabalhos, a Senhora Presidente procedeu a abertura oficial da sessdo, com a
apresentacdo dos membros da banca examinadora. A seguir, prestou esclarecimentos
sobre a dindmica de funcionamento da sessdo, concedendo o tempo de até 50
(cinquenta) minutos para a apresentacdo da tese pela doutoranda, que iniciou as 09
horas e 22 minutos e terminou as 12 horas e 43 minutos. Apds a apresentagao, passou
a palavra aos membros da banca examinadora, para que procedessem a arguicdo e
apresentassem suas criticas e sugestdes. Ao término dessa etapa de avaliacdo, de

acordo com os membros da banca examinadora, a tese de doutorado avaliada foi
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