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RESUMO

A toxocarose humana ¢ uma importante zoonose causada pelas larvas de Toxocara canis. A
infec¢do ocorre por meio de ingestdo acidental de ovos embrionados liberados em fezes de
caes. O exercicio fisico estd associado com inumeros beneficios para a saude, melhorando a
aptiddo fisica e estimulando fatores imunologicos que podem auxiliar a resposta imunologica
de combate ao parasito. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi padronizar um modelo
experimental de infec¢do por 7. canis e avaliar o efeito do exercicio fisico com intensidade
moderada na resposta imunologica na infec¢do experimental. Foram utilizados camundongos
fémeas adultos (8 semanas) da linhagem BALB/c divididos nos seguintes grupos: Sedentario
sem infeccdo (CONTROLE), Sedentdrio com infec¢do (INF), Exercicio sem infeccdo (EX e
EX-EX), Exercicio com infec¢do (INF-EX), Infectado com exercicio prévio (EX-INF) e
Infectado com exercicio prévio e treinado (EX-INF-EX). A infeccdo foi com 100uL de
solugdo contendo 1000 ovos embrionados por via intragastrica (gavage). O treinamento de
natacdo foi realizado na intensidade moderada de exercicio fisico, sendo classificadas pela
duragdo do treino (1 sessdo/dia de 90 minutos sem carga adicional). Os camundongos foram
eutanasiados nos 7 e 14 dias pds-infecgdo (dpi) para caracterizacdo da migracao das larvas. O
sangue foi coletado para andlise hematoldgica e para determinagdo do perfil de citocinas
sistémicas. O cérebro, figado e pulmdes foram retirados para analise histopatologica, para
determinagdo do perfil de citocinas tecidual e para recuperagdo e contagem das larvas. Os
resultados mostraram a migragao das larvas no figado com 1 dpi, nos pulmdes com 3 dpi e no
cérebro a partir de 5 dpi. O tecido hepatico apresentou infiltrado inflamatério, o pulmonar
mostrou espessamento do septo e o cerebral demostrou areas hemorragicas. A leucocitose,
neutrofilia e eosinofilia apareceram a partir de 7 dpi. O aumento das peroxidades de
eosindfilos e neutrdéfilos (EPO e MPO) foi presente nos tecidos analisados. A resposta
inflamatoria inata/Ty17/Ty2, com a predominancia deste Ultimo que foi evidenciado pelo
aumento de IL-4, IL-5, IL-13 e IL- 33, apesar do aumento dos niveis de IL-6 e IL-17.
Conclui-se que a infec¢do por 7. canis produziu uma resposta pro-inflamatoria sistémica, com
a ativacdo de células efetoras da resposta imune inata e resposta imune TH2 dominante nas
alteragcdes histopatologicas. Além disso, o exercicio fisico potencializou o sistema
imunoldgico para um padrdo de resposta mista Tyl/Ty2 melhorando a capacidade do
organismo de tolerar de forma mais adequada os danos causados pelos eventos inflamatorios
da infecgdo por 7. canis.

PALAVRAS-CHAYVE: Toxocarose, natacao, neutréfilos, IL-6, camundongo
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ABSTRACT

Human toxocarose is an important zoonotic disease caused by the larvae of Toxocara canis.
The infection occurs by accidental ingestion of embryonated eggs released in dog feces.
Physical exercise is associated with numerous health benefits, improving physical fitness and
stimulating immune factors, which may help the immune response to combat the parasite.
Thus, the aim of this study was to standardize an experimental model of 7. canis infection and
to evaluate the effect of physical exercise with moderate intensity in the immune response in
experimental infection. Adult females BALB/c mice (8 weeks) were divided into the
following groups: Sedentary without infection (CONTROL), Sedentary with infection (INF),
Exercise without infection (EX and EX-EX), Exercise with infection (INF-EX), Infected with
previous exercise (EX-INF) and Infected with previous exercise and trained (EX-INF-EX).
The infection consisted in 100puL of solution containing 1000 embryonated eggs by the
intragastric way (gavage). The swimming training was conducted at moderate-intensity
exercise, being classified by the training duration (1 session/day with 90 minutes with no
extra load). The mice were euthanized at 7 and 14 days post-infection (p.i.) for
characterization of the larval migration. The blood was collected for the hematological
analysis and to determine the profile of systemic cytokines. The brain, liver and lungs were
removed for histopathological analysis, to determine the cytokine profile and to recover and
count the larvae. The results showed migrating larvae in the liver with 1 day p.i., in the lungs
with 3 days p.i. and in the brain from 5 days p.i. The liver tissue showed inflammatory
infiltrate, the lung tissue showed thickening of the septum and the brain tissue demonstrated
hemorrhagic areas. The leukocytosis, neutrophilia and eosinophilia appeared from 7 dpi. The
increase in the eosinophils peroxidases and neutrophils was present in the analyzed tissues.
The innate inflammatory response/Ty17/TH2, with the prevalence of the latter, was evidenced
by increased IL-4, IL- 5, IL-13 and IL-33, despite the increase in IL-6 and IL- 17 levels. The
conclusion was that the 7. canis infection produced a systemic pro-inflammatory response by
activating effector cells of the innate immune response and Ty2-dominant immune response
in histopathological changes. In addition, the exercise potentiated the immune system to a
standard mixed response Ty1/Tu2 improving the body's ability to tolerate more adequately the
damage caused by inflammatory events of 7. canis infection.

KEYWORDS: Toxocariasis, swimming, neutrophils, IL-6, mice
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I.1. TOXOCAROSE HUMANA

A toxocarose ¢ uma zoonose causada pela infec¢do em humanos com ovos
embrionados de Toxocara spp., realizada por ingestdo acidental principalmente de Toxocara
canis (Werner, 1782) e Toxocara cati (Schrank, 1788), os quais sdo nematoides parasitos de
caes e gatos, respectivamente (Macpherson, 2013).

Dependendo da quantidade de ovos embrionados ingeridos e da resposta imune do
hospedeiro acidental contra o parasito, a toxocarose pode ser subclinica ou pode desencadear
sindromes clinicas causadas pela migragdo de larvas de Toxocara spp. através da corrente
sanguinea para qualquer 6rgdo ou tecido, resultando em tosse, febre, dores abdominais,
mialgia, urticaria, hepatomegalia, linfadenite, leucocitose, eosinofilia, inflamag¢des locais,
infiltragdo eosinofilica e formag¢do de granulomas nos tecidos atingidos (Despommier, 2003).

A classificacdo da toxocarose humana depende do 6rgdo atingido pelas larvas de
Toxocara spp. e dos sintomas clinicos, a qual pode ser definida como larva migrans ocular
(LMO) ou toxocarose ocular, larva migrans visceral (LMV) ou toxocarose visceral,
toxocarose oculta ou comum e larva migrans neurologica (LMN) ou neurotoxocarose (NT)
(Fan et al., 2013). Varios estudos tem mostrado que a infeccdo cronica da toxocarose pode
persistir nos até 10 anos no hospedeiro paraténico (Strube et al., 2013; Schoenardie et al,
2012; Pawlowski, 2001).

Essa doenca parasitaria acomete tanto pessoas de meio social mais favorecido quanto
as submetidas a privagao social, devido ao aumento de caes e gatos como animais domésticos
em todo o mundo (Oge et al., 2014). Normalmente, a toxocarose humana est4 associada com
uma elevada morbidade caracterizada por episddios de febres intermitentes, perda de peso,
diarreias, tosse, falta de ar, problemas neuroldgicos e de visdo (Overgaauw, 1997). Essas
alteracdes causadas pelos helmintos das espécies de Toxocara exercem efeitos patoldgicos
diretos sobre a saude, além de afetar a capacidade fisica e mental, sendo esses, mais
deteriorante quanto mais avancgado for o estado patologico do hospedeiro acidental (Maizels,
2013; Hotez ¢ Wilkins, 2009).

Quando acontece a infeccdo por Toxocara spp., a resposta imune ¢ mediada
principalmente por células T helper (Tu), que sdo diferenciadas dependendo da producdo de
citocinas pro-inflamatdrias e antiinflamatorias (Helmby, 2009). No entanto, os helmintos sdo
capazes de controlar a resposta imune do hospedeiro acidental para sobreviver e induzem as
células T regulatorias (Treg) & produzirem citocinas imunossupressoras. Assim, o sistema

imunoldgico precisa encontrar um equilibrio cuidadoso entre as respostas pro,
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antiinflamatdria e regulatéria para funcionar de forma eficiente contra a infec¢do por
nematoides sem causar efeitos deletérios no hospedeiro resultante da resposta imune induzida

(Maizels e Yazdanbakhsh, 2003; Allen e Maizels, 2011).

I.1.1. Etiologia e Distribuicio Mundial

Os helmintos sdo metazoarios e pertencem ao Reino Animal, no qual o Filo Nematoda
compreende os vermes cilindricos e alongados (Glickman e Schantz, 1981). As espécies T.
canis ¢ T. cati sdo vermes pertencentes ao Filo Nematoda, Classe Secernentea, Ordem
Ascaridida, Familia Toxocaridae, subfamilia Ascaridoidae e Género Toxocara (NCBI
taxonomy database 2013). Essas espécies sdo de importancia médica e médico-veterindria, os
quais sdo parasitos com ampla distribui¢do geografica e soroprevaléncia muito variavel no
mundo (Chen et al., 2012).

De modo geral, esses parasitos sdo mais prevalentes em paises menos desenvolvidos e
com clima tropical (Fragoso, 2006) onde o tratamento de animais domésticos como caes e
gatos ¢ limitado (Macpherson, 2013). Além disso, o saneamento basico nesses ambientes e
auséncia de controle anti-helmintico em animais de estimacdo promovem a exposi¢cdo dos
seres humanos a estes parasitos (Alcantara-Neves et al., 2014). Desta forma, a toxocarose
humana apesar de ndo ser uma endemia de notificacdo obrigatéria, apresenta grande
importancia como problema de satde publica.

Devido ao aumento do numero de cdes e gatos sendo mantidos como animais de
estimacdo em todo o mundo, infecgcdes por 7. canis e T. cati sdo as principais causas da
toxocarose humana (Overgaauw e van Knapen, 2013). Oge et al. (2014) relataram que a
prevaléncia de Toxocara spp. € cosmopolita, ou seja, largamente distribuida mundialmente e
varia de 3% a 82% para T. canis em caes e de 8% a 91% para 7. cati em gatos. Despommier
(2003) elege as larvas infectantes de 7. camis como o principal agente etioldgico para a
toxocarose humana devido ao grande niimero de cdes abandonados na rua nas cidades
contaminando o ambiente, além dos mantidos como animais de estima¢do. Sendo assim, a
contribui¢do e importancia das outras espécies de Toxocara para a toxocarose humana, como
a T. cati que tem uma distribuigdo global semelhante ao 7. canis, ainda estd em discussdo
(Fisher, 2003; Overgaauw e van Knapen, 2013). Porém, ainda ¢ atual a dificuldade da
diferenciagdo entre as infeccdes de 7. canis e T. cati pelo diagndstico soroldgico (Chen et al.,
2012), devido ao grande numero de fracdes antigénicas comuns e ao comportamento

semelhante em hospedeiros acidentais para estas espécies (Cardillo et al., 2009).
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Mundialmente, um dos casos mais notorios desta doenca foi um surto de toxocarose
humana com adultos da mesma familia diagnosticados com LMV no Japao, devido a ingestao
de figado bovino cru, mostrando que a ingestdo de carne crua de animais paraténicos
infectados por Toxocara spp. ¢ um importante meio de infec¢do pelo parrasito (Yoshikawa et
al., 2008). Da mesma forma, a ingestdo de carne suina, bovina e aviaria (Schneider et al.,
2015; Dutra et al., 2014; Noh et al., 2012; Choi et al., 2012), assim como a ingestdo de
vegetais crus mal lavados (Avcioglu et al., 2011) foram identificadas como a causa da

toxocarose humana. A ilustragdo 1 apresenta a distribuicdo global da toxocarose humana.

Casos Esporadicos . Area Endémica

Iustracao 1. Distribui¢do mundial da Toxocarose humana de 1994 a 2014. Pontos vermelhos

indicam paises com registro de casos da doenga.
Fonte: GIDEON Informatics, Inc (2015).

A prevaléncia da toxocarose humana na América Latina varia de 28 a 62%. Nas areas
rurais, a prevaléncia de animais e solo com Toxocara spp. varia de 35 a 42% e nas areas

urbanas, de 2 a 5% (Moreira et al., 2014).
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No Brasil, na ultima década, os estudos de prevaléncia da toxocarose humana
mostraram uma elevada frequéncia de ovos de Toxocara spp. nas areias das praias com 59,4%
(Rocha et al., 2011), nas areias dos parques publicos e escolas de 21,4 a 78,6% (Marchioro et
al., 2013; Mattia et al., 2012; Manini et al., 2012), nas pracas publicas de 9,6 a 100%
(Sprenger et al., 2014; Marchioro et al., 2013; Manini et al., 2012; Marques et al., 2012;
Mattia et al., 2012; Santarém et al., 2012; Cassenote et al., 2011; Muradian et al., 2005), no
solo das regides rurais com 29,0% (Santarém et al., 2008), nas fezes de caes espalhadas nas
cidades com 14,5% (Blazius et al., 2005), nos caes de 8,7 a 82,7% (Heukelbach et al., 2012;
Manini et al., 2012; Regis et al., 2011; Katagiri e Oliveira-Sequeira, 2010; Muradian et al.,
2005) e nos pélos dos cades com 24,0% sendo 99,0% destes caes filhotes (Amaral et al., 2010).

Ainda na ultima década, os estudos de soroprevaléncia de 7. canis em humanos no
Brasil mostraram uma frequéncia de 21,5 a 52,0% na regido norte (Oliart-Guzman et al.,
2014; Rubinsky-Elefant et al., 2008; Damian et al., 2007; Ferreira et al., 2007a); de 47,0% na
regido nordeste (Mendonga et al., 2012; Dattoli et al., 2011), de 8,7 a 51,6% na regido sudeste
(Cassenote et al., 2014; Grama et al., 2014; Fragoso et al., 2011; Santarém et al., 2011;
Prestes-Carneiro et al., 2008; Teixeira et al., 2006; Muradian et al., 2005) e de 17,8 a 50,6%
na regido sul (Manini et al., 2012; Mattia et al., 2012; Schoenardie et al., 2012; Colli et al.,
2010; Paludo et al., 2007). Nesses estudos, a soroprevaléncia nas idades de 0 a 15 anos foi de
8,7 a 51,6% (Cassenote et al., 2014; Grama et al., 2014; Oliart-Guzman et al., 2014; Manini et
al., 2012; Mattia et al., 2012; Mendonga et al., 2012; Schoenardie et al., 2012; Fragoso et al.,
2011; Santarém et al., 2011; Colli et al., 2010; Ferreira et al., 2007a; Paludo et al., 2007,
Teixeira et al., 2006; Muradian et al., 2005) e de 16 a 76 anos foi de 21,5 a 52,0% (Prestes-
Carneiro et al., 2008; Damian et al., 2007).

1.1.2. Ciclo Biologico e Transmissao

Na toxocarose humana os vermes adultos vivem nos tratos intestinais de seus
hospedeiros definitivos que liberam grande niimero de ovos nas fezes e contaminam o
ambiente peridoméstico. O homem, como hospedeiro acidental, ingere os ovos contendo a
larva infectante de terceiro estddio (L3), a qual eclode no intestino delgado, penetra a parede
intestinal e atinge a circulagdo sanguinea, e durante a migrag¢do, as larvas podem atingir
qualquer 6rgdo ou tecido (Despommier, 2003). O ciclo biologico de 7. canis esta

esquematizado na ilustracdo 2.
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Iustracao 2. Ciclo biologico do parasito Toxocara canis.
Fonte: CDC (2015)

As etapas do ciclo biologico mostram: [1] Os ovos ndo embrionados sdo eliminados
nas fezes do hospedeiro definitivo, o c@o. [2] Uma vez no ambiente, os ovos podem
sobreviver por at¢ 1 ano em clima frio e por at¢ 4 anos em local fresco e imido. Em
condi¢des adequadas de temperatura (10 a 35°C) e umidade (85-95%), os ovos de T. canis
contendo a larva no primeiro estadio (L1) se desenvolvem para o segundo estadio (L2) e
finalmente evoluem para a forma infectante, que sdo os ovos contendo a larva no terceiro
estadio (L3). O periodo de desenvolvimento e embrionamento dos ovos pode demorar de 2 a
5 semanas. [3] Ap0s a ingestdo de ovos com L3 pelo hospedeiro definitivo, as larvas eclodem
no duodeno (dentro de 2 a 4 horas), as larvas liberadas seguem para o intestino e atravessam a
mucosa intestinal, invadindo os vasos linfaticos e sanguineos, migrando para o figado através
da circulagdo venosa portal (em até 24 horas). Durante o processo de migragdo, as larvas
saem do figado e atingem o coragdo, passam para os pulmdes (em até 72 horas), as quais via
bronquios, j4 no quarto estadio (L4) atingem a traqueia e faringe; e sdo deglutidas para o

sistema digestorio, onde instalam-se no intestino delgado (em até 15 dias). [4] No intestino
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delgado, as larvas evoluem para estadio jovem e adulto com capacidade de se reproduzirem
(ap6s 1 més), e assim cada fémea consegue eliminar 200 mil ovos por dia. [5 e 6] Nos caes
mais velhos, as infec¢des patentes também podem ocorrer, mas o encistamento das larvas nos
tecidos ¢ mais comum. Isto acontece quando as larvas presentes nos pulmdes retornam ao
coracdo pela parede dos alvéolos e atingem a circulagdo sanguinea sistémica e sdo
distribuidas aos tecidos. As fases de encistamento sdo reativadas em cadelas durante a fase
terminal da gravidez e as vias de infec¢do dos seus filhotes podem ocorrer de forma
transplacentaria a partir da sexta semana de gestacdo e a transmamadria por até cinco semanas
de lactagdo. Uma vez infectados, os filhotes liberam nas fezes milhdes de ovos por dia no
ambiente, dependendo da intensidade da infec¢do por 7. canis. [7 e 8] Essa infeccdo também
pode ocorrer pela ingestdo de pequenos mamiferos (ex. coelho, rato, etc.) infectados por 7.
canis, na qual os cdes passam por um periodo pré-patente de 4 a 5 semanas. Nestes
hospedeiros paraténicos, as L3 eclodem dos ovos ingeridos e migram para diversos tecidos
onde encistam-se. [9 e 10] Os humanos sdo hospedeiros acidentais e podem infectar-se
quando ingerem os ovos com L3 de 7. canis, presentes no solo e alimentos contaminados e/ou
pela ingestdo de carne crua de hospedeiros paraténicos infectados. [11] Nos humanos apds a
ingestdo dos ovos com L3, as larvas eclodem e por migracdo errdtica, atingem quaisquer
tecidos e 6rgdos do hospedeiro acidental, podendo permanecer encistadas sem nenhum
desenvolvimento (CDC, 2015; Macpherson, 2013; Strube et al., 2013; Schnieder et al., 2013 ¢
2011; Lee at al., 2010).

1.1.3. Morfologia do Toxocara canis

O parasito 7. canis possui 3 fases evolutivas: ovos, larvas e vermes adulto, macho e
fémea. Os ovos tem cor acastanhada, medem aproximadamente 90 x 75 pm, sdo ovais,
contém uma massa de células germinativas e sdo tipicos por causa da membrana composta
por 3 camadas que aumentam a resisténcia do ovo, sendo a mais externa mamilonada, a média
com presenga de quitina e proteinas e a interna fina e impermeével a dgua, composta por
lipideos e proteinas. Os ovos ndo embrionados sdo esféricos e com membrana albuminosa
(Despommier, 2003). O embrionamento dos ovos podem demorar de 2 a 5 semanas (Zibaei et
al., 2010). As fases do desenvolvimento dos ovos de 7. canis estdio demonstradas na

ilustragao 3.
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Ilustracgao 3. Fases de desenvolvimentos dos ovos de Toxocara canis.
A) ovo ndo embrionado, B-H) fases de embrionamento, I) ovo embrionado ou larvado.
Retirado de Azam et al. (2012)

As larvas possuem 4 estadios (L1 a L4). As larvas dos estaddios L1 a L3 se
desenvolvem no meio ambiente e dentro dos ovos, j& a L4 se desenvolve dentro do
hospedeiro definitivo quando atinge os pulmdes (Macpherson, 2013).

Os vermes machos e fémeas se desenvolvem em 30 dias no intestino delgado do cao.
Os vermes sdo cilindricos de extremidades afiladas, encobertos por uma cuticula lisa de cor
rosada com estriagdes finas, possuem boca de trés labios com serrilha, es6fago, musculo,
intestino retilineo e reto. Os machos medem de 4 a 10 cm e possuem testiculo enovelado,
canal deferente, canal ejacular e espiculos que funcionam como o6rgdo de copula; a
extremidade posterior ¢ curvada. As fémeas medem de 6 a 18 cm e possuem dois ovarios
enovelados (ovidutos), dois uteros e vagina. Na parte anterior dos vermes adultos possuem
asas cefalicas estreitas (ilustragdo 4). Os vermes adultos de 7. canis vivem em média 4 meses
e em cerca de 6 meses eles sdo eliminados espontaneamente nas fezes do cdo (Glickman e

Schantz, 1981).
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Iustracgao 4. Morfologia de diferentes estagios de Toxocara spp.
a) ovo ndo embrionado, b) ovo embrionado, ¢) vermes adultos.
Fonte: Guerra (2014)

I.1.4. Patogénese e Manifestacoes Clinicas

A infeccdo por Toxocara spp. em humanos foi reportada pela primeira vez por Wilder
(1950), o qual encontrou larvas que causaram granuloma eosinofilico na retina de criangas,
classificando a doenga como LMO. Beaver et al. (1952) encontrou larvas de Toxocara spp. no
figado de criancas e chamou a doenca de LMV. Outra formas da toxocarose humana como a
toxocarose oculta em criangas foi citada pela primeira vez por Bass et al. (1983) enquanto a
toxocarose comum em adultos foi por Glickman et al. (1987). Fan et al. (2013) definiu a
toxocarose oculta e a comum como sendo a mesma doencga. Mikhael et al. (1974) reportou a
presenca de larvas de Toxocara spp. no cérebro de criangas, inicialmente chamada de LMN
(Kazacos et al., 1982), porém Pawlowski e Mizgajska (2002) a classificou como NT.

O estudo de Carvalho e Rocha (2011) apresentou as classificagdes das formas clinicas
da toxocarose humana com a intensidade das manifestacdes clinicas e a sua justificativa para
tratamento clinico e preventivo. As formas da toxocarose foram: 1) LMV classica com
intensidade de sintomas alta, sinais moderados, eosinofilia alta e nivel de IgE moderado; 2)
LMYV incompleta com intensidade de sintomas leve, sinais leves, eosinofilia moderada e nivel

de IgE baixo; 3) LMO com intensidade de sintomas e sinais alta, eosinofilia e nivel de IgE
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duvidosos; 4) LMN com intensidade de sintomas e sinais leve, eosinofilia e nivel de IgE
duvidosos; 5) toxocarose oculta com intensidade de sintomas duvidosa, sinais leves,
eosinofilia duvidosa e nivel de IgE moderado; e 6) toxocarose assintomatica sem sintomas e
sinais e com eosinofilia e nivel de IgE duvidosos. Nesse estudo, o tratamento clinico foi
proposto para todas essas formas de toxocarose humana com exce¢do da toxocarose
assintomatica; e o tratamento preventivo foi indicado para a LMV incompleta e toxocarose
oculta, visto que esses casos sdo acompanhados de relatos com a convivéncia com animais de
estimacao.

As classificacdes da toxocarose humana indicam que essas doemgas se desenvolvem
de forma independente, as quais podem ser influenciadas pela idade da pessoa infectada, da
carga parasitaria e da resposta imune contra o parasito, e também dependem do 6rgao atingido
e da duragdo da migra¢do (Despommier, 2003). A toxocarose humana ¢ mais prevalente em
criancas devido ao seu estreito contato com os animais de estimag@o e a ndo conscientizagao
de habitos de higiene, sendo a LMO mais frequente em criangas entre 8§ a 12 anos de idade
(Logar et al., 1993; Overgaauw, 1997) e a LMV em criangas menores de 5 anos de idade
(Magnaval et al., 2001; Despommier, 2003).

De uma forma em geral, como os humanos sdo hospedeiros acidentais as larvas de 7.
canis, a fase de migracdo larvaria ocasiona uma reagdo inflamatoria aguda, com presenca de
eosinofilos, neutrdfilos e algumas vezes, mondcitos. Também, nesta fase ha liberagdo de
metabolitos antigénicos denominados antigenos de secrecdo-excrecdo (antigenos ES),
incluindo lectinas, mucinas e enzimas que interagem na modula¢do da imunidade do
hospedeiro, além de liberar sua cuticula de revestimento na tentativa de enganar o sistema
imune do hospedeiro acidental (Maizels, 2013; Lee at al., 2010).

A LMO acontece em pessoas sem historico de geofagia e contato com animais de
estimagdo, as quais provavelmente ndo foram sensibilizadas com anticorpos anti-7oxocara
spp. (Kazacos, 1991). Geralmente, as manifestacdes clinicas incluem as lesdes oculares de
forma unilateral e induzem a formacao de granuloma na retina, uveite e endoftalmite difusa, a
qual pode resultar em cegueira (Magnaval et al., 2001). A LMV ¢ mais frequente que a LMO,
sendo associada com a infeccdo por repeticdo e a alta carga parasitaria, a qual apresenta
sintomas classicos de febre, hepatoesplenomegalia, dor abdominal, vomito diarreia, perda de
peso, fadiga, desconforto respiratorio, tais como tosse, obstru¢do ao fluxo aéreo, pneumonia
eosinofilica (pneumonia de Loeffler) que se assemelha com respostas inflamatorias
pulmonares de pessoas asmadticas, eosinofilia e aumento dos niveis séricos de IgE (Obwaller

et al, 1998; Feldman e Parker, 1992), e ocasionalmente urticaria (Despommier, 2003). A

10



INTRODUCAO

toxocarose oculta ou comum possui manifestagdes clinicas assintomaticas, leve ou
inespecificas (Macpherson, 2013), as quais sdo febre, anorexia, dor de cabega, dor abdominal,
nauseas, vomitos, letargia, distirbios de comportamento e sono, hepatomegalia, desconforto
pulmonar, miosite, sindrome pseudorreumatica, doencas dermatoldgicas com erupcao
cutinea, urticaria cronica, hiperdermatite e vasculite, tanto em criangas quanto em adultos
(Fan et al. 2013; Rubinsky-Elefant et al., 2010; Gavignet et al., 2008; Magnaval et al., 1994).
Na NT, as larvas de 7. canis migram para o cérebro e/ou medula espinhal, provocando o
desenvolvimento de meningite, encefalite, mielite, vasculite cerebral, convulsdes e epilepsia
(Caldera et al, 2013; Macpherson, 2013; Quattrocchi et al., 2012).

A toxocarose humana ¢ raramente fatal e sua manifestagdo clinica estd relacionada a
migracdo das larvas e a resposta inflamatorias contra o parasito, as quais podem desenvolver
linfomas, hepatite granulomatosa, endomiocardite, endoftalmite, asma, leucocitose incluindo
eosinofilia (>30%), manifestagdes cutaneas, hipergamaglobulinemia da relacdo IgG/IgE e

meningoencefalite (Macpherson, 2013; Despommier, 2003).

I.1.5. Diagnostico

A toxocarose humana constitui um problema de saude ptblica com grande morbidade
no Brasil, visto que seu diagnostico nem sempre ¢ identificado, sendo tratado como alguma
doenca diferente com sintomas semelhantes. Esse fato representa enorme demanda nos
servigos de saude, com alto gasto de recursos publicos, incluindo aten¢do médica individual
para o problema que pode ser abordado de maneira coletiva e com medidas profilaticas de
educacdo sanitaria. Devido a isto, ndo ¢ uma doenca de notificacdo compulsdria (Ministério
da Saude, 2010).

Como 7. canis nao completa o ciclo bioldogico em humanos, o diagndstico
parasitologico ndo pode ser feito por exame de fezes mas por outras técnicas diretas ou
indiretas, como testes sorologicos, moleculares e por imagem (Macpherson, 2013). O
diagnodstico histopatologico ndo ¢ aconselhavel, pelo fato de muitas vezes ndo permitir a
detecgdo de larvas no material coletado (Nicoletti, 2013).

Os testes imunoldgicos indiretos detecta anticorpos anti-7oxocara spp. no soro, no
fluido ocular ou no liquor. Os testes mais aplicados sdo ensaios imunoenzimaticos de ELISA,
Western blot e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), usando antigenos soltuveis de larvas e
vermes adultos ou até mesmo os antigenos excrecao-secrecao (ES) de T. canis, os quais sdao

glicoproteinas imunogénicas e levam ao aumento dos anticorpos IgM, IgG e IgE, assim como
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aumento dos eosinofilos (Chieffi et al., 2009). A deteccdo de antigeno ES de T. canis ¢ usado
no diagnostico da toxocarose por kit de diagnostico comercial, porém a sua sensibilidade ¢ de
91% e especificidade de 86% (Jacquier et al, 1991). Desta forma, os exames laboratoriais,
tanto bioquimico quanto hematologico, sdo sempre requeridos para o diagnostico
complementar da toxocarose humana (Fragoso et al., 2011; Smith et al., 2009).

Muitos dos testes imunoenzimaticos t€m mostrado uma alta reatividade cruzada com
antigenos ES por causa da detec¢do do anticorpo IgG de outras helmintoses intestinais, tais
como Ascaris lumbricoides, Ascaris suum, Trichuris trichiura e Strongyloides stercoralis
(Nunes et a., 1997) as quais pode interferir nos resultados em pessoas que foram expostos a
outras helmintoses (Turrientes et al., 2011). A avaliagdo de IgM ¢ inespecifico para a
toxocarose humana, visto que esse anticorpo pode ser identificado durante a helmintose, mas
a deteccao de IgE, IgA e a subclasse IgG4 mostraram ser melhores alvos para diagnosticar a
toxocarose humana (Fillaus e Magnaval, 2013).

O diagnostico da toxocarose por imagem ¢ utilizado para detectar lesdes
granulomatosas nos tecidos devido a migracao erratica do parasito (Carvalho e Rocha, 2014).
Ja foi reportado estudo que utilizou ultrassonografia, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética (Watthanakulpanich et al., 2008). Na LMO, a fundoscopia para a
identificacdo de lesdes oculares ¢ sempre requerida (Glickman e Schantz, 1981). A
investigacdo de novas técnicas de diagnoéstico da infec¢do sdo sempre alvo de estudos, assim
como a utilizagdo antigenos recombinantes especificos, miRNAs dos vermes e antigenos
candidatos para o sorodiagnodstico da toxocarose humana (Moreira et al., 2014; Maizels, 2013;
Peixoto et al., 2011). Isto acontece devido a dificuldade da efetivagdo de um diagnostico
fidedigno para a toxocarose, visto a diversidade de manifestagdes clinicas associadas com os
diversos tecidos que as larvas de Toxocara spp. podem se instalar no organismo humano

(Carvalho e Rocha, 2014).

1.1.6. Tratamento

Devido a dificuldade de diagndstico da toxocarose humana e pelo fato de ser uma
infecg¢do subclinica que pode persistir por anos, o seu tratamento muitas vezes ¢ inespecifico
(Magnaval et al., 2001). A terapia anti-helmintica contra a toxocarose foi abordada no estudo
de Othman (2012), o qual mostrou o espectro dos medicamentos tiabendazol, mebendazol,
albendazol, ivermectina contra a infeccdo por 7. canis em humanos. Ele comprovou a

propriedade larvicida na fase inicial da infe¢do dos medicamentos tiabendazol, mebendazol e
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albendazol, sendo este Gltimo mais utilizado contra a toxocarose humana devido aos poucos
efeitos colaterais e por atravessar a barreira hemato-encefalica (Rubinsky-Elefant et al.,
2010). Nas formas ndo neuroldgicas e oculares da toxocarose, o tratamento com tiabendazol
foi mais eficaz que o com albendazol e mebendazol, os quais precisaram de varias doses para
exterminar o parasito (Othman, 2012).

A ivermectina ¢ mais utilizada no tratamento de cdes infectados por 7. canis e mostra
ser bastante eficiente. Porém em humanos, a ivermectina ndo mostrou ser capaz de reduzir as
manifestagdes clinicas da toxocarose, principalmente no que tange a eosinofilia (Magnaval,
1998). Os medicamentos levamisol, tinidazol e nitazoxanida mostraram eficacia para reduzir
as larvas no cérebro em camundongos, sendo melhor indicado para a NT, que o albendazol e a
ivermectina. Porém em humanos sugere-se mais testes devido ao efeito colateral destes
medicamentos (Othman, 2012).

A intervencao imunoldgica com células Treg € a corticoterapia também sao utilizados
no tratamento da toxocarose humana para modular a resposta inflamatoria a infeccao por 7.
canis, porém ainda ¢ discutido a eficacia desses tratamentos (Barry et al., 2012; Othman et al.,
2011). Na LMO, os medicamentos antiinflamatorios sdo obrigatoriamente prescritos para
minimizar as lesdes oculares provocadas pelo sistema imune na tentativa de eliminar o
parasito (Moreira et al., 2014).

O tratamento da toxocarose humana ainda é controverso, devido a dificuldade de
estabelecer um consenso sobre qual terapia utilizar, qual a dose ideal e qual a duragdo do
tratamento. Desta forma, o parametro mais importante da cura ¢ a resposta das manifestacdes
clinicas do paciente, sendo necessario a realizacdo de exames clinicos para monitoramento da

eficacia do tratamento (Othman, 2012).

1.1.7. Profilaxia

A Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS, 1990) emitiu recomendagdes para reduzir a
infec¢do de Toxocara spp. em humanos, as quais aconselham: 1) eliminar as fezes de cdes e
gatos de locais publicos como parques, pragas, etc., pois assim pode reduzir a contaminagao
do solo com os ovos do parasito; 2) melhorar a higiene no preparo dos alimentos; 3)
conscientizar as pessoas sobre a educacdo sanitaria; 4) reduzir a populagdo canina vadia; 5)
promover a higiene a vermifugacao de caes e gatos vadios e diagnosticados com o parasito.

A higienizagdo dos animais de estimagdo ¢ fundamental, visto que estudos mostram a

presenga de ovos de 7. canis no pélo de caes (Keegan e Holland, 2013 e 2010). Carvalho e
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Rocha (2014) ainda sugerem o controle sanitario de empresas que comercializam areia,
principalmente para uso em parques infantis, reduzindo assim as chances de acontecer a

toxocarose em criangas.

1.2. RESPOSTA IMUNE NA TOXOCAROSE HUMANA

A resposta imune a infec¢do por helmintos tem a participacdo primordial dos
mondcitos/macréfagos, eosinodfilos, linfécitos e seus subtipos, as células Ty (Evengard, 1989).
Na infec¢do por 7. canis, durante a migracao das larvas, os antigenos ES que levam a ativacao
do sistema imunoldgico do hospedeiro, gerando mecanismos imunopatogénicos que originam
as manifestacdes clinicas da doenca (Bashi et al., 2015). A resposta imune contra o helminto
desencadeia principalmente mecanismos efetores por linfécitos T do tipo Ty2, que segregam
IL-4, IL-5, IL-13 e IL-33, envolvidas na ativagdo de mastocitos, eosinofilos,
monocitos/macrofagos e niveis elevados de producdo de anticorpos IgE que diminuem as
células inflamatorias do tipo Tyl reduzindo a excre¢do de TNF-a, [FN-y e IL-17 (Maizels,
2013).

A células da resposta imune inata auxiliam a resposta Ty2 na cicatrizagdo dos tecidos
danificados pela migracdo das larvas de 7. canis pela participagdo dos macrofagos ativados e
eosinofilos; na mediagdo a invasdo do parasito pelos neutrdfilos, mediadores soluveis como
leucotrienos, prostaglandinas e histamina dos basofilos e mastdcitos, produgdo de oOxido
nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (EROs) pelos macrofagos ativados; e na
regulacdo da resposta imune pelos macrofagos liberando citocinas de inibigdo das células Tyl
e Tul7 e de estimulagdo das células Ty2, assim como a amplificagdo da sua resposta pela
producdo de IL-4 e IL-13 pelos eosindfilos, basofilos e mastocitos (Anthony et al., 2007),
conforme ilustragdo 5.

Na infeccdo por 7. canis, a formacdo de granuloma ¢ considerada uma manifestacao
mediada por Ty1, enquanto que a producdo de IgE e eosinofilia sdo caracteristicas de resposta
do tipo Ty2. Os eosinofilos seriam importantes na eliminagdo de helmintos, visto que essas
células aderem a superficie do parasito por meio dos receptores do sistema complemento e
secretam granulos com enzimas que podem destrui-los (Elliott ¢ Weinstock, 2012; Maizels e

Smith, 2011).
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Iustragao 5. Fungdes das células da resposta imune inata nas helmintoses.
Adaptado de Anthony et al. (2007).

De uma forma em geral, a resposta imune contra o parasito 7. canis mostra que a

participagdo das células Tyl leva a formagao de granulomas, mas existe um predominancia de

participagdo das células Ty2, e do seu painel de citocinas especificas as quais contribuem com

a producao de IgE e aumento e recrutamento de eosinéfilos (Ilustragdo 6). Essa resposta pode

levar as manifestagdes alérgicas atdpicas (Pawlowski, 2001) e também predispor o organismo

a desenvolver asma (Cooper, 2008; Buijs et al., 1997). Esses efeitos na toxocarose humana

contradizem a hipdtese da higiene, a qual propde que as infec¢des helminticas minimizam a

alergia e outras imunopatologias por suas propriedade imunossupressoras (Helmby, 2009).

Isto € justificado pelo fato do humano ser o hospedeiro acidental do parasito 7. canis, no qual

0 seu sistema imune pode reagir patologicamente a estd helmintose (Maizels, 2013).
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Iustracio 6. Painel de citocinas da resposta do tipo Ty2 nas helmintoses.
Adaptado de Anthony et al. (2007).

Os efeitos locais e sistémicos da infec¢@o helmintica na resposta imune do hospedeiro
sao mediados principalmente pelos antigenos ES. Esses antigenos podem inibir os efeitos dos
eosinofilos e sdo capazes de induzir o recrutamento de macrofagos ativados. No entanto, os
antigenos ES sdo uma mistura complexa de diferentes componentes moleculares, os quais
necessitam de uma melhor caracterizagdo dos seu efeitos imunomoduladores (Giacomin et al.,
2008).

Na resposta humoral, frente as infec¢cdes helminticas, sdo desenvolvidos anticorpos
séricos da subclasse IgG1, com niveis significativos de IgM e IgE; e quando o parasito instala
nos tecidos ¢ desenvolvidos anticorpos IgG4 (Maizels et al., 2012). Esse isotipo IgG4 ¢ mais
acentuado nas manifestacdes de LMV, devido a retencdo das larvas de 7. canis nos tecidos
(Obwaller et al., 1998).

Virios estudos mostram que os parasitos podem secretar agentes antiinflamatorios que
suprimem o recrutamento e ativagdo de leucocitos efetores, além de produzirem enzimas que

clivam os anticorpos. Desta forma, os vermes sdo capazes de controlar o sistema imunitario
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do hospedeiro acidentais para sobreviver pela indu¢do de células Treg (Allen e Maizels, 2011;
Maizels e Yazdanbakhsh, 2003), especificamente, o 7. canis ativa a via das Treg pela

secrecao de TGF-B (Fan et al., 2013).

1.3. IMUNOLOGIA DO EXERCICIO FiSICO

A imunologia do exercicio investiga como o exercicio fisico modula a resposta
imunoldgica inata e adaptativa frente as infeccdes e doengas cronicas-degenerativas. O
exercicio fisico proporciona um estresse metabolico, no qual os sistemas fisiologicos e
bioquimicos precisam se reajustarem para reestabelecer a homeostase do organismo (Resende
et al., 2011) e este reajuste pressupde a contribuicao do sistema imunolégico.

O exercicio fisico esta associado com iniimeros beneficios para a satde fisica e mental
e tem sido recomendada a sua pratica regular para a prevencdo e reabilitacdo de doencas
cardiovasculares e outras doengas cronicas, por diferentes associagdes de sauide no mundo,
como o American College of Sports Medicine, o National Institutes of Health e a Sociedade
Brasileira de Cardiologia (Haskell et al., 2007; Slentz et al., 2005).

Dentre os efeitos benéficos do exercicio fisico estdo a prevengdo e tratamento da
hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemia, obesidade, doengas
pulmonares e neurodegenerativa (Moga et al., 2012; Deslandes et al, 2009), assim como na
melhora da aptidao fisica e cognitiva nas parasitoses (Japyassu et al., 2012; Fiore et al., 2002).
Porém a maior contribuicdo do exercicio fisico esta no seu potencial de alterar a fungdo dos
parametros imunes, sejam eles, na quantidade de células e/ou tipo de resposta imunoldgica
celular (Ortega, 2003).

A resposta imunoldgica ao exercicio fisico parecer ser essencialmente gerada por dois
principais fatores, a ativagdo neuroenddcrina e o dano muscular causado pelo gesto motor
durante a realizacdo do exercicio fisico (Gleeson et al., 2011). Porém a intensidade, duragdo e
frequéncia do exercicio fisico sdo determinantes para intensificar a resposta neuroenddcrina e
modular as fungdes efetoras das células do sistema imune (Elenkov e Chrousos, 2002;
Woods, 2000). A magnitude da imunologia do exercicio fisico depende do tipo de exercicio
realizado, sua intensidade e duragdo; nivel de condicionamento fisico e memoria metabdlica
atlética do praticante; e fatores ambientais como local e horario da realizagdo do exercicio

(Nieman, 1998).
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O exercicio fisico pode gerar resposta imune de efeito agudo a uma unica sessdo e
outras a médio e longo prazo de efeito cronico (Nieman e Bishop, 2006). Na pratica de
exercicio fisico ocorre a ativagdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA) e do sistema
autonomo simpatico. O HHA libera o horménio liberador de corticotropina que secreta o
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) o qual atua na liberagdo dos glicocorticoides pelo
cortex adrenal, como o cortisol. Nessa fase inicial, surge a sinalizacdo de reacdes
inflamatoérias mediadas pela TNF-a, IL-1 e IL-6, liberadas por mondcitos e macrofagos,
conhecida como a fase de estresse inflamatério no exercicio fisico (Pedersen, 2009). Essas
citocinas pro-inflamatorias sdo segregadas em cascata, na qual TNF-a estimula IL-1, que
juntas promovem a liberacao de IL-6. Todas essas citocinas estimulam a sua propria secre¢ao,
de forma autodcrina pelas células que as produzem (Starkie et al., 2003).

As catecolaminas, epinefrina e norepinefrina, liberadas de forma dependente da
intensidade e duragdo do exercicio fisico pelos impulsos dos neurdnios aferentes na contragao
muscular, também estimulam a IL-6 por meio dos receptores f2-adrenérgico nas células T, B
NKSs, macrofagos e neutrofilos (Nagrao et al., 2000). A IL-6 aumenta as concentragdes de
ACTH e cortisol através da ativagdo do eixo HHA, assim com TNF-a e IL-1, ou pela
combinagdo das trés citocinas que podem também ativar o HHA (Bergmann et al., 1999).

Durante e logo apds a pratica de exercicio fisico, o sistema nervoso simpatico e as
catecolaminas estdo fortemente ligados a fungdo imunologica, principalmente no aumento das
células da resposta imune inata e linfocitos T CD8 e B (Mastorakos et al., 2005). Os
exercicios fisicos de intensidade moderada demonstraram que imediatamente pds-exercicio
ocorre uma moderada leucocitose, linfocitose e neutrofilia, assim como uma moderada
linfocitopenia durante a fase de recuperagdo. Esse comportamento ¢ exacerbado na pratica de
exercicio com intensidade mais elevada, no qual ocorre uma intensa leucocitose,
principalmente de células NKs, seguida de uma intensa linfocitopenia no periodo de
recuperagdo (Nieman e Pedersen, 1999; Nieman et al., 1994). Nesse periodo acontece uma
imunossupressdo transitoria chamada de “janela aberta ou imunoldgica”, na qual deixa o
organismo susceptivel as infec¢des, principalmente nas vias aéreas superiores, de 3 a 72 horas
pos-exercicio (Nieman e Pedersen, 1999). Porém o exercicio fisico com intensidade moderada
ndo provoca diminuicdo da capacidade imunoldgica e portanto ndo € observado essa
imunidade alterada transitoria (Nieman, 1998; Nieman e Bishop, 2006).

O cortisol tem sido relacionado como um imunossupressor durante a recuperacao do
exercicio de intensidade intensa, assim como causador de neutrofilia, eosinopenia e

linfopenia, além da supressao de células NKs e T. Esse hormonio e as catecolaminas podem
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estimular o perfil de citocinas antiinflamatorias pela resposta Ty2 em consequéncia ao
exercicio fisico, assim como IL-10 a partir das células Treg (Bergmann et al., 1999).

As contracdes musculares durante a pratica de exercicios fisicos podem induzir
microlesdes na musculatura esquelética, e desta forma, levam ao extravasamento do contetido
das células musculares lesionadas para a corrente sanguinea, como a elevacdo da creatina
quinase (CK) plasmatica. Esse dano tecidual conduz uma resposta imunoldgica caracterizada
por uma linfocitose, com presenca prioritdria de neutrdfilos e mondcitos, mediada por
citocinas, como IL-4, IL-6, IL-7 e IL-15 devido a ativagdao da sinalizacdo dos TLRs. Essas
citocinas estdo envolvidas no processo de miogénese, hiperplasia e hipertrofia muscular
(Pedersen e Febbraio, 2012).

Durante a pratica prolongada de exercicios extenuantes sem o descanso adequado, o
processo inflamatorio pode se tornar cronico, e nessa fase os mondcitos ativados liberam
grandes quantidade de citocinas pro-inflamatorias, especialmente as IL-1, TNF-a e IL-6
(Gleeson et al., 2011). A IL-6, principal miocina (Pedersen e Fischer, 2007), parece
apresentar tanto efeito pro-inflamatério em resposta aguda ao exercicio, como
antiinflamatdrio estimulando a sintese de cortisol e de citocinas IL-10 e IL-1RA nos
macrofagos, essa ultima ¢ antagonista do receptor da IL-1 e exerce fun¢do antiinflamatoria
(Gleeson et al., 2011; Smith et al., 2011).

A IL-6 promove a agdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), essa proteina ¢
responsavel pela ativagdo de vias que aumentam a sintese de ATP, como a glicdlise,
gliconeogénese e oxidacdo de acidos graxos utilizados como fonte energética durante o
exercicio fisico (Petersen e Pedersen, 2005; Carling, 2004). O aumento da lipdlise pode inibir
a infiltracdo de macrofagos para os adipdcitos e diminuir o estado de inflamacdo
desencadeado pelo aumento do tamanho dos adipocitos. Os macrofagos infiltrados no tecido
adiposo sdo de dois tipos, o M1, que conseguem produzir TNF-a, IL-6 e 6xido nitrico; e M2
que produzem citocinas anti-inflamatdrias e arginase. O exercicio fisico parece conduzir a
mudangca fenotipica de M1 para M2, contribuindo para a resposta antiinflamatoria (Lumeng et
al., 2007), conforme ilustragao 7.

O aumento na carga de treino, seja por aumento da intensidade ou duragdo do
exercicio fisico, modula as populagdes de linfocitos T e B, diminuindo as células do perfil
Tul e aumentando a sintese de células B. Porém o exercicio de intensidade intensa diminui a
secrecdo de IgA, IgAl e IgM na saliva aumentando a susceptibilidade as infec¢des, enquanto
o exercicio de intensidade moderada ndo provoca alteragdes significativas nesses anticorpos

(Gleeson e Pyne, 2000). Porém, os exercicios de intensidade intensa parecem ser
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estimuladores potentes das fungdes efetoras dos macrofagos, como a fagocitose, atividade

antitumoral e quimiotaxia (Woods, 2000).
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Iustragao 7. Potenciais mecanismos da imunologia do exercicio fisico.
Adaptado de Gleeson et al. (2011).

Com a pratica continua do exercicio fisico ocorre diminuicao das células inflamatoria
ocasionada pela adaptacdo metabdlica ao estimulo inicialmente estressante. Nesta fase
aparece um perfil reduzido de citocinas pré-inflamatorias, uma leve neutrofilia pds-exercicio
e aumento de células dendriticas. Assim, a estimulacdo de uma resposta inflamatoria
provocada pelo exercicio fisico ¢ inversamente proporcional ao condicionamento fisico do

praticante (Gleeson et al., 2011).
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1.3.1. Exercicio Fisico nas Helmintoses

A redugdo da aptiddo fisica pode ter muitas causas, dentre elas, a anemia, desnutri¢do
e infeccdes cronicas como as infeccdes causadas por helmintos. Bustinduy et al. (2011)
avaliaram as associagdes entre poliparasitismo e anemia com aptiddo fisica em criangas e
jovens do Quénia na Africa Oriental com idade entre 5 a 18 anos, pelo teste de Shuttle Run
com 20 metros, o qual consiste em trotar por 20 metros indo-e-vindo até a exaustdo voluntaria
para estimacdo do valor do consumo maximo de oxigénio (VOamax). Os resultados
mostraram que tanto o poliparasitismo, caracterizado pela presenga de Schistosoma
haematobium, Wuchereria bancrofti, Trichuris trichiura e Ascaris lumbricoides (nematoide
assim como o 7. canis, pertencente a2 ordem Ascaridida); e a anemia diminuiram a aptidao
fisica das criangas.

O estudo de Yap et al. (2012), também avaliou a aptiddo fisica pelo teste de Shuttle
Run com 20 metros em criangas e jovens poliparasitados de 8 a 15 anos de idade. Os
resultados mostraram que das 69 criangas avaliadas, 44% estavam infectadas com A.
lumbricoides, e essas apresentaram menor valor de VOauax quando comparadas com criancas
e jovens ndo parasitados.

A proposito da ascaridose, no estudo de Perzanowski et al. (2002), o teste de 6
minutos de corrida livre foi utilizado com instrumento de indug¢do da broncoconstricdo para
avaliagdo dos sintomas da asma e sua relacdo com a resposta imune a alergénicos em criangas
com média de 11 anos de idade infectadas por A. lumbricoides, de uma area urbana e outra
rural do Quénia na Africa Oriental, em comparagio com criangas sem infecgdo de Atlanta,
Georgia nos Estados Unidos da América (EUA). A espirometria foi utilizada para avaliagdo
da capacidade pulmonar vital (CPV) e do volume expiratério forcado (VEF) apos o exercicio
fisico. Os resultados mostraram que as criangas com ascaridose tiveram valores
significativamente (p<0,001) menores para VEF. Esse mesmo desenho experimental ja tinha
sido realizado na década de 70 por Craswell et al. (1976) na Tanzania da Africa Oriental, com
criancas com idade de 10 a 14 anos, asmaticas e poliparasitadas com Ascaris spp.,
Schistosoma spp., Taenia spp. € Enterobius vermicularis.

O estudo de Hagel et al. (2007) também utilizou o teste de 6 minutos de corrida livre e
mostrou que criangas com média de 9 anos de idade, de escolas rurais e urbanas de Caracas na
Venezuela, infectadas por A. Ilumbricoides apresentaram aumento na hiperreatividade
bronquica apds exercicio fisico, mostrando a resposta inflamatoria aguda a infecg¢do

hemintica. Esse mesmo achado foi confirmado no estudo de Stevens et al. (2011) com
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criangas com média de 12 anos de idade, de comunidades ricas e pobres do Gana na Africa
ocidental, assim como no estudo de Calvert e Burney (2010) com criangas com 8 a 12 anos de
idade, de 18 escolas rurais e 6 escolar urbanas da Africa do Sul, porém eles mostraram que
ndo houve diferenca na resposta da hiperreatividade bronquica nas criangas parasitadas e nas
com doencas atopicas, as quais apresentavam altos niveis de IgE total no sangue. Varios
estudos mostram que essa hiperreatividade bronquica ndo ¢ encontrada (ou ¢ diminuida) apos
tratamento com anti-helmintico, como o albendazol (Flohr et al., 2010; Endara et al., 2010).

Desta forma, os estudos vem mostrando que as helmintoses podem causar a reducgdo
da aptidao fisica e consequentemente levar a inatividade fisica e sedentarismo, oportunizando
o desenvolvimento de doengas. A influéncia do exercicio fisico na toxocarose em modelos
humano e animal ainda ndo foi apresentada como foco de investigagdes cientificas.

No modelo animal, principalmente nos roedores, tanto o exercicio fisico voluntario
quanto o for¢ado possuem a capacidade de proporcionar os beneficios advindos da sua pratica
(van Praag et al., 1999, van Praag, 2008). Entretanto, a vantagem em se utilizar o exercicio
fisico forcado consiste na possibilidade de quantificar o treinamento, através do controle das
variaveis do treinamento como o volume, a intensidade e a frequéncia do treino fisico.

Apesar de se conhecer estes aspectos sobre helmintos e aptidao fisica, pouco se sabe
ainda sobre os mecanismos imunologicos e moleculares da toxocarose humana frente ao
organismo fisicamente treinado. Desta forma, na tentativa de compreender esses mecanismos,
este estudo propds avaliar em modelo murino infectado por 7. canis, os efeitos do exercicio

fisico na carga parasitdria e na modulacdo da resposta imunologica a esta infecgao.
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As infec¢des produzidas por nematoides estdo associadas a uma baixa mortalidade e
uma alta morbidade, nas quais estudos epidemioldgicos mostram que os parasitos do género
Toxocara sao de grande impacto na salde humana e animal. Este género compreende mais de
20 espécies, porém o agente etioldgico principal no desenvolvimento da toxocarose humana ¢
o T. canis (Despommier, 2003; Overgaauw, 1997).

Devido a ndo usual e/ou inadequada vermifugagdo dos caes, assim como o aumento
deles como animais de estimacdo, a toxocarose humana alcanga elevadas taxas de infec¢do
pelo mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento, com populagdes nas areas rurais
em precarias condi¢des de higiene (Chen et al., 2012). As complicagdes da doenca
usualmente ocorrem quando hd um comprometimento do equilibrio dos mecanismos
imunoldgicos na relagdo parasito-hospedeiro, o que a torna uma importante zoonose
cosmopolita, cuja a infeccdo se dd por meio de ingestdo acidental de ovos embrionados
liberados nas fezes de caes (Schantz, 1898).

Viérios estudos tém mostrado que as helmintoses podem causar a redugdo da aptidao
fisica e consequentemente levar ao estado de inatividade fisica e sedentarismo, oportunizando
o desenvolvimento de doengas (Yap et al. 2012; Bustinduy et al. 2011; Hagel et al. 2007,
Perzanowski et al., 2002).

A pratica regular de exercicio fisico parece ser capaz de promover um efeito protetor
contra as doengas associadas a inflamac¢do (Pedersen e Febbraio, 2012; Moga et al., 2012;
Deslandes et al, 2009). Isto se deve a indu¢do de um ambiente antiinflamatério em resposta a
pratica de exercicio fisico (Gleeson et al., 2011).

As infecgdes experimentais contribuem para a compreensdo de uma resposta imune
efetiva contra nematoides, além de adicionar diferentes aspectos da imunologia a infec¢do
(Gaze et al., 2014). Diante disso, acredita-se ser relevante o estudo da infec¢do por 7. canis
em camundongos como um modelo experimental que pode ser extrapolado para a melhor

compreensdo dos mecanismos imunopatolégicos da toxocarose humana.

24



III. OBJETIVOS

25



OBJETIVOS

ITI.1. Objetivo Geral

Padronizar um modelo experimental de infec¢do por Toxocara canis e avaliar o efeito

do exercicio fisico com intensidade moderada na resposta imunoldgica na infec¢do

experimental.

I11.2. Objetivos Especificos

Para alcancar o objetivo geral deste estudo, foi necessario dividi-lo em 2 partes. A

PARTE 1 foi a determinac¢do do protocolo de infec¢cdo por T. canis, a qual apresentou os

seguintes objetivos especificos:

Estabelecer o protocolo de cultivo e infec¢do experimental por 7. canis.
Realizar a infec¢@o experimental por 7. canis em camundongos.
Recuperar larvas de 7. canis nos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral nos

camundongos infectados.

Analisar a histopatologia dos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral nos camundongos
infectados.
Caracterizar o perfil hematologico, leucocitario e plaquetdrio nos camundongos
infectados.
Caracterizar o perfil de citocinas séricas 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-33,

IFN-y e TNF-a nos camundongos infectados.

A PARTE 2 foi a verificacao do efeito do exercicio fisico moderado na infecciao

experimental por 7. canis, a qual apresentou os seguintes objetivos especificos:

Realizar a infec¢do experimental por 7. canis em camundongos.

Analisar o desempenho fisico e a intensidade de esfor¢o do protocolo de exercicio
fisico pela mensuracdo do lactato sanguineo em camundongos infectados ou ndo por
T. canis.

Analisar o desenvolvimento corporal pela pesagem da massa corporal e medida do
comprimento nasoanal) em camundongos infectados ou ndo por 7. canis e submetidos

ou nao ao protocolo de exercicio fisico.
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Quantificar as larvas presentes nos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral em
camundongos infectados por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio
fisico.

Analisar a histopatologia dos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral em camundongos
infectados por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico.
Caracterizar o perfil hematologico, leucocitario e plaquetirio em camundongos
infectados ou ndo por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico.
Analisar a resposta imune leucocitaria dos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral em
camundongos infectados ou ndo por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de
exercicio fisico, pela atividade da peroxidase de -eosinofilos (EPO) e da
mieloperoxidase (MPO).

Caracterizar o perfil de citocinas séricas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-33, IFN-y e TNF-
a em camundongos infectados ou ndo por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo
de exercicio fisico.

Caracterizar o perfil de citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-33, IFN-y e TNF-a nos
tecidos hepatico, pulmonar e cerebral em camundongos infectados ou ndo por 7. canis

e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico.
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MATERIAL E METODOS

IV.1. Aprovacio do Projeto pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Todo o experimento foi realizado de acordo com os padrdes de cuidados com os
animais, definidos pelas normas e diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), sob o protocolo n® 181/2013 (Anexo I).

IV.2. Aminais

Os animais utilizados tanto na PARTE 1 quanto na PARTE 2 deste estudo, foram
camundongos fémeas adultos (8 semanas) da linhagem BALB/c, provenientes do Biotério
Central da UFMG.

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam ragdo comercial para
roedores (Labina®) previamente autoclavada e agua filtrada ad libitum, e foram mantidos em
gaiolas coletivas com maravalha autoclavada em condi¢des controladas de luminosidade
(ciclo claro-escuro 12 horas). Os animais foram submetidos previamente ao tratamento com
dose tGnica subcutinea no dorso de 3 pg/g de Ivermectina (Chemitec Agro®) e foram
acondicionados em espaco separado (quarentena) até a certificacdo da isen¢@o de infecgoes.
Apdés o término do tratamento, os animais foram transferidos para o biotério de
experimentacdo e tiveram um intervalo de 10 dias antes da infec¢do experimental por 7. canis

devido ao possivel efeito residual da Ivermectina sobre a infecgao.

IV.3. Infec¢ao Experimental por Toxocara canis

1V.3.1. Parasito

Os vermes adultos de 7. canis foram coletados do intestino delgado de carcagas de
caes eutanasiados no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da Prefeitura de Belo Horizonte
em colaboracdo com as autoridades e os veterindrios locais, conforme o projeto “Estudo
epidemiologico e endoparasitoses em caes de rua com potencial para zoonoses humanas na
Regido Metropolitana de Belo Horizonte” (aprovado pelo CEUA/UFMG, sob o protocolo n°
165/2012). Apoés triagem no CCZ, também foram coletados vermes adultos nas fezes de
animais rotineiramente tratados com anti-helmintico Top-Dog (Ourofino®™) na dosagem de 1

comprimido via oral de 250 mg/Kg do animal.
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Os vermes foram lavados 3 vezes com solucdo tampao de fosfato-salino (PBS) pH 7,2
e 1 vez com PBS contendo antibioticos (penicilina, estreptomicina, anfotericina-f§). As fémeas
foram dissecadas em placa de Petri e o Gltimo terco distal do verme foi aberto com bisturi
com lamina de ago n° 22, o utero removido e macerado em crisol de porcelana com solugdo
de acido sulfurico a 0,2 M e filtrado em tamis Tyler 100 (0,15 mm). A solu¢do de acido
sulfarico a 0,2 M com os ovos foi distribuida em garrafas de cultura de 75 cm® em volume
total de 150 mL e com tampa ventilada com filtro de 0,22 pm e superficie interna ndo tratada.
As culturas foram incubadas por 30-40 dias a 28°C e agitadas diariamente.

Apo6s incubagdo, os ovos larvados foram transferidos em tubos conicos de 50 mL,
centrifugados a 600 g por 10 minutos e lavados 3 vezes com PBS para remocao da solugdo de
acido sulfurico. O sobrenadante foi descartado ¢ no sedimento (ovos) foi adicionado
hipoclorito de s6dio 5% na propor¢do aproximada de 1:1, os quais ficaram incubados em
estufa climatizada (37°C e 5% CO,) por 2 horas para romper a camada exterior do ovo e,

consequentemente, facilitar a eclosdo das larvas apds a inoculacdo dos ovos.

IV.3.2. Inoculacao dos ovos

Antes da inoculagdo, os ovos embrionados foram lavados 3 vezes com agua filtrada
com centrifuga¢do a 600 g por 10 minutos. Os camundongos foram inoculados via sonda
gastrica com 100 pL da suspensdo de ovos contendo 1000 ovos embrionados e depois com
100 pL de 4gua filtrada para remover os ovos remanescentes para fora da seringa e agulha de

gavage.

IV 4. Grupos Experimentais

Para responder a PARTE 1 deste estudo, na determina¢ao do protocolo de infeccao
por T. canis em camundongos BALB/c adultos, foram utilizados 50 animais (Ilustracao 8)
divididos para eutandsia em:
* Controle: Composto por 6 animais que ndo foram infectados por 7. canis.
* 1 dia pos-infec¢ao (dpi): Composto por 6 animais | dia infectados por 7. canis.
* 3 dpi: Composto por 6 animais 3 dias infectados por 7. canis.

* 5 dpi: Composto por 6 animais 5 dias infectados por 7. canis.
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e 7 dpi: Composto por 13 animais infectados por 7. canis, sendo 7 animais para a
analise histologica e 6 animais para as demais analises.
* 14 dpi: Composto por 13 animais infectados por 7. canis, sendo 7 animais para a

analise histologica e 6 animais para as demais analises.

Sem Infectado Infectado Infectado Infectado Infectado
infeccdo por 1 dia por 3 dia por 5 dia por 7 dia por 14 dia
(Controle) (1 dpi) (3 dpi) (5 dpi) (7 dpi) (14 dpi)

- /

Infectado com
1000 ovos de
Toxocara canis

BALB/c Q

Ilustracio 8. Divisdo dos grupos experimentais da PARTE 1.

Para responder a PARTE 2 deste estudo, na verificacido do binémio exercicio fisico e
infeccdo por 7. canis, foram utilizados 154 camundongos BALB/c adultos divididos
aleatoriamente em grupos experimentais com até 29 animais/grupo para eutanasia em 7 e 14
dias pos-infeccdo. Conforme representado na ilustragdo 9, os grupos foram:

* Sedentario sem infeccdo (Controle, n=14): Composto por camundongos que ndo
foram infectados por 7. canis e ndo foram submetidos ao programa de treinamento
fisico.

* Exercitado sem infec¢ao (EX, n=16): Composto por camundongos que niao foram
infectados por 7. canis, mas foram submetidos ao programa de treinamento fisico por
14 dias.

* Sedentario com infeccio (INF, n=26): Composto por camundongos que foram
infectados por 7. canis por 14 dias e ndo foram submetidos ao programa de
treinamento fisico.

* Exercitado com infeccdo (INF-EX, n=24): Composto por camundongos que foram

infectados por 7. canis e submetidos ao programa de treinamento fisico por 14 dias.
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Para verificar o efeito do exercicio fisico na preven¢do da infec¢do por 7. canis, mais
trés grupos foram compostos:

* Exercitado previamente e infectado sem exercicio (EX-INF, n=26): Composto por
camundongos que foram submetidos ao programa de treinamento fisico por 14 dias
antes da infecc¢do por 7. canis, porém apds a infeccdo ndo continuaram o programa de
treinamento fisico.

* Exercitado previamente e infectado com exercicio (EX-INF-EX, n=28): Composto
por camundongos que foram submetidos ao programa de treinamento fisico por 14
dias antes da infec¢do por 7. canis, e continuaram o programa de treinamento fisico
durante o periodo de infec¢do de 14 dias.

* Exercitado previamente e exercitado sem infeccdo (EX-EX, n=20): Composto por
camundongos que ndo foram infectados por 7. canis, mas foram submetidos ao

programa de treinamento fisico por 28 dias.

Submetido ao protocolo
de exercicio fisico

(natacdo)

BALB/c Q

[ | | I AN

4 N\ Y4 Y4 (" Exercitado \( Exercitado \{ )
previamente previamente

. . Sedentario Exercitado por 14 dias por 14 dias Exercitado
Sedentario Exercitado . . .

sem sem com com e infectado e infectado por 28 dias

infeccio infeccio por infecgao por infecgao por sem com sem
(Cont:ole) 14 d'c (pr) 14 dias 14 dias exercicio exercicio infeccao
1as (INF) (INF-EX) por mais 14 por mais 14 (EX-EX)
dias dias

- AN J\_ AN AN (EXiINF) J \UEX-INF-EX) J\_ J

N |

Infectado com
1000 ovos de
Toxocara canis

Iustracio 9. Divisdo dos grupos experimentais da PARTE 2.
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Todos os camundongos da PARTE 2 tiveram seu comprimento nasoanal mensurado
com paquimetro e massa corporal medida em balanca semi-analitica (Shimadzu®), antes e
apos serem submetidos ao protocolo de exercicio fisico ou ndo e infectados ou nio por T.
canis, a fim de verificar seu desenvolvimento corporal.

Todos os animais foram mortos por dose letal de anestésico (cetamina 225 mg/Kg e
xilazina 10 mg/Kg) via intraperitoneal.

O sangue foi coletado e o cérebro, figado e pulmdes foram retirados para recuperacao
das larvas, determinacdo do perfil de citocinas tecidual e quantificagdo da atividade
enzimatica da peroxidase de eosinofilos (EPO) e mieloperoxidase (MPO), e andlise

histopatologica, conforme demostrado na ilustragdo 10.

Exercitado
previamente
14 dias

Exercitado
14 dias

}
BALB/c ( \ / \
| | | ]
I | | |
-14 dpi -7 dpi 0 7 dpi 14 dpi
Idade: 8 semanas ] j \
Dia da Infecgdao
Inicio do exercicio: EX-INF (1000 ovos de Toxocara canis) Procedimentos:
EX-INF-EX INF / INF-EX / EX-INF / EX-INF-EX Peso Corporal
EX-EX nicio d cio: EX Comprimento Nasoanal
NICIO AO exerciclo: 2l
Procedimentos: INE-EX Eutanasia
Coleta de sangue
Pgso Corporal Continuagao do exercicio: EX-INF-EX Evi ~ 9
Comprimento Nasoanal EX-EX visceragao

Interrupgao do exercicio: EX-INF

Procedimentos:
Peso Corporal
Comprimento Nasoanal

Iustracio 10. Delineamento da evolugdo temporal do experimento da PARTE 2.
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IV.5. Protocolo de Treinamento Fisico

O exercicio fisico foi a natacdo, no qual os grupos submetidos ao programa de
treinamento fisico foram colocados 7 dias antes ao inicio do treino, em um tanque de
polietileno retangular (36 cm de altura x 40 cm de largura x 55 cm de profundidade) contendo
um nivel méximo de 5 cm de 4gua aquecida a temperatura de 30 = 2°C, por um periodo de 15
minutos. Este procedimento permite a adaptacdo dos animais ao meio liquido, a qual foi
confirmada pela diminui¢ao da defecag@o, sem proporcionar condicionamento fisico.

No treinamento fisico, os animais foram colocados no mesmo tanque da adaptacdo ao
meio liquido contendo 20 cm de 4gua a temperatura de 30 + 2°C, sem sobrecarga adicional ao
corpo. Esse nivel de agua ¢ suficiente para que os animais sejam estimulados a nadar. O
treinamento de natacdo foi praticado diariamente sempre pela manha (periodo escuro para os
camundongos) sendo 1 sessdo/dia com duragdo de 90 minutos por 14 dias ou 28 dias. Essa
duracdo do treino caracteriza a intensidade moderada de exercicio fisico para camundongos,
de acordo com Evangelista et al. (2003). Nos grupos com treinamento prévio, o treinamento

foi por 14 dias antes da infecgdo. A ilustracdo 11 mostra o protocolo de exercicio fisico.

20 em

Adaptacdo ao meio liquido 14 dias ou 28 dias
7 dias = 15 min/dia 90 min/dia
TREINO DE NATACAO ‘

Hustragao 11. Sequéncia experimental do protocolo de exercicio fisico (natagao).
Adaptado de Volpato et al. (2009).

No ultimo dia do treinamento, o lactato plasmatico foi dosado imediatamente apods a
sessdo de treinamento para determinar a intensidade de esforgo fisico realizado. O lactato foi

determinado como biomarcador de intensidade de esforco fisico devido o glicogénio

34



MATERIAL E METODOS

intramuscular ser a fonte primdria de energia para a glicolise anaerobia durante a realizacdo
do exercicio fisico. Assim, quanto maior ¢ a intensidade do esfor¢o fisico proposto, maior
sera a atividade da glicolise anaerodbia, a qual produz lactato no musculo esquelético e induz o
acumulo de lactato no sangue (Ferreira et al., 2007b). A concentragdo de lactato no sangue foi
medida pelo lactimetro portatil (Accusport”, Roche) através de gotas de sangue (25 pL)

retirada da cauda de cada animal.

IV.6. Analise do Sangue Periférico

O sangue foi coletado pelo plexo ocular com uma pipeta de vidro Pasteur de 150 mm
e dividido em sangue total com EDTA para andlise hematologica; e o restante do sangue
permaneceu a temperatura ambiente até a coagulagdo para obtengdo do soro por centrifugagao

a 1000 g por 20 minutos a 4°C. O soro obtido foi imediatamente estocado no freezer -80°C.

IV.6.1. Perfil Hematologico

Com o sangue total coletado foi realizado o hemograma pelo método automatico no
Contador Hematologico Veterinario Bio 2900 Vet (Bioeasy”) e a diferenciagdo entre os
leucdcitos foi analisada por esfregaco sanguineo feito com uma pequena gota (5 pL) de
sangue posta em forma de uma pelicula sobre uma ldmina de vidro para microscopia corada
com Panético Rapido (Laborclin®), pela imersdo do esfregago por 5 segundos em cada
solucao, sendo uma solucdo fixadora (solugdo de triarilmetano a 0,1%) e duas solugdes
corantes (solu¢do de xantenos a 0,1% e solu¢do de tiazinas a 0,1%), e analisado em
microscopio Optico DM500 (Leica Microsystems®) com aumento de 1000x em éleo de

1mersao.

I1V.6.2. Perfil de Citocinas Sistémicas

A partir de aliquotas de soro sanguineo foi dosado o perfil de citocinas IL-4 (CN:
DY404, R&D Systems”), IL-5 (CN: DY405, R&D Systems”), IL-6 (CN: DY406, R&D
Systems™), IL-10 (CN: DY417, R&D Systems®), IL-13 (CN: DY413, R&D Systems®), IL-17
(CN: DY421, R&D Systems”), IL-33 (CN: DY3626, R&D Systems”), IFN-y (CN: DY485,
R&D Systems®) e TNF-o (CN: DY410, R&D Systems”) pelo teste imunoenzimatico de
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ELISA de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante, com modifica¢des referentes ao
volume.

Resumidamente, este teste consistiu da sensibilizacdo das microplacas half area de 96
pogos (Corning®™) com 25 pL/pogo do anticorpo de captura (anticitocina de interesse), diluido
em PBS estéril, por 12 horas a 4°C. Apds a sensibilizagdo lavou-se por trés vezes a
microplaca na lavadora de ELISA AquaMax 2000 (Molecular Devices”) com solugdo de PBS
com 0,5% de Tween 20. Foi realizada a etapa de bloqueio com 100 puL/pogo com solugdo de
PBS contendo 3% de albumina do soro bovino (BSA) por 1 hora em temperatura ambiente, e
lavou-se novamente por trés vezes a microplaca, conforme descrito acima. As amostras de
soro sanguineo foram adicionadas (25 pL/pogo) nos seus pocos definidos, assim como o
padrdo da citocina em diluicdo seriada, por 2 horas a 4°C. Apos nova etapa de lavagem,
adicionou-se 25 pL/poco do anticorpo de deteccdo diluido em PBS contendo 0,1% de BSA
por 2 horas em temperatura ambiente, e lavou-se novamente a microplaca. Apds isto, foi
adicionado 25 pL/pogo da solucdo de PBS contendo 0,1% de BSA e 0,5% de estreptavidina
por 30 minutos em temperatura ambiente, e lavou-se novamente a microplaca. Foi adicionado
25 uL/pogo de solugdo tampdo de citrato contendo 6,6 mM do substrato peroxido de
hidrogénio (H,0,) e 1,5 mM de O-fenilenodiamina dihidrocloridrato (OPD), pH 5, e a reagao
enzimatica foi interrompida apdés 30 minutos com solu¢do de &4cido sulfirico 4 N. A
absorbancia foi determinada no leitor de ELISA VERSAmax (Molecular Devices®) em
comprimento de onda de 490 nm. A concentragdo de citocinas foi calculada a partir da

interpolagdo realizada de acordo com a curva padrao.

IV.7. Quantifica¢ao das larvas de Toxocara canis

A quantificacdo das larvas nos animais infectados foi realizada pela recuperagdo das
larvas de 7. canis nos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral conforme descrito por Boes et al.
(1998).

Os tecidos coletados foram triturados em placa de Petri e colocados no aparelho de
Baermann adaptado durante 4 horas em 37°C com PBS (Gazzinelli-Guimaraes et al., 2013).
Apos a incubagdo, o sedimento foi coletado e centrifugado a 600 g por 10 minutos a 20°C, e
as larvas foram fixadas em formalina 10% e contadas em microscépio 6ptico DM500 (Leica

Microsystems ") com aumento de 100x.
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IV.8. Analise dos Tecidos

As amostras dos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral coletados foram triturados pelo
homogeneizador de tecidos Power Gen 125 (Fisher Scientific®) em solugdo de PBS com
0,05% de Tween 20 suplementada com inibidores de protease (0,1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 0,1 mM de cloreto de benzetonio, 10 mM de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) e 2 Ul de aprotinina A), na propor¢do de 100 mg de tecido por 1 mL de
solucao.

O homogenado de cada tecido foi centrifugado a 10.000 rotacdes por minutos (rpm)
durante 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo das citocinas
teciduais. O sedimento foi utilizado para quantificagdo da atividade enzimatica da peroxidase

de eosindfilos (EPO) e mieloperoxidase (MPO).

1V.8.1. Perfil de Citocinas nos Tecidos

A quantificagio das citocinas IL-4 (CN: DY404, R&D Systems”), IL-5 (CN: DY405,
R&D Systems”), IL-6 (CN: DY406, R&D Systems™), IL-10 (CN: DY417, R&D Systems"),
IL-13 (CN: DY413, R&D Systems®), IL-17 (CN: DY421, R&D Systems”), IL-33 (CN:
DY3626, R&D Systems®), IFN-y (CN: DY485, R&D Systems®) e TNF-a (CN: DY410, R&D
Systems"™) dos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral foi obtida pelo teste imunoenzimético de
ELISA de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante e descrito acima na determinagao
do perfil de citocinas sérica, com a modificagdo que as amostras foram diluida 1:3 em solugdo

de PBS contendo 0,1% de BSA.

1V.8.2. Atividade Enzimatica nos Tecidos

A infiltracdo de eosinofilos e neutrdfilos nos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral foi
indiretamente estimada por meio da atividade enzimatica destas células.

Para eosindfilos, foi quantificado o nivel de peroxidase de eosinédfilos (EPO) nos
tecidos dos animais infectados ou ndo por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de
exercicio fisico, conforme padronizado por Silveira et al. (2002). Resumidamente, no
sedimento dos tecidos, as hemadcias presentes foram lisadas pela adi¢ao de solug@o hipotdnica
(1 mL de solu¢do de cloreto de sddio a 0,2%) e apds 30 segundos, a osmolaridade foi

reestabelecida pela adicdo de igual volume (1 mL) de solucdo de cloreto de sodio a 1,6%
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contendo 5% de glicose. Apos centrifugacdo (10.000 rpm por 10 minutos a 4°C) e descarte do
sobrenadante, o tecido foi ressuspendido em PBS com 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB), pH 7.4, para lise das membranas celulares. O material foi
homogeneizado e submetido a congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido por
trés vezes, com o objetivo de romper as vesiculas que contém as peroxidases. As amostras
foram entdo centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado
no ensaio enzimatico feito em microplacas de 96 pogos de fundo chato (Sarstedt™). Este
ensaio consistiu da adi¢do de 75 pL de cada amostra a 75 uL de solucdo tampao de tris-salino
(TBS) contendo 6,6mM do substrato H,O, e 1,5mM de OPD, pH 8. A reacao foi interrompida
pela adi¢ao de 50 pL de solugdo de acido sulfurico 1 M, sendo a absorbancia determinada no
leitor de ELISA VERSAmax (Molecular Devices”) em comprimento de onda de 492nm.

Para neutrofilos, foi quantificado o nivel de enzima mieloperoxidase (MPO) nos
tecidos dos animais infectados ou ndo por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de
exercicio fisico, conforme descrito por Barcelos et al. (2005). Sucintamente, no sedimento
dos tecidos, as hemdcias presentes foram lisadas, a osmolaridade restabelecida igual ao
protocolo para EPO. Apds centrifugacdo (10.000 rpm por 10 minutos a 4°C) e descarte do
sobrenadante, o tecido foi ressuspendido em PBS com 15mM de EDTA, pH 4,7, e ap6s nova
centrifugacdo (10.000 rpm por 10 minutos a 4°C) e descarte do sobrenadante o tecido foi
ressuspendido em PBS com 0,5% de HTAB, pH 5,4, para lise das membranas celulares. O
material foi homogeneizado e submetido a congelamento e descongelamento em nitrogénio
liquido por trés vezes para lise de vesiculas. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm
por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimdtico feito em
microplacas de 96 pogos de fundo chato (Sarstedt™). Este ensaio consistiu da adi¢do de 25 uL
de cada amostra a 25 puL. da solugdo de 3,3'.5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) diluido em
dimetilsulféxido (DMSO) na propor¢ao de 3,845 mg/mL, e incubagdo em estufa climatizada
(37°C) por 5 minutos. Apos incubacao foi adicionado o 100 uL. de PBS com 0,5% de HTAB,
pH 5.4, contendo 0,002% do substrato H,O,, e uma nova incubagido em estufa climatizada por
5 minutos. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 puL de solugdo de acido sulfurico 1
M, sendo a absorbancia também determinada no leitor de ELISA VERSAmax (Molecular
Devices"), s6 que como comprimento de onda de 450 nm.

As duas peroxidases (EPO e MPO) foram diferenciadas pelos valores de pH das
solugdes utilizadas, visto que cada enzima possui seu pH especifico de agdo. O estudo de
Collins et al. (1995) demostrou que a reatividade cruzada de EPO/MPO nesta andlise ¢ menor

que 1%.
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1V.8.3. Histopatologia

As amostras dos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral coletados foram fixados em
solugdo de formalina 10%. Os tecidos foram desidratados gradualmente em etanol (70%,
90%, 100%) depois diafanizados no xilol e incluidos em parafina. O bloco de parafina foi
cortado em 4-5 microns de espessura e fixado na lamina de microscopia e coradas com
hematoxilina e eosina para avalia¢do dos danos tecidual.

Para avaliar a intensidade das lesdes hepaticas, pulmonares e encefélicas foram
calculadas as areas de hemorragia, inflamacdo e espessamento do septo visualizadas com
aumento de 100x, 200x e 400x respectivamente, no microscopio Axiolab (Carl Zeiss®),
digitalizadas através da microcamera TK-1270/RGB (JVC) e mensuradas utilizando o
software KS400 (Carl Zeiss™).

Para calcular a area analisada dos tecidos hepatico e cerebral, todas as laminas foram
digitalizadas no escaneador CanoScan LiDE 110 (Canon®™) com resolugdo de 300 dpi, os
pixels de cada imagem foram selecionados para a criagdo de uma imagem binaria e calculo da
area total do corte. A area do menor corte foi usada como um padrdo minimo do tecido para
analise estatistica (Costa et al., 2007; Caliari et al., 1995).

Para calcular a 4rea analisada do tecido pulmonar, todas as laminas tiveram 30
imagens aleatorias digitalizadas com aumento de 200x, perfazendo a area total por lamina de

13,25 x 10° pm” de parénquima pulmonar analisado em cada animal.

1V.9. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando software Prism 6.0 (GraphPad Inc, EUA).
Os testes de normalidade D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk foram utilizados para
identificar a distribuicdo dos dados paramétricos. Para a andlise dos grupos experimentais
com dados paramétricos foi utilizado o teste de Andlise de Varidncia (ANOVA) e teste de
comparagdes multiplas de Holm-Sidak, e a analise dos grupos experimentais com dados ndo-
paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas Dunn.
Para a analise histopatologica da PARTE 1 foi utilizado o teste t ndo pareado. O teste de
Grubbs foi utilizado para detectar possiveis valores considerados outlier. A diferenga

estatistica foi considerada significativa quando o p<0,05.
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PARTE 1

Determinacio do protocolo de infec¢iao por Toxocara canis

em camundongos BALB/c adultos.
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V.1. Analise dos ovos nas culturas do parasito Toxocara canis

As culturas dos ovos de 7. canis foram feitas com 33 fémeas do parasito e foram
observadas a cada 2 semanas para determinagdo da taxa de embrionamento. Com 2 semanas,
dos 685.000 ovos presentes nas culturas, 295.000 ovos (43%) estavam embrionados. Com 4
semanas de cultura, a taxa de embrionamento foi 51% e com 6 semanas foi para 53%, ndo
apresentando variacao a partir desse periodo (Gréfico 1).

A inoculagdo com 1000 ovos embrionados por animal em todos os grupos

experimentais infectados por 7. canis foi realizada apos 6 semanas de cultura.

(44
(3]
1

Ovos embrionados de
Toxocara canis (%)
H (3]
[2)] o
[ [1

Dia da Infecgdo

H
o

n ] L}
2 4 6 8
Semanas em cultura de 0.2 M H,SO,

Grafico 1. Taxa de embrionamento de 685 mil ovos de Toxocara canis.
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V.2. Analise parasitologica da recuperacio das larvas de Toxocara canis nos tecidos de

camundongos BALB/c

Para determinar a presenca de larvas de 7. canis nos tecidos de camundongos BALB/c
adultos infectados, foram recuperadas larvas dos tecidos hepaticos, pulmonar e cerebral nos
tempos 1, 3, 5, 7 e 14 dias pds-infecgdo (dpi).

Os resultados mostraram que com 1 dpi, as larvas estavam no figado (Grafico 2A),
enquanto que com 3 dpi, as larvas haviam migrado para os pulmoes (Grafico 2B). A partir do
5 dpi até o 14 dpi, as larvas estavam predominantemente no cérebro (Grafico 2C), mostrando

assim o desenvolvimento da neurotoxocarose.
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Grafico 2. Recuperacdo das larvas de Toxocara canis em diferentes tecidos de
camundongos BALB/c ao longo do tempo. (A) Larvas recuperadas do tecido pulmonar. (B)
Larvas recuperadas do tecido hepatico. (C) Larvas recuperadas do tecido cerebral. n = 6 animais por
tempo de infec¢do. Dados representados em média = desvio padrdo dos grupos experimentais.
Diferengas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak.
*p<0,05.
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V.3. Analise histopatologia em camundongos BALB/c infectado por Toxocara canis

Para avaliar os danos teciduais causados pela migracdo das larvas de 7. canis, os
tecidos hepatico, pulmonar e cerebral foram analisados morfologicamente, de forma

quantitativa e qualitativa, nos tempos 7 dpi e 14 dpi.

V.3.1. Anilise da area de infiltrado inflamatorio no tecido hepatico em

camundongos infectado por Toxocara canis

Na histopatologia do figado, a 4rea avaliada em cada corte histologico foi de 15 x 10°
um’. Os dados mostraram lesdo tecidual ocasionado por infiltrado inflamatério com
predominancia de leucdcitos polimorfonucleares e sem a presenca de larvas. A area de lesdo

com 14 dpi foi maior que com 7 dpi (Grafico 3).
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Grafico 3. Area de lesiio do figado de camundongos BALB/c infectados por Toxocara
canis. n = 7 animais por tempo de infec¢do. Dados representados em média = desvio padrio dos

grupos experimentais. Diferengas estatisticas pelo teste t ndo pareado com valor de p representado no
grafico.

A avaliagdo histopatoldgica do figado do grupo ndo infectado (0 dpi) mostrou aspecto
histologico normal, com o parénquima hepatico constituido pela veia centro lobular
circundada por corddes de hepatocitos e por capilares sinusoides; e os hepatdcitos estavam

com formato poligonal e nucleo esférico centralizado (Figura 1A).
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O figado dos animais com 7 dpi apresentou regides com moderado infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear focal constituido principalmente por eosinéfilos e neutroéfilos,
e pequenas regides com necrose dos hepatocitos. Também foi observado moderado infiltrado
inflamatorio perivascular (Figura 1B).

O figado dos animais com 14 dpi mostrou regides com intenso infiltrado inflamatério
polimorfonuclear constituido por eosindfilos e neutrdfilos, e areas com necrose hepatica
moderada associada ao infiltrado inflamatorio polimorfonuclear. Também foi observada a

presenga intensa de infiltrado inflamatorio perivascular no parénquima hepatico destes

animais (Figura 1C e 1D).

L& e

Figura 1. Fotomicrografia da area de infiltrado inflamatorio no figado de camundongos
BALB/c infectados por Toxocara canis. (A) Grupo ndo infectado com parénquima hepatico
normal. H&E. Barra: 100 pm. (B) Grupo 7 dias pos-infecgdo (dpi): presenca de infiltrado inflamatério
(cabeca das setas) e necrose hepatica (*). H&E. Barra: 100 um. (C) Grupo 14 dpi: presenca de extenso
infiltrado inflamatério (cabeca das setas) e necrose hepatica (*). H&E. Barra: 100 pm. (D) Figura
anterior com aumento mostrando infiltrado inflamatorio constituido por eosindfilos (cabeca das setas)
e neutrofilos (setas), bem como a presenga de necrose (*). H&E. Barra: 50pum.
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V.3.2. Analise do espessamento do septo no tecido pulmonar em camundongos

infectado por Toxocara canis

Na histopatologia dos pulmdes, a area avaliada em cada corte histologico foi de 15,25
x 10° pm®. Os dados mostraram lesdo tecidual ocasionado por espessamento do septo devido

ao infiltrado inflamatorio e hemorragia. A area de lesdo ndo apresentou diferenca de 7 dpi

para 14 dpi (Gréfico 4).
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Grafico 4. Area de lesiio dos pulmdes de camundongos BALB/c infectados por Toxocara
canis. n = 7 animais por tempo de infec¢do. Dados representados em média = desvio padrio dos
grupos experimentais. Diferencgas estatisticas pelo teste t ndo pareado (p<0,05).
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A avaliagdo histopatolégica dos pulmdes do grupo ndo infectado (0 dpi) mostrou
aspecto histologico normal, com alvéolos aerados e septos interlobulares e alveolares de
espessura normal (Figura 2A).

Os pulmdes dos animais com 7 e 14 dpi apresentaram lesdes no parénquima pulmonar
caracterizadas por grande espessamento dos septos interalveolares pela presenca de intenso
infiltrado inflamatério constituido por eosinéfilos, linfocitos e macréfagos, e de zonas
hemorragicas. O infiltrado inflamatorio também foi encontrado preenchendo os limens
alveolares e junto aos bronquiolos e vasos sanguineos, com o mesmo perfil celular do

infiltrado presente nos septos interalveolares (Figura 2B, 2C e 2D).

Figura 2. Fotomicrografia do espessamento do septo nos pulmées de camundongos
BALB/c infectados por Toxocara canis. (A) Grupo ndo infectado com parénquima pulmonar
normal. H&E. Barra: 50 pm. (B) Grupo 7 dias pos-infec¢do (dpi): intenso espessamento dos septos
interalveolares as custas de infiltrado inflamatério (cabega das setas) e de zonas hemorragicas (*).
H&E. Barra: 50 pum; (C) Grupo 14 dpi: intenso espessamento dos septos interalveolares as custas de
infiltrado inflamatoério (cabeca das setas) e de zonas hemorrdgicas (*). (D) Figura anterior com
aumento mostrando infiltrado inflamatério constituido por eosinofilos, linfécitos e macréfagos, bem
como a presenca de zonas hemorragicas (*). H&E. Barra: 20 pm.
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V.3.3. Analise da area de hemorragia no tecido cerebral em camundongos

infectado por Toxocara canis

Na histopatologia do cérebro, a area avaliada em cada corte histologico foi de 15 x 10°
um?. Os dados mostraram lesdo tecidual ocasionado por areas hemorragicas e a presenca de

larvas. A area de lesdo ndo apresentou diferenca de 7 dpi para 14 dpi (Gréfico 5).

6000-
g€
=
? o 4000-
2
o m
S 0 -
S & 2000
< O

0 | |
7 14

Dias pos-infecgao

Grafico 5. Area de lesdo do cérebro de camundongos BALB/c infectados por Toxocara
canis. n = 7 animais por tempo de infec¢do. Dados representados em média = desvio padrio dos
grupos experimentais. Diferencgas estatisticas pelo teste t ndo pareado (p<0,05).
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A avaliacdo histopatologica do cérebro do grupo ndo infectado (0 dpi) mostrou
aspecto histoldgico normal (Figura 3A).
O cérebro dos animais com 7 e 14 dpi apresentou lesdes parenquimatosas

caracterizadas por cavidades hemorragicas (Figura 3B e 3C) e larvas espalhadas foram

visualizados no cérebro e tronco cerebral (Figura 3D).

Figura 3. Fotomicrografia da area hemorragica e de larvas no cérebro de camundongos
BALB/c infectados por Toxocara canis. (A) Grupo ndo infectado com parénquima cerebral
normal. H&E. Barra = 50 um. (B) Grupo 7 dias pés-infecgdo (dpi): presenga de areas hemorragicas
(*). H&E. Barra = 50 pm. (C) Grupo 14 dpi: presencga de areas hemorragicas (¥). H&E. Barra = 50
um. (D) Grupo 14 dpi: presenga de larva (cabega da seta). H&E. Barra = 50 um.
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V.4. Anailise do sangue periférico de camundongos infectados por Toxocara canis

V.4.1. Caracterizacdo do perfil leucocitario, eritrocitario e plaquetario de

camundongos infectados por Toxocara canis

Para avaliar o perfil leucocitario, eritrocitario e plaquetario frente a infeccdo por 7.
canis foram quantificados e diferenciados os globulos brancos, vermelhos e plaquetas nos
tempos 0, 1, 3,5, 7 e 14 dpi (Tabela 1).

Os resultados mostraram que com a progressdo da infec¢do, os leucdcitos totais
aumentaram, sendo os grupos 7 dpi e 14 dpi apresentaram maiores valores que os demais
grupos. Os animais com 7 dpi apresentaram neutrofilia. A eosinofilia foi evidente a partir do 7
dpi, persistindo até o 14 dpi. Os mondcitos ndo mostraram diferencgas entre grupos. O perfil
eritrocitario mostrou diminui¢do do total de eritrécitos e da concentragdo de hemoglobina nos
animais com 5 dpi quando comparado com os demais grupos. As plaquetas ndo mostraram

diferengas entre grupos.

Tabela 1. Perfil leucocitario, eritrocitario e plaquetario de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis.

Dias pos-infec¢io

0 1 3 5 7 14
Leucoc1t(3)s Totais 46414 26403 40404 52415 6.8+ z,lb,c 6,3+ 1’5b,c
(x 10°/uL)
Linfécito 345+ 1,11 1,40+0,15 2,50+0,18 3,11 +0,88 3,93+ 1,23 3,54+ 1,18
(x 10°/uL) (77-87%) (47-61%) (58-68%) (57-63%) (51-67%) (47-63%)
Monbcito 0,01 £0,01  0,03+0,03 0,02+£0,02 0,01 +0,02 0,07 + 0,06 0,03 + 0,04
(x 10%/puL) (0-1%) (0-3%) (0-1%) (0-2%) (0-2%) (0-2%)
Neutréfilo 1,L10+£0,42  1,15+0,31 1,41+034 1,86+0,66 2,25+ 1,12%f 1,00 + 0,32
(x 10%/uL) (11-23%) (35-51%) (30-40%) (32-38%) (23-41%) (13-23%)
Eosinéfio 0,03+0,02 0,06+003 007+0,03 021+0,07 0,48+0,182%" 1,68+ 0,48>>cd¢
(x 10%/puL) (0-2%) (1-5%) (1-3%) (3-5%) (5-13%) (21-33%)
Eritrocito
+ + * + +
(x 10uL) 7,0 £2,0 9,3+0,7 92+1,0 58+1,0 8,1+1,3 8,0+0,7
Hemoglobina ¢, 5 17,0+ 1,4 17,6+1,6  13,3+1,3*% 158+ 1,4 17,0+ 1,3
(g/dL)
gﬁ%gf:;) 722 +35 725 + 58 598 + 29 766 + 57 758 + 31 725 + 47

n = 6 animais por tempo de infeccdo. Dados representados em média = desvio padrdo e valores
relativos dos grupos experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de
comparagdes multiplas de Holm-Sidak. *Grupo diferente (p<0,05) de todos os outros grupos.
Diferenga estatistica (p<0,05) para os tempos 0, 1, 3, 5, 7 e 14 dpi estdo representados por a, b, ¢, d, e
e f, respectivamente.
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V.5. Analise da resposta inflamatoria de camundongos infectados por Toxocara canis

V.5.1. Caracterizacio do perfil de citocinas plasmaticas de camundongos

infectados por Toxocara canis

Para caracterizar a resposta imune sistémica durante a infec¢do por 7. canis, foram
analisados os niveis plasmaticos de citocinas Tyl, Ty2, Tyl7 e reguladoras nos tempos 0, 1,
3,5,7e 14 dpi.

Notavelmente, a infeccdo por 7. canis induziu uma mistura de resposta inflamatdria
inata/Tyl17/Ty2, com a predomindncia deste ultimo. A resposta T2 foi evidenciada pelo
aumento de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-33, apesar do aumento dos niveis de IL-6 e IL-17 (Gréafico
6).

Os resultados de IL-5 demonstrou um aumento progressivo a partir do 3 dpi até o 7
dpi (Grafico 6A). O aumento de citocina no 3 dpi também foi observado para a IL-6 (Grafico
6B). Os resultados de 1L-4, IL-13 e IL-17 tiveram mesmo padrdo de resposta, caracterizado
pelo aumento no 14 dpi quando comparado com o grupo nado infectado (0 dpi) (Grafico 6C,
6D e 6E). A IL-33, apesar de ndo estatisticamente, revelou aumento no 5 dpi em comparacao
com animais ndo infectados (Grafico 6F). Os niveis de TNF-a, IFN-y e IL-10 ndo

apresentaram diferengas entre grupos (Grafico 6G, 6H e 61).
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Grafico 6. Niveis plasmaticos de IL-4, IL-5, IL-6, 1L-10, IL-13, IL-17, IL-33, IFN-y e
TNF-a de camundongos BALB/c infectados por 7Toxocara canis. n = 6 animais por tempo de
infeccdo. Dados representados em média geométrica. Diferencas estatisticas pelo teste de Kruskal-
Wallis e teste de comparagdes multiplas Dunn. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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PARTE 2

Verificacio do efeito do exercicio fisico moderado na infec¢io experimental por

Toxocara canis em camundongos BALB/c adultos.
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V.6. Analise do protocolo de exercicio fisico em camundongos BALB/c infectados ou nao

por Toxocara canis

V.6.1. Analise do desenvolvimento corporal dos camundongos infectados ou nio

por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico

Diante da necessidade de compreender qual a influéncia da infec¢do por 7. canis e do
exercicio fisico no desenvolvimento corporal de camundongos BALB/c, foi mensurado a
massa corporal (Grafico 7) e o comprimento nasoanal (Grafico 8) no periodo anterior a
submissao dos animais ao protocolo de exercicio fisico, o qual corresponde com a idade de 8
semanas de vida dos camundongos, no dia da infec¢do por 7. canis (0 dpi), 7 e 14 dias pos-
infeccao (dpi).

O grafico 7 mostra que ndo houve variagdo significativa da massa corporal dos grupos

infectado ou ndo por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico.
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Grafico 7. Massa corporal de camundongos BALB/c submetidos ou nao ao protocolo de
exercicio fisico e infectados ou nao por Toxocara canis. CONTROLE (n=7): sedentario sem
infec¢do, EX (n=8): exercitado sem infec¢do por 14 dias, INF (n=7): sedentario com infec¢do, INF-EX
(n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente e infectado sem exercicio,
EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem
infeccao por 28 dias, -14 dpi = 8 semanas de idade e antes da submissdo ao protocolo de exercicio
fisico aos grupos ‘previamente exercitados’, 0 dpi (linha pontilhada) = 10 semanas de idade, dia da
infec¢do por 7. canis e inicio do protocolo de exercicio fisico aos grupos exercitados, 7 dpi = 7 dias
pos-infecgdo, 14 dpi = 14 dias pos-infecgdo. Dados representados em média dos grupos experimentais.
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O comprimento nasoanal dos animais também ndo apresentou variagdo significativa
dos grupos infectado ou ndo por 7. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio

fisico, conforme representado no grafico 8.
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Grafico 8. Comprimento nasoanal de camundongos BALB/c submetidos ou nio ao
protocolo de exercicio fisico e infectados ou niao por Toxocara canis. CONTROLE (n=7):
sedentario sem infec¢do, EX (n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentdrio com
infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente e infectado
sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, EX-EX (n=10):
exercitado sem infec¢do por 28 dias, -14 dpi = 8 semanas de idade e antes da submissdo ao protocolo
de exercicio fisico aos grupos ‘previamente exercitados’, 0 dpi (linha pontilhada) = 10 semanas de
idade, dia da infec¢@o por 7. canis e inicio do protocolo de exercicio fisico aos grupos exercitados, 7
dpi = 7 dias pos-infecgdo, 14 dpi = 14 dias pds-infec¢do. Dados representados em média dos grupos
experimentais.
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V.6.2. Analise do desempenho fisico e intensidade de esforco dos camundongos

infectados ou nao por Toxocara canis e submetidos ao protocolo de exercicio fisico

O desempenho fisico dos grupos submetidos ao protocolo de exercicio fisico estd
representado no grafico 9. Nota-se que os grupos EX, EX-INF, EX-INF-EX e EX-EX
cumpriram 100% do volume de treino proposto, o qual foi de 90 minutos de natacdo diaria,
resultando em 630 minutos/semana de natagdo. Os grupos EX-INF, EX-INF-EX e EX-EX
iniciaram o treinamento fisico 14 dias antes da infec¢do por 7. canis, porém no dia da
infec¢do, o grupo EX-INF interrompeu o treinamento fisico, a fim de verificar a influéncia da
infec¢do por 7. canis no organismo previamente exercitado. Tanto o grupo EX-INF-EX
quanto o EX-EX realizaram 28 dias de treinamento fisico. O grupo INF-EX iniciou o
treinamento no mesmo dia que foi infectado por 7. canis, e percebe-se que com 7 dpi o
volume de treino foi para 92,00% e com 14 dpi foi para 92,31%. A diminui¢cdo do volume de
treino foi caracterizada pelos animais que ndo suportaram completar o treinamento fisico,

permanecendo submersos a d4gua por 10 segundos sem retornar a superficie.
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Grafico 9. Desempenho fisico pelo volume total de treino de camundongos BALB/c
submetidos ao protocolo de exercicio fisico e infectados ou ndo por Toxocara canis. EX
(n=8): exercitado sem infec¢do por 14 dias, INF-EX (n=6): exercitado com infeccdo, EX-INF (n=7):
exercitado previamente e infectado sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e
infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do por 28 dias, -14 dpi = 8 semanas de
idade e antes da submissdo ao protocolo de exercicio fisico aos grupos ‘previamente exercitados’, 0
dpi (linha pontilhada) = 10 semanas de idade, dia da infec¢do por T. canis e inicio do protocolo de
exercicio fisico aos grupos exercitados, 7 dpi = 7 dias pos-infeccdo, 14 dpi = 14 dias pds-infeccao.
Dados representados em média dos grupos experimentais. Dados representados em média dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak. *p<0,05.
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A intensidade de esfor¢co durante o desempenho fisico dos grupos submetidos ao
protocolo de exercicio fisico foi avaliada pela concentracdo de lactato no sangue. Conforme
citado anteriormente, esse biomarcador tem sua concentragdo elevada no sangue proporcional
a maior intensidade de esforco fisico realizado. No grafico 10 estd representada a
concentragdo de lactato no sangue no 7 e 14 dpi, de todos os grupos submetidos ao protocolo
de exercicio fisico. De acordo com os resultados, a concentracdo de lactato plasmatico
confirmou a intensidade moderada do protocolo de exercicio fisico adotado. Observa-se que
somente os grupos EX-INF-EX e EX-EX apos 28 dias de treinamento fisico de natagdo (14
dpi) apresentaram concentracdo menor de lactato no sangue quando comparado com seu
periodo de 21 dias de natagdo (7 dpi), o que indica que estes grupos adaptaram

metabolicamente a intensidade do protocolo de natacao.
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Grafico 10. Concentracio de lactato plasmatico submetidos ou ndo ao protocolo de
exercicio fisico e infectados ou nao por Toxocara canis. EX (n=8): exercitado sem infecgdo por
14 dias, INF (n=7): sedentario com infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7):
exercitado previamente e infectado sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e
infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do por 28 dias, Linha pontilhada =
valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pds-infeccdo, 14 dpi = 14 dias pds-infecgao.
Dados representados em média + desvio padrdo dos grupos experimentais. Diferengas estatisticas pelo
teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. **p<0,01, ***p<0,001,
*eAHEP<0,0001.
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V.7. Anailise parasitologica da quantificacdo das larvas de 7oxocara canis em

camundongos BALB/c submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

V.7.1. Quantificacido das larvas em camundongos infectados por Toxocara canis e

submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

A quantificagdo das larvas dos grupos infectados com 1000 ovos de T. canis foi
determinada pelo somatdrio das larvas recuperadas do 6rgdos figado, pulmdes e cérebro. O
grafico 11A mostra que com 7 dpi, o grupo EX-INF possui maior quantidade de larvas que o
grupo INF-EX, enquanto com 14 dpi, o grupo EX-INF possui maior quantidade de larvas que
todos os demais grupos infectados (Grafico 11B).

O gréfico 11C representa a quantidade de larvas recuperadas do cérebro, figado e
pulmdes com relagdo ao tempo de infeccdo por 7. canis. Nele, o grupo EX-INF mostrou

aumento significativo no 14 dpi quando comparado com seu 7 dpi.

=]
S
3
S
*

*

3
S

- INF
-+~ INF-EX

o
S
o
=
o
S

B INF = INF e EXINF
60 B INF-EX 60 I INFEX 60 -+ EXNF-EX
0 B EXINF © B EXNF w

B EXANFEX B EXNF-EX /

n
S

20

2 /
7 14
Dias de infecgdo

o
o

Somatério das larvas recuparadas
do cérebro, figado e pulmoes
F
*
do cérebro, figado e pulmbes
do cérebro, figado e pulmbes

Tdpi 14 dpi

Somatério das larvas recuparadas
Somatorio das larvas recuparadas

Grafico 11. Quantificacdo das larvas pelo somatorio de larvas recuperadas do cérebro,
figado e pulmées de camundongos BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos
ou nao ao protocolo de exercicio fisico. INF (n=7): sedentario com infec¢do, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, A = infec¢do no 7 dias pos-infecgdo
(dpi), B = infeccdo no 14 dpi, C = evolugdo temporal da infeccdo. Dados representados em média +
desvio padrdo dos grupos experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de
comparagdes multiplas de Holm-Sidak. **p<0,01, ***p<0,001.

O baco, coracdo, lingua e o musculo gastrocnémio foram coletados do grupos
infectados por T. canis para verificar a presenca de larvas encistadas. Foi encontrada 1 larva
no musculo gastrocnémio do grupo INF com 14 dpi e 3 larvas na lingua do grupo EX-INF-

EX com 14 dpi. Nos demais tecidos ndo foram encontradas larvas encistadas.
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V.7.2. Quantificacdo das larvas de T7oxocara canis no tecido hepatico de

camundongos submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

No figado dos camundongos infectados e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio
fisico foram recuperadas larvas de 7. canis, o qual os dados estdo representados no grafico 12.
Os resultados nao mostraram diferenca entre grupos com 7 (Grafico 12A) e 14 dpi (Grafico
12B), nem mesmo com relagdo ao tempo de infec¢do (Grafico 12C), indicando que com esse

periodo de infec¢do as larvas ja haviam migrado para outros tecido.
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Grafico 12. Larvas recuperadas do tecido hepatico de camundongos BALB/c infectados
por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. INF (n=7):
sedentario com infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado
previamente e infectado sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com
exercicio, A = infec¢do no 7 dias pds-infeccdo (dpi), B = infecg¢do no 14 dpi, C = evolugdo temporal
da infec¢do. Dados representados em média = desvio padrdo dos grupos experimentais.
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V.7.3. Quantificacdo das larvas de Toxocara canis no tecido pulmonar de

camundongos submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

A recuperacdo das larvas de 7. canis nos pulmdes dos camundongos infectados e
submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico estd demonstrada no grafico 13. Assim
como no tecido hepatico, os resultados ndo mostraram diferenca entre grupos com 7 (Gréfico
13A) e 14 dpi (Grafico 13B), nem mesmo com relagdo ao tempo de infec¢ao (Grafico 13C),

sugerindo que as larvas encontradas estavam retidas no tecido.

-~

I EXINFEX

B EXINFEX
0 0

Tdpi 14 dpi 7 14
Dias de infecgdo

A, B, Cy
- INF
8 P N 8 -+~ INFEX

I INF 3 I INF g - EXINF
I INFEX 5 6 B INFEX 5 6 - EX-INF-EX
I EXINF 2 B EXINF 2

8 4

o

L T

Larvas recuparadas
dos PULMOES
S
Larvas recuparadas

Larvas recuparadas

|

>

<

Grafico 13. Larvas recuperadas do tecido pulmonar de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico. INF
(n=7): sedentario com infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado
previamente e infectado sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com
exercicio, A = infec¢do no 7 dias pds-infeccdo (dpi), B = infec¢do no 14 dpi, C = evolugdo temporal
da infec¢do. Dados representados em média = desvio padrdo dos grupos experimentais.
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V.7.4. Quantificacdo das larvas de Toxocara canis no tecido cerebral de

camundongos submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

A recuperagdo das larvas de 7. camis no cérebro dos camundongos infectados e
submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico estd demonstrada no grafico 14. No 7 dpi
percebe-se que o grupo INF e EX-INF tiveram maior quantidade de larvas que os grupos INF-
EX e EX-INF-EX (Grafico 14A). No 14 dpi, o grupo EX-INF apresentou maior quantidade
de larvas que todos os demais grupos infectados (Grafico 14B).

A quantidade de larvas de T. canis recuperadas no tecido cerebral com relacdo ao
tempo de infecgdo estd demonstrada no grafico 14C. Os grupos exercitados previamente (EX-
INF e EX-INF-EX) mostraram maior quantidade no 14 dpi quando comparado com seu

resultado no 7 dpi.
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Grafico 14. Larvas recuperadas do tecido cerebral de camundongos BALB/c infectados
por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. INF (n=7):
sedentario com infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado
previamente e infectado sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com
exercicio, A = infec¢do no 7 dias pds-infeccdo (dpi), B = infec¢do no 14 dpi, C = evolugdo temporal
da infeccdo. Dados representados em média + desvio padrdo dos grupos experimentais. Diferengas
estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001.
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V.8. Analise histopatologia em camundongos BALB/c infectados por Toxocara canis e

submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

Para identificar a integridade tecidual de camundongos infectado por 7. canis e o
efeito modulador do protocolo de exercicio fisico nestes animais, foi analisado o tecido

hepatico, pulmonar e cerebral, morfologicamente de forma qualitativa e quantitativa.

V.8.1. Anilise da area de infiltrado inflamatorio no tecido hepatico em
camundongos infectados por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de

exercicio fisico

No figado de camundongos infectado por 7. canis e submetido ou ndo ao protocolo de
exercicio fisico foi identificado infiltrado inflamatério com predominancia de leucécitos
polimorfonucleares, além da presenca de larvas.

A érea de infiltrado inflamatério avaliada da area de 15,38 x 10° um® de cada corte
histologico do figado de animais infectados estd representada no grafico 15. Os dados
mostraram que a area do infiltrado inflamatério no grupo INF com 14 dpi por 7. canis foi
maior que a area nos grupos EX-INF e EX-INF-EX, também com 14 dpi. Com esses achados
pode-se especular que o treinamento fisico previamente a infec¢do contribui para uma

regeneracao do tecido hepatico apds 14 dias de infecgao.
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Griafico 15. Area de infiltrado inflamatério do figado de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico. INF
(n=6): sedentario com infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=6): exercitado
previamente e infectado sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com
exercicio. Dados representados em média + desvio padrdo dos grupos experimentais. Diferencas
estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. *p<0,05,
*#p<0,01.
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A andlise histopatologica do figado dos animais dos grupos sem infecgdo
(CONTROLE, EX e EX-EX) demonstrou aspecto histologico normal, com o parénquima
hepatico constituido pela veia centro lobular circundada por corddes de hepatodcitos e por
capilares sinusoides; e os hepatdcitos estavam com formato poligonal e niicleo esférico
centralizado, conforme representado na figura 4a.

No figado dos animais infectados (INF, INF-EX, EX-INF e EX-INF-EX) com 7 dpi
foi observado regides com moderado infiltrado inflamatério polimorfonuclear focal
constituido principalmente por eosinofilos e neutrofilos, e pequenas regides com necrose dos
hepatdcitos. Também foi observado moderado infiltrado inflamatorio perivascular. Assim
como os animais infectados e exercitados (INF-EX, EX-INF e EX-INF-EX) com 14 dpi.

No figado dos animais infectados e sedentarios (INF) com 14 dpi foi observado lesdes
do parénquima hepatico caracterizadas por regides com intenso infiltrado inflamatério
polimorfonuclear constituido por eosindfilos e neutrdfilos, e areas com necrose hepatica
moderada associada ao infiltrado inflamatério polimorfonuclear. Também foi observada no
parénquima hepatico destes animais a presenga intensa de infiltrado inflamatoério perivascular

(Figura 4b, 4c, 4d, 4e e 4f).
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Figura 4. Fotomic inflamatoério no figa

BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos ou niao ao protocolo de exercicio
fisico. (A) Grupo ndo infectado com parénquima hepatico normal. H&E. Barra: 100 um. (B) Grupo
sedentario com infecgdo (INF) com 14 dias pos-infec¢do (dpi) com presenga de intenso infiltrado
inflamatério (cabeca das setas) e necrose hepatica (*). H&E. Barra: 100 um. (C) Figura anterior com
aumento mostrando infiltrado inflamatoério constituido por eosindfilos e neutrofilos (cabega das setas),
bem como a presenca de necrose (*). H&E. Barra: 50um. (D) Grupo exercitado com infec¢do (INF-
EX) com 14 dpi com pequenas areas com infiltrado inflamatdrio (cabeca das setas). H&E. Barra:
100um. (E) Grupo exercitado previamente e infectado sem exercicio (EX-INF) com 14 dpi com
discretas areas com infiltrado inflamatério (cabe¢a das setas). H&E. Barra: 100um. (F) Grupo
exercitado previamente, infectado com exercicio (EX-INF-EX) com 14 dpi com pequenas areas com
infiltrado inflamatorio (cabeca das setas). H&E. Barra: 100um.
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V.8.2. Analise do espessamento do septo no tecido pulmonar em camundongos

infectados por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico

Nos pulmdes de camundongos infectado por 7. canis e submetido ou ndo ao protocolo
de exercicio fisico foi identificado infiltrado inflamatdério com presenga predominante de
eosinofilos, linfocitos e macréfagos ocasionando o espessamento do septo como area de lesdo
nos pulmdes. O grafico 16 mostra a anélise da area de lesdo em 15,25 x 10° um” de cada corte
histologico dos pulmdes de animais infectados. Os dados mostraram que a area lesionada no
grupo INF com 7 dpi por T. canis foi maior com seu 14 dpi, assim como com 0s grupos
previamente exercitados com 7 dpi (EX-INF e EX-INF-EX). O grupo INF-EX com 7 dpi
também apresentou maior area lesionada que o EX-INF-EX com 7 dpi. Isto permite dizer que

o treinamento prévio pode diminuir o espessamento do septo ja com 7 dpi.
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Grafico 16. Area de espessamento do septo dos pulmdes de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico. INF
(n=6): sedentario com infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=6): exercitado
previamente e infectado sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com
exercicio. Dados representados em média + desvio padrdo dos grupos experimentais. Diferencas
estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. *p<0,05,
*#p<0,01.
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A andlise histopatologica dos pulmdes dos animais dos grupos sem infecgdo
(CONTROLE, EX e EX-EX) demonstrou aspecto histolégico normal, com alvéolos aerados e
septos interlobulares e alveolares de espessura normal, conforme representado na figura 5Sa.

Com 7 dpi, os pulmdes dos animais do grupo INF apresentou o parénquima pulmonar
caracterizadas por amplo espessamento dos septos interalveolares pela presenca de intenso
infiltrado inflamatério constituido por eosinéfilos, linfocitos e macréfagos, e de zonas
hemorragicas. Também foi encontrado o infiltrado inflamatoério preenchendo limens
alveolares e junto aos bronquiolos e vasos sanguineos, com o mesmo perfil celular do
infiltrado presente nos septos interalveolares (Figura 5b e 5¢). Os animais do grupo INF-EX
exibiram os mesmos achados histopatologicos que os animais do grupo INF, porém
apresentaram zonas hemorragicas mais exuberantes (Figura 5e), enquanto os animais dos
grupos EX-INF (Figura 5g) e EX-INF-EX (Figura 51) apresentaram uma redu¢@o na area de
espessamento dos septos alveolares devido a diminui¢do da inflamagdo e da hemorragia
quando comparados com os grupos infectados sem treinamento prévio (INF e INF-EX).

Com 14 dpi, os pulmdes dos animais dos grupos INF (Figura 5d), INF-EX (Figura 5f),
EX-INF (Figura 5h) e EX-INF-EX (Figura 5j) demonstraram a presenca de lesdes do
parénquima pulmonar caracterizadas por espessamento dos septos interalveolares devido a
presenca de infiltrado inflamatério constituido por eosindfilos, linfocitos e macrofagos, e
ocasionalmente este infiltrado encontrava-se acompanhado por discretas zonas hemorragicas.
Também foi encontrado a presenga de alvéolos com o lumen preenchido por infiltrado
inflamatorio em todos os grupos, além de apresentarem um aumento significativo do nlimero

de macrofagos alveolares.
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Figura 5. Fotomicrografia do espessamento do septo nos pulmées de camundongos
BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio
fisico. (A) Grupo ndo infectado com parénquima pulmonar normal. H&E. Barra: 50 pm. (B) Grupo
sedentario com infeccdo (INF) com 7 dias pds-infeccdo (dpi) com intenso espessamento dos septos
interalveolares as custas de infiltrado inflamatdrio (cabega das setas) e de zonas hemorragicas (*).
H&E. Barra: 50 pm; (C) Figura anterior com aumento mostrando infiltrado inflamatério constituido
por eosinofilos, linfocitos e macréfagos, bem como a presenca de zonas hemorragicas (*). H&E.
Barra: 20 um. (D) Grupo INF com 14 dpi com espessamento dos septos interalveolares as custas de
infiltrado inflamatorio (cabega das setas) e de zonas hemorragicas (*). H&E. Barra: 50 pm. (E) Grupo
exercitado com infec¢do (INF-EX) com 7 dpi com intenso espessamento dos septos interalveolares as
custas de infiltrado inflamatdrio (cabega das setas) e de zonas hemorragicas (*). H&E. Barra: 50 um.
(F) Grupo INF-EX com 14 dpi com espessamento dos septos interalveolares as custas de infiltrado
inflamatério (cabeca das setas) e de zonas hemorrdgicas (*). H&E. Barra: 50 um. (G) Grupo
previamente e infectado sem exercicio (EX-INF) com 7 dpi com reduzido espessamento dos septos
interalveolares as custas de infiltrado inflamatdrio (cabega das setas) e de zonas hemorragicas (*).
H&E. Barra: 50 um. (H) EX-INF com 14 dpi com espessamento dos septos interalveolares as custas
de infiltrado inflamatoério (cabeca das setas) e de zonas hemorragicas (*). H&E. Barra: 50 pm. (I)
Grupo exercitado previamente, infectado com exercicio (EX-INF-EX) com 7 dpi com reduzido
espessamento dos septos interalveolares as custas de infiltrado inflamatdrio (cabeca das setas) e de
zonas hemorragicas (*). H&E. Barra: 50 pym. (J) EX-INF-EX com 14 dpi com espessamento dos
septos interalveolares as custas de infiltrado inflamatério (cabeca das setas) e de zonas hemorragicas
(*). H&E. Barra: 50 um.
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V.8.3. Analise da area de hemorragia no tecido cerebral em camundongos

infectados por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico

No cérebro de camundongos infectado por 7. canis e submetido ao protocolo de
exercicio fisico foi identificado areas com hemorragia e presenga de larvas. No grafico 17 esta
representada a morfometria da area hemorragica no cérebro de animais infectados por 7. canis
e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico. A area hemorréagica foi avaliada da area
de 15,38 x 10° pm® de cada corte histologico do cérebro e os resultados nio mostraram

diferenca estatistica dos grupos experimentais quando comparados entre si.
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Grafico 17. Area hemorragica do cérebro de camundongos BALB/c infectados por
Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico. INF (n=6): sedentario
com infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=6): exercitado previamente e
infectado sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio. Dados
representados em média + desvio padrdo dos grupos experimentais.
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Na avaliacdo histopatoldgica, o parénquima cerebral dos grupos ndo infectado por 7.
canis (CONTROLE, EX e EX-EX) apresentaram aspecto histologico normal (Figura 6a). O
cérebro dos animais infectados (INF, INF-EX, EX-INF e EX-INF-EX) com 7 e 14 dpi

mostraram lesdes parenquimatosas caracterizadas por cavidades hemorragicas (Figura 6b) e

larvas espalhadas foram visualizados no cérebro e tronco cerebral (Figura 6c¢).

Figura 6. Fotomicrografia da area hemorragica e de larvas no cérebro de camundongos
BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos ou niao ao protocolo de exercicio
fisico. (A) Grupo nio infectado com parénquima cerebral normal. H&E. Barra = 100 pm. (B) Grupo
7 dias pos-infecgdo (dpi): presencga de areas hemorragicas (*). H&E. Barra = 100 um. (C) Grupo 14
dpi: presenga de areas hemorragicas (*). H&E. Barra = 100 um. (D) Grupo 14 dpi: presenga de larva
(cabega da seta). H&E. Barra = 100 um.
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V.9. Analise do sangue periférico de camundongos infectados ou nao por Toxocara canis

e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

V.9.1. Caracteriza¢ido do perfil leucocitario de camundongos infectados ou nio

por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico

A resposta imune leucocitaria no sangue de camundongos infectados ou ndo por 7.
canis e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico estd demonstrada na tabela 2.

Os grupos exercitados previamente a infec¢do (EX-INF E EX-INF-EX) com 7 dpi
apresentaram leucocitose quando comparado com os grupos sem infeccio (CONTROLE, EX
e EX-EX), porém com 14 dpi essa leucocitose diminuiu. O INF-EX apresentou uma
leucocitose com 14 dpi. A linfocitose ocorreu somente no EX-INF com 7dpi. Os mondcitos
foram maiores no grupo EX-INF-EX com 7 e 14 dpi que nos grupos sem infecgdo
(CONTROLE) e submetido ao mesmo periodo de treinamento (EX-EX). Todos os grupos
demostraram maior quantidade de neutrofilos quando comparado com o controle, € o grupo
EX-INF-EX com 7 dpi apresentou neutrofilia. A eosinofilia de 6 a 21% foi encontrada em
todos os grupos infectados (INF, INF-EX, EX-INF e EX-INF-EX) tanto com 7 dpi quanto
com 14 dpi. Os monoécitos ndo mostraram diferenca estatistica (dado ndo representado na

tabela).
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Tabela 2. Perfil leucocitario de camundongos BALB/c infectados ou nao por 7Toxocara

canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico.

LEITJEEEEOS LINF(’gCITO MON(’gCITO NEUTR}(’)FILO EOSINS)FILO
(x 10%/uL) (x 10°/pL) (x 10°/pL) (x 10°/pL) (x 10°/pL)
47+13 0,09 = 0,04 0.8+ 04 0,0 £ 0,0
Controle 714 (74-88%) (0-3%) (7-23%) (0-1%)
7 dpi 574158 4,7+1.2¢ 0,08 + 0,06 0,8 + 0,4 0,0 + 0,0>%4
X D (76-88%) (0-3%) (10-20%) (0-1%)
14 dpi 75411 4,6+0,8 0,11 +0,08 2,8+ 0,8% 0,0 £0,0™°
P (52-70%) (0-3%) (28-46%) (0-1%)
. 59+26 0,15+ 0,18 1,4 +0,5%° 11 +1,3%
INF 7 dpi 8,6+43 (63-77%) (0-3%) (13-21%) (6-21%)
14 dpi 19409 49+0,7 0,19 +0,10 1,5 +0,5%%¢ 1,2 +0,3%
oY (56-67%) (1-3%) (13-26%) (11-21%)
. 46+009 020=0,11 2,0 £0,7%> 1,3 +0,6%
INF-EX 7 dpi 8,2+20 (49-63%) (1-4%) (21-29%) (11-21%)
14 dpi 0.3+ 1.6* 4,8 +1,0 0,19+0,11 3,3+ 1,0%% 0,8 + 0,4**
PED (44-60%) (1-4%) (29-63%) (5-15%)
. e 7,3 +2,2%5CF 0,15 + 0,06 22+ 1,1%° 1,0 £ 0,6%°
EXINE 7 dpi 10,7437 (63-75%) (1-3%) (15-25%) (6-14%)
14 dpi 82417 50+1,0 0,14 + 0,08 2,1 £1,1%° 0,8 +0,5%*
~E 0 (55-70%) (0-3%) (15-35%) (5-17%)
7 dpi 10.9 4 2. 7% 48+1,59 0,23 + 0,10*F 43 +13%0d 1,4 +0,5%%
EXANE-EX ZES (37-50%) (1-4%) (34-46%) | O-17%)
14 dpi 16417 36+1,1 0,18 0,07 3,0 £0,7%" 0,8 +03%
D (39-55%) (1-4%) (33-47%) (7-14%)
. . 3,8+13 0,09 + 0,07° 2,2+0,8%° 0,0 £0,0°
EXCEX 7 dpi 6,1+16 (49-74%) (1-3%) (24-50%) (0-1%)
14 dpi S1+13 31408 0,04 £ 0,05° 1,9+0,7 0,0 +0,0°
S (52-70%) (0-2%) (29-47%) (0-1%)

Dados representados em média + desvio padrdo e valores relativos dos grupos experimentais.
Diferengas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak.
*Diferente do grupo sedentirio sem infec¢do (CONTROLE, n=14), "Diferente do seu 7 dias pOs-
infecgdo (dpi), “Diferente do grupo exercitado sem infec¢do por 14 dias (EX, n=8), ®Diferente do
grupo sedentario com infecgdo (INF, n=7), “Diferente do grupo exercitado com infecgdo (INF-EX,
n=6), ‘Diferente do grupo exercitado previamente e infectado sem exercicio (EX-INF, n=7), *Diferente
do grupo exercitado previamente e infectado com exercicio (EX-INF-EX, n=7), Diferente do grupo

exercitado sem infeccdo por 28 dias (EX-EX, n=10).
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V.9.2. Caracteriza¢do do perfil eritrocitario e plaquentatio de camundongos
infectados ou nao por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de

exercicio fisico

A resposta eritrocitdria e das plaquetas no sangue de camundongos infectados ou ndo
por T. canis e submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico estd demonstrada na tabela
3.

Os resultados dos globulos vermelhos nao apresentaram diferencas nos grupos com 7
dpi. J4 com 14 dpi, o grupo exercitado sem infec¢do (EX) apresentou quantidade de
eritrocitos maior que o grupo exercitado com infec¢do (INF-EX), porém sem diferenca na
concentracdo de hemoglobina. A hemoglobina teve diferenga somente entre os grupos
exercitados por 28 dias, sendo que o grupo exercitado sem infec¢do (EX-EX) teve maior
concentragcdo de hemoglobina que o grupo exercitado com infec¢do (EX-INF-EX).

A quantidade de plaquetas no sangue foi maior no grupo previamente exercitado com
infeccdo (EX-INF) com 14 dpi que com 7 dpi. Para os grupos exercitados por 28 dias, a
concentragdo de plaqueta foi maior no grupo exercitado sem infeccdo (EX-EX) que no grupo

exercitado com infeccdo (EX-INF-EX).

Tabela 3. Perfil eritrocitario e plaquetario de camundongos BALB/c infectados ou niao

por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico.

ERITOCITO HEMOGLOBINA PLAQUETA

(x 10%uL) (g/dL) (x 10*/uL)

Controle 8,6+ 1,6 14,9 + 3,1 364 + 155

EX 7 dpi 9,0 + 0,4 158+0,9 410 + 121
14 dpi 9,7+0,5 16,5+0,9 483 + 232

INF 7 dpi 8,0+0,6 14,1+1,0 290 + 80
14 dpi 8,4+04 14,6 0,9 429 + 101

7 dpi 8,3+0,5 14,1+0,9 353 + 80

INF-EX 14 dpi 8,3+0,2" 13,7+ 0,6 385+ 112
7 dpi 8,6+ 0,7 14,1+28 329+ 110
EX-INF 14 dpi 92+0,6 15,6+ 1,1 532 +151*
7 dpi 8,5+0,6 142+ 1,00 342+ 73"

EX-INF-EX 14 dpi 8,8 + 0,4 15,1 +0,6 446 + 108
7 dpi 93+0,5 18,1 +0,4° 640 +271°

EX-EX 14 dpi 8.8+ 1,6 173+3.6 574+ 208

Dados representados em média + desvio padrdo dos grupos experimentais. Diferencas estatisticas pelo
teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. *Diferente do grupo
sedentario sem infecgdo (CONTROLE, n=14), “Diferente do seu 7 dias pos-infecgdo (dpi), “Diferente
do grupo exercitado sem infecgdo por 14 dias (EX, n=8), "Diferente do grupo sedentario com infecgio
(INF, n=7), “Diferente do grupo exercitado com infecgio (INF-EX, n=6), ‘Diferente do grupo
exercitado previamente e infectado sem exercicio (EX-INF, n=7), “Diferente do grupo exercitado
previamente e infectado com exercicio (EX-INF-EX, n=7), Diferente do grupo exercitado sem
infecgdo por 28 dias (EX-EX, n=10).
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V.10. Analise da resposta imune leucocitaria tecidual em camundongos infectados ou

nao por Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico

V.10.1. Caracterizacdo da atividade da peroxidase de eosinofilos no tecido
hepatico, pulmonar e cerebral de camundongos infectados ou nao por Toxocara

canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

A atividade enzimatica da peroxidade de eosinofilos (EPO) foi avaliada nos tecidos do
figado, pulmao e cérebro dos camundongos infectados ou nao por 7. canis e submetidos ou
ndo ao protocolo de exercicio fisico.

O grafico 18 mostra a atividade da EPO por 100mg de tecido hepatico, no qual todos
os animais infectado tiveram maior atividade da EPO que os animais ndo infectados. No 7
dpi, o EX-INF apresentou maior valor do que os grupos INF-EX e EX-INF-EX. O INF com 7
dpi mostrou menor valor quando comparado com seus respectivos grupo no 14 dpi. O INF
com 14 dpi foi maior que os grupos INF-EX e EX-INF-EX também com 14 dpi, o qual este
ultimo foi menor que o EX-INF com 14 dpi.
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Grafico 18. Atividade da peroxidade de eosindfilos (EPO) no tecido hepatico de
camundongos BALB/c infectados por 7Toxocara canis e submetidos ou niao ao protocolo
de exercicio fisico. EX (n=38): exercitado sem infec¢do por 14 dias, INF (n=7): sedentario com
infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente e infectado
sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, EX-EX (n=10):
exercitado sem infec¢@o por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7
dpi = 7 dias pos-infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + desvio
padrao dos grupos experimentais. Diferengas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de
comparacdes miltiplas de Holm-Sidak. *Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) de todos os demais
grupos do seu mesmo periodo de infecg¢do (7 dpi ou 14 dpi). **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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O grafico 19 mostra a atividade da EPO por 100mg de tecido pulmonar, no qual todos
os animais infectado tiveram maior atividade da EPO que os animais ndo infectados. O INF-
EX apresentou maior valor quando comparado com seu respectivo grupo no 14 dpi. No 14
dpi, o grupo INF mostrou maior valor que os grupos exercitados e infectados (INF-EX, EX-
INF e EX-INF-EX), e o INF-EX apresentou menor valor que os grupos EX-INF e EX-INF-
EX.
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Grafico 19. Atividade da peroxidade de eosindfilos (EPO) no tecido pulmonar de
camundongos BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos ou niao ao protocolo
de exercicio fisico. EX (n=38): exercitado sem infec¢do por 14 dias, INF (n=7): sedentario com
infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente e infectado
sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, EX-EX (n=10):
exercitado sem infec¢@o por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7
dpi = 7 dias pos-infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + desvio
padrao dos grupos experimentais. Diferengas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de
comparacdes miltiplas de Holm-Sidak. *Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) de todos os demais
grupos do seu mesmo periodo de infec¢do (7 dpi ou 14 dpi). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
*AHEP<0,0001.
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O grafico 20 mostra a atividade da EPO por 100mg de tecido cerebral, no qual nio

apresentou diferencas entre grupos.
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Grafico 20. Atividade da peroxidade de eosinofilos (EPO) no tecido cerebral de
camundongos BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos ou niao ao protocolo
de exercicio fisico. EX (n=38): exercitado sem infec¢do por 14 dias, INF (n=7): sedentario com
infec¢do, INF-EX (n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente e infectado
sem exercicio, EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, EX-EX (n=10):
exercitado sem infec¢@o por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7
dpi = 7 dias pos-infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + desvio
padrao dos grupos experimentais. Diferengas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de
comparacdes multiplas de Holm-Sidak.
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V.10.2. Caracterizacio da atividade da mieloperoxidase no tecido hepatico,
pulmonar e cerebral de camundongos infectados ou nao por 7Toxocara canis e

submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico

A atividade enzimdtica da mieloperoxidade (MPO) de neutréfilos foi avaliada nos
tecidos do figado, pulmdo e cérebro dos camundongos infectados ou ndo por 7. canis e
submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio fisico.

No grafico 21 esta representado a MPO por 100mg de tecido hepético. Com 14 dpi, o
INF-EX apresentou maior valor que o EX. J& os grupos exercitados por 28 dias apresentaram
maiores valores quando infectado (EX-INF-EX) do que sem infec¢ao (EX-EX), tanto com 7

dpi quanto com 14 dpi.

HEl 7dpi
EE 14dpi

°© o
o o
w H
[ [
b

0.02-

0.01+

0.00-5% INFINF-EX EX-INF_EX-INF-EX EXEX

MPO/100mg de tecido hepatico
(unidades arbitrarias)

Grafico 21. Atividade da mieloperoxidade (MPO) no tecido hepatico de camundongos
BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio
fisico. EX (n=8): exercitado sem infecgdo por 14 dias, INF (n=7): sedentario com infecg¢do, INF-EX
(n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente e infectado sem exercicio,
EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem
infeccdo por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias
pos-infecgdo, 14 dpi = 14 dias pods-infeccdo. Dados representados em média + desvio padrdo dos
grupos experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparacdes
multiplas de Holm-Sidak. *Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do EX-INF-EX no seu mesmo
periodo de infecgdo (7 dpi ou 14 dpi). *p<0,05.

77



RESULTADOS

No grafico 22 esta representado a MPO por 100mg de tecido pulmonar. Com 7 dpi, o
INF-EX apresentou maior valor que o INF. Com 14 dpi, o EX-INF-EX mostrou maior valor
que os grupos CONTROLE e INF-EX. Os grupos exercitados por 28 dias apresentaram
maiores valores quando infectado (EX-INF-EX) do que sem infec¢ao (EX-EX), tanto com 7

dpi quanto com 14 dpi.
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Grafico 22. Atividade da mieloperoxidade (MPO) no tecido pulmonar de camundongos
BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio
fisico. EX (n=8): exercitado sem infecgdo por 14 dias, INF (n=7): sedentario com infecg¢do, INF-EX
(n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente e infectado sem exercicio,
EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem
infeccdo por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias
pos-infecgdo, 14 dpi = 14 dias pods-infeccdo. Dados representados em média + desvio padrdo dos
grupos experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparacdes
maultiplas de Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE. *p,0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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No grafico 23 esta representado a MPO por 100mg de tecido cerebral. No 7 dpi, o
grupo EX apresentou maior valor que o grupo CONTROLE, assim como quando comparado
com seu respectivo grupo no 14 dpi. Os grupos EX-INF e EX-EX também apresentaram
maior valor no 7 dpi quando comparado com seus respectivos grupos no 14 dpi. Com 14 dpi,

o EX-INF-EX foi maior que o EX-EX.
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Grafico 23. Atividade da mieloperoxidade (MPQO) no tecido cerebral de camundongos
BALB/c infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio
fisico. EX (n=8): exercitado sem infecgdo por 14 dias, INF (n=7): sedentario com infecg¢do, INF-EX
(n=6): exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente e infectado sem exercicio,
EX-INF-EX (n=7): exercitado previamente e infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem
infeccdo por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias
pos-infecgdo, 14 dpi = 14 dias pods-infeccdo. Dados representados em média + desvio padrdo dos
grupos experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparacdes
multiplas de Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE.
**p<0,01, ****p<0,0001.
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V.11. Anélise da resposta inflamatodria sistémica em camundongos infectados ou nao por

Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico

V.11.1. Caracterizacio do perfil de citocinas plasmaticas de camundongos
infectados ou nao por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de

exercicio fisico

A resposta imune sistémica dos tipos Tul/Tu2 e regulatéria foi analisada pela
quantificagdo das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-33, IFN-y e TNF-a nos
grupos experimentais e estd demostrada nos graficos 24 e 25.

As respostas Tyl e regulatoria ndo apresentaram diferenca estatistica entre grupo

(Gréafico 24A, B e C).
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Grafico 24. Niveis plasmaticos de IL-10, IFN-y e TNF-0 de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. EX
(n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentirio com infeccdo, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
EX (n=7): exercitado previamente ¢ infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do
por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pos-
infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + erro padrdo dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak.
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A resposta T2 mostrou que o grupo INF com 7 dpi apresentou maior quantidade de
IL-5 quando comparado com o CONTROLE e todos os demais grupos infectados também
com 7 dpi (INF, INF-EX, EX-INF e EX-INF-EX) (Grafico 25A). A IL-13 no grupo EX tanto
com 7 e 14 dpi apresentou em menor quantidade que os grupos INF-EX e EX-INF com o
mesmo periodo de infecgdo, os quais foram maiores que o CONTROLE, assim como o grupo
INF com 14 dpi e EX-INF-EX com 7dpi, sendo este com maior quantidade de IL-13 que o
EX-EX com 7 dpi (Grafico 25B). A IL-4 apresentou em maior quantidade nos grupos INF-
EX e EX-INF com 7 dpi e EX-INF com 14 dpi (Grafico 25C). A IL-33 apresentou em maior
quantidade no grupo INF-EX com 7 dpi quando comparado com o grupo INF com 7 dpi
(Gréafico 25D).
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Grafico 25. Niveis plasmaticos de 1L-4, IL-5, IL-13 e IL-33 de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. EX
(n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentirio com infeccdo, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
EX (n=7): exercitado previamente ¢ infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do
por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pos-
infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + erro padrdo dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE. *p<0,05, **p<0,01,
*H%p<0,001, ****p<(0,0001.
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V.12. Analise da resposta inflamatdria tecidual em camundongos infectados ou nao por

Toxocara canis e submetidos ou nao ao protocolo de exercicio fisico

Para identificar a resposta inflamatoria dos tipos Tul/Tu2 e regulatdria nos tecidos
com a presenca de larvas de 7. canis em camundongos e o efeito modulador do protocolo de
exercicio fisico nestes animais, foi quantificado as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,

IL-17, IL-33, IFN-y e TNF-a nos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral.

V.12.1. Caracterizaciao do perfil de citocinas no tecido hepatico de camundongos
infectados ou nao por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de

exercicio fisico

As respostas Tyl e regulatdria mostraram que a quantidade de TNF-a no figado dos
grupos experimentais foi maior nos grupos EX, INF, INF-EX e EX-INF tanto com 7 quanto
com 14 dpi quando comparado com o CONTROLE, e no grupo EX-INF-EX com 14 dpi
quando comparado com o seu respectivo grupo com 7 dpi, CONTROLE e EX-EX com 14 dpi
(Grafico 26A). A IFN-y no figado dos grupos experimentais apresentou em maior quantidade
nos grupos EX, INF-EX e EX-INF-EX com 14 dpi quando comparados com o CONTROLE
(Gréfico 26B). A IL-10 apresentou em maior quantidade no grupo EX-INF 7 dpi quando
comparado com o grupo EX com 7 dpi (Grafico 26C).
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Grafico 26. Niveis de IL-10, IFN-y e TNF-a no figado de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. EX
(n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentirio com infeccdo, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
EX (n=7): exercitado previamente ¢ infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do
por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pos-
infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + erro padrao dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE. *p<0,05, **p<0,01.
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A resposta T2 mostrou que a quantidade de IL-5 no figado dos grupos experimentais
foi menor no grupo INF-EX com 7 dpi quando comparado com seu respectivo grupo com 14
dpi, EX e EX-INF-EX com 7 dpi; e no grupo EX-INF com 7 dpi quando comparado com EX
e EX-INF-EX com 7 dpi; porém o grupo EX-INF-EX com 14 dpi apresentou maior
quantidade de IL-5 que o grupo CONTROLE (Grafico 27A). A IL-13 no figado dos grupos
experimentais mostrou maior quantidade somente no grupo INF-EX com 7 dpi quando
comparado com o grupo EX-INF também com 7 dpi (Grafico 27B). A IL-4 no figado dos
grupos experimentais mostrou maior quantidade nos grupos INF-EX e EX-INF com 7 dpi
quando comparado com seus respectivos grupos com 14 dpi e CONTROLE (Gréafico 27C). A
IL-33 apresentou em maior quantidade no figado de todos os grupos experimentais com 14
dpi quando comparado com o CONTROLE, com excecdo do grupo EX-EX; o grupo INF com
14 dpi apresentou menor quantidade de IL-33 que os grupos EX-INF e EX-INF-EX com 14
dpi, os quais estes foram maiores que os seus respectivos com 7 dpi; o grupo EX-INF-EX
com 14 dpi foi maior que os grupos INF-EX, EX-INF ¢ EX-EX com 14 dpi; e o grupo INF-
EX com 14 dpi foi menor que os grupos EX-INF e EX com 14 dpi, sendo este maior que o

seu respectivo grupo com 7 dpi (GRAFICO 27D).
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Grafico 27. Niveis de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-33 no figado de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. EX
(n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentdrio com infeccdo, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
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EX (n=7): exercitado previamente ¢ infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do
por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pos-
infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + erro padrao dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE. *p<0,05, **p<0,01,
*Hxp<0,001, ****p<(0,0001.
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V.12.2. Caracterizacio do perfil de citocinas no tecido pulmonar de
camundongos infectados ou nao por Toxocara canis e submetidos ou nio ao

protocolo de exercicio fisico

As respostas Tyl e regulatéria mostraram que a quantidade de TNF-o nos pulmdes
dos grupos experimentais foi maior no grupo INF-EX com 14 dpi quando comparado com os
grupos INF com 14 dpi e CONTROLE; o EX-EX 14 dpi também maior que 0o CONTROLE; e
o EX-EX com 7 dpi foi maior que o grupo EX-INF-EX com 7 dpi (GRAFICO 28A). A IFN-y
nos pulmdes foi maior nos grupos INF-EX, EX-INF, EX-INF-EX e EX-EX quando
comparado com o CONTROLE; o grupo EX-INF-EX com 14 dpi foi maior que o seu
respectivo grupo com 7 dpi e com o EX-EX com 14 dpi, sendo este maior que o seu
respectivo grupo com 7 dpi (Gréfico 28B). A IL-10 mostrou maior quantidade nos pulmdes
somente no grupo EX com 7 dpi quando comparado com o grupo EX-INF com 7 dpi (Gréfico

28C).
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Grafico 28. Niveis de IL-10, IFN-y e TNF-0 nos pulmées de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. EX
(n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentirio com infeccdo, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
EX (n=7): exercitado previamente ¢ infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do
por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pos-
infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + erro padrdo dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE. *p<0,05, **p<0,01,
*eAHEP<0,0001.
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A resposta T2 mostrou que todos os grupos experimentais com 14 dpi apresentaram
maiores quantidade de IL-5 nos pulmdes comparados com o CONTROLE, com excegdo do
grupo EX-EX; e que os grupos previamente exercitado antes da infec¢do com 14 dpi (EX-INF
e EX-INF-EX) apresentaram maiores quantidade que os seus respectivos grupos com 7 dpi
(Grafico 29A). A IL-13 também mostrou maiores quantidades em todos os grupos
experimentais com 14 dpi quando comparados com o CONTROLE; e os grupos EX-INF, EX-
INF-EX e EX-EX com 14 dpi apresentaram maiores quantidade que os seus respectivos
grupos com 7 dpi (Grafico 29B). A IL-4 nos pulmdes dos grupos experimentais nao
apresentou diferenca estatistica (Grafico 29C). A IL-33 mostrou maiores quantidades em
todos os grupos experimentais infectados tanto com 7 quanto com 14 dpi quando comparados
com o CONTROLE, sendo que os grupos INF, INF-EX e EX-INF-EX com 14 dpi
apresentaram menores quantidade que os seus respectivos grupos com 7 dpi; os grupos
exercitados sem infeccdo (EX e EX-EX) apresentaram menores quantidade de IL-33 nos
pulmdes que todos os demais grupos exercitados e infectados (INF-EX, EX-INF e EX-INF-
EX) tanto com 7 quanto com 14 dpi (Grafico 29D).
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Grafico 29. Niveis de IL-4, IL-5, IL-13 e 1L-33 nos pulmées de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. EX
(n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentirio com infeccdo, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
EX (n=7): exercitado previamente ¢ infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do
por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pos-
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infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + erro padrao dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE. *Grupo diferente
estatisticamente (p<0,05) que todos os demais grupos no seu respectivo periodo experimental (7 ou 14
dpi). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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V.12.3. Caracterizacdo do perfil de citocinas no tecido cerebral de camundongos
infectados ou nao por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de

exercicio fisico

As respostas Tyl e regulatoria no cérebro dos grupos experimentais mostraram maior
quantidade de TNF-a no grupo INF-EX com 7 dpi quando comparado com os grupos
CONTROLE, INF e EX-INF-EX também com 7 dpi; e o grupo EX-INF com 14 dpi foi maior
que os grupos CONTROLE e INF com 14 dpi (Grafico 30A). A IFN-y apresentou em maior
quantidade no grupo exercitado por 28 dias sem infec¢do (EX-EX 14 dpi) quando comparado
com os grupos CONTROLE, EX-INF-EX 14 dpi e com seu respectivo grupo com 7 dpi (EX-
EX 7dpi) (Grafico 30B). A IL-10 no cérebro dos grupos experimentais ndo apresentou
diferenga entre grupos (Grafico 30C).
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Grafico 30. Niveis de IL-10, IFN-y e TNF-a no cérebro de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. EX
(n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentirio com infeccdo, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
EX (n=7): exercitado previamente ¢ infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do
por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pos-
infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + erro padrdo dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE. *p<0,05, **p<0,01.

88



RESULTADOS

A resposta T2 mostrou que o grupo INF-EX com 7 dpi apresentou maior quantidade
de IL-5 no cérebro quando comparado com o seu respectivo grupo 14 dpi e com o
CONTROLE (Grafico 31A). A IL-13 ndo apresentou diferenga estatistica (Grafico 31B). A
IL-4 estava em maior quantidade no grupo INF-EX 7 dpi quando comparado com o seu
respectivo grupo 14 dpi e com 0 CONTROLE; o grupo EX-INF-EX 7 dpi também foi maior
que o seu respectivo grupo 14 dpi, sendo este menor que o grupo EX-EX 14 dpi; os grupos
exercitados por 28 dias sem infeccdo (EX-EX 7 e 14 dpi) apresentaram maior quantidade de
IL-4 que o grupo CONTROLE (Gréfico 31C). A IL-33 apresentou maior quantidade no grupo
INF-EX com 7 dpi quando comparado com os grupos CONTROLE, INF e EX-EX-INF
também com 7 dpi; e o grupo EX-INF-EX com 14 dpi apresentou menor quantidade de 1L-33
que o grupo EX-EX 14 dpi, sendo este diferente do grupo CONTROLE assim como o EX-
INF com 7 dpi (Grafico 31D).
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Grafico 31. Niveis de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-33 no cérebro de camundongos BALB/c
infectados por Toxocara canis e submetidos ou nio ao protocolo de exercicio fisico. EX
(n=8): exercitado sem infeccdo por 14 dias, INF (n=7): sedentirio com infeccdo, INF-EX (n=6):
exercitado com infec¢do, EX-INF (n=7): exercitado previamente ¢ infectado sem exercicio, EX-INF-
EX (n=7): exercitado previamente ¢ infectado com exercicio, EX-EX (n=10): exercitado sem infec¢do
por 28 dias, Linha pontilhada = valor médio do grupo CONTROLE (n=14), 7 dpi = 7 dias pos-
infec¢do, 14 dpi = 14 dias pds-infeccdo. Dados representados em média + erro padrao dos grupos
experimentais. Diferencas estatisticas pelo teste ANOVA one way e teste de comparagdes multiplas de
Holm-Sidak. “Grupo diferente estatisticamente (p<0,05) do grupo CONTROLE. *p<0,05, **p<0,01.
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Para compreender as manifestagdes imunologicas e moleculares da infec¢do por 7.
canis em camundongos BALB/c, foi avaliada a recuperacdo de larvas em diferentes orgaos,
bem como os aspectos imunopatoldgicos nos tecidos afetados pela migracdo das larvas e a
resposta imune sistémica.

A realizacdo de estudos sobre os efeitos da migracdo de larvas de Toxocara spp. em
modelos animais podem auxiliar no entendimento da toxocarose humana, visto que eles
elucidam os mecanismos da intera¢do parasito-hospedeiro (Maizels, 2013). Nesse presente
estudo foram utilizados camundongos BALB/c fémeas pelo fato dessa linhagem ser suscetivel
a infeccdo por 7. canmis, apresentando a carga parasitaria muito mais elevada quando
comparada com outras linhagens de camundongos, principalmente na migracdo das larvas
para o tecido cerebral, o que confirma que o camundongo BALB/c ¢ um modelo adequado
para estudos sobre LMV e NT (Strube et al., 2013).

As fezes de caes contém os ovos ndo embrionado de 7. canis que se desenvolvem em
ovos infectantes sob temperatura e umidade adequados a partir de 9 a 15 dias (Schnieder et
al., 2011). Em regides com temperada mais fria, foi notado que ovos de T. canis se tornaram
infectantes no solo no periodo de 4 a 5 semanas (Zibaei et al., 2010). Nesse presente estudo
utilizou-se as condi¢des in vitro para o embrionamento dos ovos de 7. canis conforme
descrito para o embrionamento dos ovos de Ascaris spp. (Gazzinelli-Guimaraes et al., 2013) e
obteve-se o embrionamento dos ovos no seu estadio infectante (L3) com 4 a 6 semanas, o que
sugere que este protocolo pode ser utilizado para induzir o embrionamento de ovos de
nematoides.

Sobre a rota migratéria das larvas de 7. canis em hospedeiros paraténicos, Othman
(2012) mostrou que ha controvérsias quanto ao acumulo de larvas de 7. canis em diferentes
orgdos durante as fases aguda e cronica da infec¢do em diferentes linhagem de camundongos.
No seu estudo, os dados histolégicos mostraram que as larvas possuiam motilidade e desta
forma, ele mostrou que a migracdo larval ¢ um processo continuo e que provavelmente nao ¢é
uma via de mao Unica, partindo da parede intestinal, através dos pulmdes até o cérebro pela
circulagdo sanguinea sistémica.

No presente estudo com camundongos BALB/c infectados por 7. canis mostramos
que a rota migratoria das larvas durante a fase inicial da infecgdo ¢ do figado (1 dpi), para os
pulmdes (3 dpi) e posteriormente para o cérebro (a partir do 5 dpi). Estes resultados sugerem
a caracterizacdo da rota migratoria das larvas de 7. canis em camundongos BALB/c e o

surgimento de sequelas neuroldgicas a partir do 5 dpi. No entanto, a presenca das larvas no
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cérebro ndo exclui a presenca de larvas em outros 6rgaos ou encistada no tecido muscular, o
qual nao foi analisado no nosso estudo.

O estudo de Ollero et al. (2008) analisou a influéncia na rota migratoria de doses unica
e multiplas com até 1000 ovos embrionados de 7. canis em camundongos BALB/c com 4
semanas de idade e a produ¢do de anticorpos. Eles mostraram que as larvas foram
encontradas no cérebro também a partir do 5 dpi, independente da dose administrada. Porém a
quantidade de larvas foi proporcional a quantidade de ovos embrionados administrados,
comprovando o efeito dose-dependente na infec¢do. Eles também mostraram que a produgao
de anticorpos sistémicos foi alta para IgG+IgM, IgG e IgGl, e baixa para IgG2a, IgG2b e
IgG3. Estes autores explicam este fendmeno, principalmente, pela incapacidade do figado de
reter as larvas, permitindo assim a sua migra¢do para o cérebro. A dose-dependéncia e a
migracao das larvas para o cérebro j4 tinha sido mostrada no estudo de Holland e Cox (2001).

Othman (2012) propde que a tendéncia para acumular larvas no cérebro de
camundongos infectados por 7. canis pode ser devido a estratégia de evasdo da resposta
imune pelo parasito, a fim de se alocar em locais privilegiados da resposta imune por causa da
barreira hemato-encefélica.

O estudo de Fan et al. (2003) mostrou que camundongos infectados por 7. canis por
mais de 67 semanas tiveram lesdes inflamatorias granulomatosas no figado, pulmoes e
musculatura a partir de 7 dpi com retencdo das larvas a partir de 12 semanas de infec¢do, mas
no cérebro essas lesdes ndo foram encontradas. No nosso estudo, o tecido cerebral apresentou
areas hemorragicas sem alteragdes inflamatorias.

Othman et al. (2013) mostraram alteracdes hepaticas em camundongos Swiss
infectados por T. canis caracterizadas por infiltrado inflamatério com presenca de neutrofilos,
eosindfilos e agregados de linfocitos ao redor das veias centrais e no parénquima hepatico em
14 dpi. No nosso estudo, também foram encontradas alteracdes hepaticas devido ao infiltrado
inflamatorio constituido principalmente por eosindfilos e neutrdfilos, sem contribuicdo
significativa dos linfocitos, com 7 ou 14 dpi. A expressiva presenca de neutrofilos confirmam
que estas sdo as primeiras células de defesa contra a migracdo das larvas de 7. canis pelos
orgdos, o que também ja foi proposto para protozoarios (Hermosilla et al., 2014).

Othman et al. (2011 e 2013) investigaram o papel das células Trgg na expressao de
RNAm de Foxp3 no figado de camundongos Swiss infectados com 1000 ovos de 7. canis, 0s
quais mostraram alteracdes vasculares, infiltrado inflamatorio com formacgdo de granuloma,

alteracdes inflamatorias nos hepatdcitos e pontos de necrose a partir de 14 dpi.
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Pinelli et al. (2005 e 2007) avaliaram o efeito da dose-dependéncia da infecg¢ao por 7.
canis em camundongos, na produgdo de anticorpos, histopatologia dos pulmdes e na
expressdo de citocinas. Eles mostraram que a infec¢do com 100 ou 1000 ovos embrionados
causaram uma moderada infiltragdo perivascular e uma leve inflamacdo peribronquiolar nos
pulmdes, consistindo principalmente de eosinofilos e linfocitos, e uma alveolite com a
presenca de grandes macrofagos e hemorragia, a partir do 7 até 60 dpi. No nosso estudo, a
histopatologia dos pulmdes demonstrou lesdes com infiltrado inflamatério com a presenca de
eosinofilos, linfécitos e macroéfagos, com 7 dpi persistindo com 14 dpi.

O estudo de Othman et al. (2010) com camundongos Swiss infectados por 7. canis
mostrou larvas moveis no tecido cerebral, criando tineis com o seu deslocamento. No nosso
estudo, a histopatologia do cérebro mostrou a presenca de larvas de 7. canis sem reten¢do das
mesmas por reacdo inflamatoria, porém devido a motilidade das larvas foi identificado
congestdo vascular e hemorragias.

Kolbekova et al. (2011a e 2011b) avaliaram a rota migratéria de 1000 larvas de T.
canis marcados com carboxifluoresceina succinimidil éster em camundongos BALB/c por um
sistema de imagens e mostrou a presenca de larvas no intestino nas primeiras 12 horas de
infeccdo, pico de larvas no figado com 1 dpi, nos pulmdes a partir de 60 horas e no cérebro a
partir de 6 dpi. Porém, eles ndo analisaram o intervalo de infec¢do de 60 horas até 6 dpi. Eles
mostraram que na reinfec¢do as larvas estavam presentes nesses tecidos ja no 1 dpi. Os
resultados histopatologicos mostraram hiperemia no figado com larvas cercadas com
infiltrado inflamatorio irregular com predominancia de granuldcitos e pontos de necrose, os
pulmdes foram diagnosticados com pneumonia purulenta e o cérebro ndo apresentou reacao
inflamatéria em torno das larvas. Os nossos resultados apresentaram resultados
histopatologicos semelhantes.

Vérios modelos animais estdo sendo testados para o estudo de modelos apropriados
para a toxocarose, como o hamster. No estudo de Da Silva et al. (2014), hamsters infectados
com 750 ovos embrionados de 7. canis apresentaram a histopatologia do figado com
infiltrado inflamatorio irregular e dos pulmdes com pneumonia intersticial com 15 dpi. Os
nossos resultados foram similares a esses achados, entretanto utilizamos camundongos
BALB/c infectados com 14 dpi.

No nosso estudo, a secrecdo de citocinas no sangue periférico na infec¢do por 7. canis
em camundongos BALB/c foi avaliada a fim de corroborar com os resultados da recuperacdo
das larvas e histopatologia. A infec¢do por 7. canis elucida as respostas Tyl/Tp2 com

predominancia da segunda, na qual a formagdo de granuloma ¢ devido as células efetoras da
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resposta Tyl, e os elevados niveis de IgE e eosinofilia sdo predominantemente mediados pela
resposta Ty2 (Fan et al., 2013). No nosso estudo avaliamos a fase inicial da infeccdo por T.
canis e ndo encontramos granulomas nos tecidos analisados. Porém foi identificada a
neutrofilia e eosinofilia no sangue e nos cortes histologicos, que coincidem com o aumento
das citocinas Ty2, tais como IL-4, IL-5, IL-13 e IL-33, a partir do 3 dpi.

Hamilton et al. (2008) avaliaram a resposta imune no cérebro de camundongos
BALB/c e NIH infectados com 2000 ovos embrionados de 7. canis e observaram aumento na
expressdao de iNOS (6xido nitrico induzivel), IL-5, IL-10 e IFN-y no tecido cerebral a partir
de 3 dpi persistindo até 97 dpi, sendo este aumento mais pronunciado no BALB/c. Moreira-
Silva et al. (2004) reportaram eosinofilia no liquido cefalorraquidiano de pacientes com
suspeita de neurotoxocarose, desta forma, um dos papeis efetores da IL-5 é provocar
infiltrado eosinofilico no cérebro.

No nosso estudo identificamos que os camundongos infectados por 7. canis tiveram
uma significativa leucocitose sist€émica com predominancia de neutrdfilos até 7 dpi, indicando
uma resposta inflamatoria aguda. Com 14 dpi, a eosinofilia foi predominante, confirmando
seu papel na defesa das infeccdo helminticas. Pecinali et al. (2005) identificaram a leucocitose
com prevaléncia de neutréfilos desde o 1 dpi, corroborando com nossos achados.

Takamoto et al. (1998) demonstraram que camundongos infectados por Toxocara spp.
tiveram um aumento bifasico na eosinofilia durante a infec¢do. Eles utilizaram camundongos
com deficiéncia de células CD4 e mostraram que o aumento da eosinofilia nos primeiros 10
dpi ¢ devido a resposta imune inata, € a eosinofilia ap6s 3 semanas de infeccdo ¢ dependente
de células T CD4, a qual faz parte da resposta imune adaptativa. No presente estudo,
identificou-se eosinofilia com 7 e 14 dpi, a qual ocorreu pela resposta imune inata contra a
infeccdo. A neutrofilia foi identificada no inicio da infeccdo persistindo até 7 dpi, as quais
parecem desempenhar um papel importante durante a resposta inata contra o helminto, como
mostrado no estudo de Hermosilla et al. (2014).

Na imunopatologia da infeccdo por Toxocara spp. as citocinas desempenham um
importante papel na defini¢do do tipo de resposta imunolodgica. As respostas do tipo Tyl e
Tu17 produzem citocinas pro-inflamatdrias e mediam a inflamagao pela secrecdo de TNF-a,
IFN-y e IL-17. As células T2 produzem citocinas anti-inflamatorias, IL-4, IL-5, IL-13 e IL-
33, e contribuem para a sobrevivéncia do parasito (Raphael et al., 2014). O estudo de Pinelli
et al. (2007) avaliou o quantidade de RNAm de IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y no tecido pulmonar
e observaram que os animais infectados com 1000 ovos embrionados de 7. canis tiveram

aumento de IL-4 a partir de 14 dpi; aumento de IL-5 e IL-10 a partir de 7 dpi; e ndo
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apresentaram mudangas nos niveis de IFN-y, o que caracteriza a predominancia da resposta
Ty2. Pecinali et al. (2005) analisaram o tecido pulmonar de BALB/c infectado com 1000 ovos
embrionados de 7. canis por 45 dpi, mostrando que a migracdo das larvas desencadeia
aumentos de IL-6 e IFN-y no lavado broquioalveolar (BAL) e no plasma a partir de 4 dpi. No
nosso estudo, as citocinas pro-inflamatdrias, IL-6 e IL-17, mostraram aumento durante os
primeiros 3 dias de infec¢do, porém com 7 e 14 dpi os niveis de IL-6 diminuiram e IL-17
aumentaram.

A IL-6 ¢ considerada uma das principais citocinas pro-inflamatérias que atua na
producdo de células imunocompetentes e hematopoiéticas, causando a sua proliferacdo e
diferenciagdo. Ela ¢ produzida por vérios tipos de células, tais como células T, B, monocitos,
macrofagos, células dendriticas, endoteliais, gliais e fibroblastos (Ohsugi, 2007). Além disso,
em conjunto com o TGF-B, a IL-6 estimula as células da resposta imune inata pelos
mecanismos efetores de células T e promove o desenvolvimento de células Ty17 (Veldhoen
et al., 2006). A IL-6 desempenha um papel chave no desenvolvimento das células CD4 Tyl7,
e juntas (IL-6 e IL-17) se regulam para conduzir o processo inflamatorio cronico da doenca
(Harrington et al., 2006). Bashi et al. (2015) relataram inibi¢ao de liberagdo de IL-17 por um
aumento nos niveis de IL-4 e IL-10 em infecg¢des helminticas. Eles demonstraram que este
mecanismo acontece porque a IL-10 por si s6 ndo ¢ capaz de regular negativamente a
expressao de IL-17, necessitando da ajuda da IL-4, que bloqueia a producao de IL-17, embora
ndo completamente. No nosso estudo, o aumento da producdo de IL-4 sem contribuicdo de
IL-10 ndo reduziu a IL-17 em camundongos infectados por 7. canis, e isto pode estar
associado com a resposta inflamatdria tecidual nos pulmdes e figado.

O estudo de Pinelli et al. (2007) mostrou aumento dos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10 nos
pulmdes com 7 e 14 dpi, usando a técnica de PCR. O nosso estudo mostrou esse mesmo perfil
de secre¢do das citocinas antiinflamatdrias, porém sem aumento da IL-10 plasmadtica nos
camundongos infectados por 7. canis. Isto sugere a produ¢do dessa citocina regulatoria
apenas no local da infec¢do.

Os helmintos podem promover um fenotipo de regulagdo das resposta imunoldgicas
pela secrecdo de IL-10 e TGF-B. A IL-10 ¢ uma citocina que estimula as células Treg que
suprimem a excrecdo das células Tyl e Tyl7. O papel das células Treg em doengas
helminticas pode determinar se a doenga estd na fase aguda ou crdnica da infec¢do (Spencer
et al., 2009). Alcantara-Neves et al. (2014) investigaram como as coinfec¢des por Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura e Toxocara spp. afetam os marcadores da resposta alérgica e

da asma em criangas. Eles observaram uma associagdo entre as coinfecgdes por helmintos e
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uma alta produgdo de IL-10 proporcional a carga parasitaria das infec¢des, assim como uma
elevada resposta de citocinas Ty2, principalmente de IL-5. No nosso estudo foi identificado
niveis elevados de IL-5, durante a fase inicial da infec¢do, no entanto, com 14 dpi teve
diminui¢do de IL-5 e aumento de IL-10. Isto poderia sugerir a mudanca de infec¢do aguda
para cronica.

Sutherland et al. (2014) demonstraram que em camundongos BALB/c infectados por
Nippostrongylus brasiliensis, as proteinas quitinase-/ike (CLPs) induzem a ativacdo de
neutrofilos em conjunto com a IL-17 produzida pelas células LTyd ativadas, as quais
contribuem para a eliminacdo de larvas, porém promovem maiores lesdes teciduais durante a
migracdo larval. Porém, os nematoides podem suprimir a liberagdo de IL-17 na resposta
imune, conforme foi mostrado no estudo de Gaze et al. (2012). O estudo de Chen et al. (2012)
demonstrou que na tentativa de diminuir a lesdo tecidual, a resposta Tyl muda para Ty2 a
partir do 4 dpi por helmintos. No nosso estudo, encontramos uma resposta imune com niveis
elevados de citocina Ty2 no sangue periférico a partir do 3 dpi, sem contribuicdo de IFN-y.

Na fase inicial da infec¢do por helmintos, as citocinas IL-5, IL-13 e IL-33 podem
desempenhar um papel protetor para a satide no hospedeiro acidental (Finlay et al., 2014). A
IL-33 ¢ uma citocina de alarme contra os repetidos danos causados na parede intestinal pelos
helmintos (Allen e Maizels, 2011). Porém, no nosso estudo, os niveis de IL-13 e IL-33 ndo
foram expressivos na resposta imune contra 7. canis.

A avaliacdo do efeito do exercicio fisico de intensidade moderada em camundongos
BALB/c infectados por 7. canis teve como importidncia principal a compreensdo do
reconhecimento imunolédgico e evagdo do parasito nesta condigdo metabdlica. Nesse presente
estudo, o desenvolvimento corporal dos animais submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio
fisico e infectados ou ndo por 7. canis foi avaliado pela mensura¢do do peso corporal e
comprimento nasoanal. Durante a fase inicial da infec¢do, ndo foram observadas alteragdes no
desenvolvimento corporal dos animais.

A natagdo ¢ uma habilidade natural dos murinos, a qual vem sendo utilizada em
pesquisas com animais para evitar algum tipo de estresse desnecessario ao protocolo
experimental (Kim et al., 2013). No nosso estudo, a intensidade do esfor¢o fisico na natagao
foi avaliada pela concentragdo de lactato sanguineo e comprovou que foi realizado o exercicio
com intensidade moderada (Kudaeva et al., 2012), pois a concentragdo de lactato plasmatico
de aproximadamente 4 mmol/L em murinos representa a transi¢do nas vias metabolicas para a
producdo de energia do metabolismo aerdbio para anaerdbio na pratica do exercicio fisico, no

qual o animal pode ser mantido nessa intensidade por um longo periodo de tempo sem causar
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fadiga (Gobatto et al., 2011; Mader e Heck, 1986). Essa transi¢ao se refere ao equilibrio entre
a produc¢do e remocgao de lactato durante a realiza¢ao do exercicio (Almeida et al., 2011).

O estudo de Jones e Cartes (2000) mostrou que o treinamento aerdbio, como a corrida
€ natacdo, provoca adaptagdes nos sistemas pulmonar, cardiovascular e neuromuscular que
melhoram o fornecimento de oxigénio a partir do ar atmosférico para as mitocondrias e
melhorar o controle do metabolismo nas células musculares, consequentemente melhora no
desempenho da habilidade motora. Esse controle do metabolismo nas células musculares
sugere a estabilizacdo do lactato sanguineo em animais treinados. No nosso estudo, os
animais treinados por 28 dias mostraram menor capacidade de produg¢do de lactato e/ou maior
capacidade de remocdo lactato para a mesma carga de treino, sugerindo a adaptacdo
metabolica ao treinamento fisico de natagao.

O estudo de Kudaeva et al. (2012) avaliou o exercicio fisico regular de intensidade
moderada pela natagdo durante 4 meses em camundongos e verificou que a pratica de
exercicio estimulou a hematopoiese pela estimulacdo da mielopoiese na medula Ossea e
células eritroides nucleadas do baco, o que levou a produgdo de hemoglobina em resposta as
condi¢des de aumento da demanda de oxigénio para os musculos exercitados. No nosso
estudo, os animais dos grupos que treinaram por 28 dias também apresentaram aumento de
hemoglobina provocada pela adaptagdo ao exercicio fisico.

Sobre o efeito do exercicio na migragdo das larvas de 7. canis, os tecidos hepaticos e
pulmonares ndo apresentaram diferengas. Porém os grupos que permaneceram no treinamento
fisico durante a infecc¢do tiveram uma menor quantidade de larvas migrando para o cérebro. O
tecido cerebral foi identificado como o local preferido pelas larvas de Toxocara spp. por
Janecek et al. (2014).

O infiltrado inflamatorio encontrado no tecido hepatico pela presenga das larvas de 7.
canis foi menor em todos os grupos exercitados com 14 dpi. O estudo de Chen et al. (2007)
avaliou em ratos o efeito do exercicio fisico regular e moderado por corrida na esteira por 8
semanas antes da administragdo de lipopolissacarideo (LPS) via artéria femoral, para avaliar
seus efeitos no choque séptico. Os resultados mostraram que o exercicio fisico promoveu um
efeito protetor na inflamagdo e necrose nos tecidos cardiacos, hepaticos e pulmonares. Porém
ndo foram demostrados os mecanismos protetores do exercicio para esses tecidos.

No estudo de Da Cunha et al. (2014) foi avaliado o dano tecidual causado apds 24
horas da instilacdo intratraqueal de LPS em ratos submetidos por 60 dias ao treinamento
moderado em esteira, para avaliar a insuficiéncia respiratéria, inflamagdo e edema pulmonar.

Os resultaram mostram que o exercicio impediu totalmente a formag¢ao do edema pulmonar e
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consequentemente diminui¢do da inflamagdo, porém ndo evitou o comprometimento
mecanico da insuficiéncia respiratoria. No nosso estudo, a inflamagdo nos pulmdes causado
pela infeccdo por 7. canis foi menor nos animais previamente treinados.

Van de Weert-van Leeuwen et al. (2013) avaliaram o efeito do exercicio voluntario na
roda de corrida por 4 semnas em camundongos BALB/c com infec¢do bacteriana pulmonar.
Os resultados mostraram que os grupos que possuiam a roda de corrida na gaiola tiveram uma
acentuada inflamacdo pulmonar. Eles sugerem cautela a pratica de exercicio fisico
concomitante a infeccdo bacteriana pulmonar. No nosso estudo, o grupo que realizou o
exercicio fisico concomitante a infeccdo por 7. canis apresentou area de lesdo pulmonar
semelhante ao grupo sedentario infectado.

O exercicio fisico pode induzir alteragdes na quantidade de leucécitos no sangue, o
qual pode ser explicado pela mobilizagdo das células a partir de danos musculares. Porém o
efeito cronico do exercicio fisico parece ndo alterar a quantidade de leucocitos, especialmente
de neutrofilos (Kriiger e Mooren, 2007). No nosso estudo, todos os animais treinados
apresentaram uma neutrofilia com 7 dpi persistindo com 14 dpi. O estudo de Gleeson e
Bishop (2005) mostrou uma diminui¢do de neutréfilos no sangue em pessoas com condigdes
inflamatorias cronicas que praticaram exercicio fisico. Todavia, esses estudos mostram que os
mecanismo de imunossupressdo causado pelo exercicio fisico envolvendo elementos do
sistema imune dependem de varios fatores e ainda permanecem obscuros. Desta forma,
sugere-se que o aumento de neutrofilos no sangue periférico e MPO nos tecidos hepaticos e
pulmonares foram causados pela inflamag¢do em resposta ao parasito, sendo estas células a
primeira linha de defesa contra os patdgenos (Pecinali et al., 2005). A eosinofilia foi evidente
somentes nos grupos infectados, confirmando o papel dos eosindfilos para a eliminacido do
parasito o que foi apoiada pela presenga de EPO nos tecidos hepaticos e pulmonares
(Takamoto et al., 1998).

O estudo de Mota et al. (2012) avaliou o efeito cronico do exercicio moderado na
exteira em ratos Wistar com traumatismo cranio-encefalico (TCE). Os resultados mostraram
os efeitos do exercicio fisico foram favoraveis na reabilitagdo neurologica, pois evitaram o
comprometimento da fun¢do motora pela lesdo cerebral, pelo aumento de IL-10 e diminui¢do
de IL-1, TNF-a ¢ MPO no tecido cerebral. Esses resultados sugeriram efeito profilatico do
exercicio a0 TCE em humanos. No nosso estudo, a quantidade de MPO no tecido cerebral foi
diminuida com 14 dpi no grupo previamente exercitado.

O perfil de citocinas plasmaticas mostraram que o exercicio fisico diminuiu IL-5 e

aumentou IL-4 e IL-13 nos grupos exercitados e infectado, porém sem contribuicao da IL-10.
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O estudo de Da Silva et al. (2014) avaliaram o efeito no exercicio fisico moderado em esteira
antes e apos a indu¢do de inflamagdes alérgicas das vias aéreas superiores em BALB/c. Os
resultaram mostraram que o condicionamento fisico pode modificar o equilibrio da resposta
Ty1/Tu2 reduzindo a expressao de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, o que ndo foi visto no estudo
de Silva et al. (2010). Porém o condicionamento fisico proporcionou aumento de IL-10,
proporcionando a minimizacao da reagdo alérgica por essa citocina.

Nos tecidos hepatico, pulmonar e cerebral, o exercicio fisico proporcionou aumento de
TNF-o e IFN-y em animais infectado ou ndo por 7. canis. A resposta T2 nos tecidos
hepatico e cerebral foram mediadas pela IL-4, IL-5 e IL-33 e no tecido pulmonar pela IL-5,
IL-13 e IL-33. Esse padrao de citocinas ¢ estimulado pela liberagdo de IL-6 e cortisol durante
o exercicio fisico na ativagdoo do HHA (Bergmann et al., 1999). Entretanto os mecanismos
modulares potenciais das respostas Ty 1/TH2 nos tecidos ainda sao limitados (Berger, 2000).

O estudo de Starzak et al. (2015) sobre as respostas imunologicas e inflamatorias em
atletas de diferentes etnias mostou que existe discrepancia da resposta imunoldgica bem como
predisposicdo para certas doengas metabolicas em diferentes grupos étnicos. Nesse estudo foi
investigado os niveis de citocinas sistémicas, I1L-4, IL-6, IL-10, IL-1RA, IL-12p70, IFN-y, IL-
7, IL-8 e TNF-a, e mostrou que os corredores africanos apresentaram elevados niveis dessas
citocinas quando comparados com os caucasianos, em teste de corrida em esteira. Isto indicou
que a etnia pode desempenhar um papel na resposta imunoldgica e inflamatoéria induzida pelo
exercicio. Em modelo animal, o estudo de Su et al. (2001) avaliou diferentes respostas
imunoldgicas frente as variadas intensidade de exercicio fisico em diferentes linhagens de
camundongos. Nesse estudo, o efeito do exercicio fisico na resposta imunologica mostrou
aumentar a capacidade fagocitdria e antitumoral pela citotoxicidade dos macréfagos
peritoniais, porém C57BL/6 ativa a resposta fagocitica pelos M1 presentes no BAL, enquanto
o BALB/c responde pelo M2. Como M1 e M2 sdo intrinsecamente diferentes e usam
estratégias distintas para regular a sua propria funcdo, parece ser interessante analisar o
mecanismo de imunorregulacdo em diferentes linhagens. Esses estudos demonstram que

ainda sdo muitas as lacunas sobre os efeitos do exercicio fisico no sistema imunologico.
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Neste estudo, a otimizacdo da padronizagdo da infec¢do experimental por 7. canis em
camundongos apresentou uma resposta pro-inflamatoéria sistémica, com a ativacao de células
efetoras da resposta imune inata e resposta imune Ty2 dominante nas mudangas
histopatologicos nos tecidos invadidos pelas larvas durante a fase inicial da infeccdo. Assim,
conclui-se que esses achados podem contribuir para uma melhor compreensdo dos eventos
imunopatoldgicos que podem ocorrer durante a toxocarose humana. Essa compreensdo mostra
como o 7. canis ¢ capaz de modular os mecanismos efetores da resposta imunoldgica do
hospedeiro acidental, o que justifica a introdugdo de iniciativas nacionais de controle para
essa doenca, a qual ainda ¢ negligenciada.

Os efeitos do exercicio fisico moderado nesse modelo experimental proporcionaram
melhora na capacidade do organismo a tolerar de forma mais adequada os danos causados
pelos eventos inflamatorios da infec¢do por 7. camis. Assim, conclui-se que o sistema
imunoldgico nessa condi¢do patologica foi potencializado pelo condicionamento fisico dos
animais em um padrao de resposta mista Ty 1/Ty2. Desta forma, a pratica de exercicios fisicos
pode influenciar na melhor qualidade de vida de pessoas com toxocarose, os quais foram
mostrados pelo aprimoramento da tolerdncia ao desgaste fisico na adaptagdo ao exercicio
fisico, caracterizados pela liberagdo de citocinas antiinflamatérias que minimizam os danos
causados pela infecgdo por 7. canis.

As perspectivas para novos estudos sdo para entender como o exercicio fisico afeta os
varios componentes do sistema imunologico em diferentes linhagens de modelo experimental
animal, visto a discrepancia dos seus mecanismos imunoldgicos em resposta a pratica do

exercicio fisico.
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Abstract

Background
Nematodes of the genus Toxocara are frequent cosmopolitan roundworms of dogs

and cats. Accidentally, Toxocara spp. can infect humans and cause a zoonosis called
human toxocariasis, which is characterized by a visceral, ocular or cerebral migration
of larval stages of the parasite, without completing its life cycle. In general, chronic
nematode infections induce a polarized T2 immune response. However, during the
initial phase of infection, strong pro-inflammatory response is part of the
immunological profile and might determine the outcome and/or pathology of the
infection.

Methods

The purpose of this experimental study was to evaluate parasitological aspects of the
migratory route and histopathology during larval migration, as well as, innate immune
responses and systemic cytokine patterns at different time points of early 7. canis
infection in BALB/c mice, which were inoculated via intra-gastric route with a single
dose of 1000 fully embryonated eggs.

Results

The most important findings were that 7. canis induced a mix of innate
inflammatory/Ty17/TH2 response during the early infection, with the predominance of
the last one. The T2 response was evidenced by significant increase of cytokines
such as IL-4, IL-5, IL-13 and IL-33, besides of increasing levels of IL-6 and IL-17
during early infection. No significant increases were observed for IL-10, TNF-a and
IFN-y levels. In parallel, the parasitological analysis revealed clearly the pattern of
larval migration through the mice organs, starting from the liver in the first 24 hours

of infection, reaching the peak in the lungs on the 3™ day of infection and finally,
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being found numerously in the brain after 5 days of infection. Peripheral leukocytosis,
characterized by an early neutrophilia and subsequent eosinophilia were remarkable
during the early infection in mice. The tissue damage induced by larvae was
evidenced by the histopathological analysis of all organs at different time points of
infection. The larvae migration induced an intense inflammation and hemorrhage in
liver and lungs and hemorrhagic necrosis in brain of infected animals.

Conclusion

In conclusion, these new insights into early 7. canis infection in mice presented here
enable a better understanding of the immunopathological events that also may occur
during human toxocariasis, thus contributing for future strategies of diagnosis and

control.

Keywords

Toxocara canis, immunopathology, murine model, cytokines, inflammation
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Background
Toxocariasis is caused by ingestion of fully embryonated eggs or ingestion of

infective larvae together with paratenic hosts of the nematode roundworms Toxocara
canis (Werner 1782) or Toxocara cati (Schrank 1788). These species are
cosmopolitan and zoonotic parasites of dogs and cats, respectively. Human
toxocariasis, characterized by a visceral larvae migration, is considered an important
public health problem in the tropics and sub-tropics nations where pet treatment and
population control is limited'. This scenario is aggravated by precarious sanitation in
these environments or by deficiencies in diagnosis and antihelminthic treatment of
pets, thus exposing humans to these parasites”.

Due to the increasing number of dogs and cats being kept as pets worldwide,
T. canis and T. cati infections are the main cause of human toxocariasis’. Oge et al*
reported that worldwide prevalences vary from 3% to 82% for 7. canis in dogs and
8% to 91% for T. cati in cats. The differential diagnosis between 7. canis and T. cati
infections by serological surveys is still challenging’ due to the large number of
common antigenic fractions. However, there is no difference in the zoonotic potential
of both parasite species and they show a comparable behavior in paratenic hosts®.

Human toxocariasis can be asymptomatic or show clinical syndromes, caused
by the migration of Toxocara spp. larvae through the bloodstream and internal organs,
depending on the intensity of infection and the immune response of the host'.
Depending on the affected organ and the clinical symptoms, toxocariasis can be
classified as visceral larva migrans (VLM) or visceral toxocariasis (VT) and ocular
larva migrans (OLM) or ocular toxocariasis (OT), covert or common toxocariasis
(CT) and neurotoxocariasis (NT)’. Different studies have characterized human

toxocariasis as a chronic infection that can persist for several years™”'’.
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Helminth infection induce a polarized T2 response, which secretes 1L-4, IL-
5 and IL-13, involved in the activation of mast cells, eosinophils, and macrophages
and result in the secretion of high levels of IgE. Besides that, triggering a Ty2
response normally coincides with a downmodulation of the Tyl inflammatory
response, reducing the expression of tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interferon
gamma (IFN-y) and IL-17'"'>. However, helminth parasites are able to evade the host
immune system, e.g. by the activation of regulatory T cells that induce a production of
downregulating cytokines, such as IL-10 and transforming growth factor beta (TGF-
B)'>!*. On the other hand, the immune system needs to orchestrate a careful balance
between pro, anti-inflammatory and regulatory responses in order to function
efficiently against Toxocara spp. infection.

Experimental 7. canis infections in mice revealed an elevated eosinophilia
with high titers of IgE, 60 days after infection"”. In addition, high IL-6 and IFN-y
plasmatic levels correlated with pulmonary lesions'® and in chronic 7. canis infections
a predominance of T2 immune response was reported' . However, it still remains
unclear when and how the systemic Tyl response switches to the dominant T2
immune response or coexist with it. Thus, the purpose of this study was to evaluate
the migratory route and histopathology of parasitized tissues and correlate them with
innate immune responses and systemic cytokines profiles during early 7. canis

infection in mice.

Methods

Parasite
Toxocara canis adult worms were obtained from feces of naturally infected

dogs, which were kept at the Zoonosis Control Center (Belo Horizonte, Minas Gerais,

Brazil). At this center, dogs were routinely treated with anthelmintics (Top-Dog,
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Ourofino®) and mature Toxocara parasites were collected after elimination in fecal
samples. Parasites were maintained in saline solution until being processed at the
Laboratory of Immunology and Genomics of Parasites at the Federal University of
Minas Gerais, Brazil.

The purification of 7. canis eggs was performed as described by Gazzinelli-
Guimardes et al'®, i.e., the eggs were isolated from the female uteri via gentle
mechanical maceration, purified by straining and cultured to embryonation in 0.2 M
H,S04 solution. The eggs were incubated in 50 mL culture flasks and kept in a
controlled temperature chamber at 26+1°C, being oxygenated three times per week by
stirring. Embryonation was evaluated microscopically once a week and the percentage
of embryonated eggs was calculated by three independent experiments using three
aliquots of 10 puL egg suspension for each time point.

Animals

BALB/c mice obtained from the Central Animal Facility of the Federal
University of Minas Gerais were kept on a normal light/dark cycle (12 hours) in a
climate-controlled environment (25°C) throughout the study. The animals were
maintained in collective cages and were fed with laboratory chow (Purina®) and tap
water ad libitum.

Mice were maintained and infected in accordance with the institutional and
national guidelines. The protocol was approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation (CEUA) of the Federal University of Minas Gerais, Brazil
(Protocol# 181/2013).

Experimental infection
The experimental infection was performed using fully embryonated eggs from

a single 6 weeks old culture. For the inoculation, the culture of eggs was incubated
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with 5% sodium hypochlorite in a CO; incubator for 2 hours to disrupt the outer egg
layer and, thus, facilitate larval hatching, followed by five washes with a saline
solution to remove the sodium hypochlorite.

The animals were inoculated via intra-gastric route, by gavage, with a single
dose of 1000 embryonated 7. canis eggs in 0.2 mL of saline solution, followed by 0.1
mL of H,O to wash out the remaining eggs in the syringe and needle.
Characterization of T. canis larval migration pattern in mice

BALB/c mice (8 weeks old, female) were euthanized at 1, 3, 5, 7 and 14 days
post-infection (p.i.). Liver, lungs and brain were removed from six animals per time
point of infection and sliced finely with scissors and placed in a Baermann apparatus
in PBS buffer for 4 hours at 37°C, for total larval recovery. After that, the larvae were
recovered in the pellet, fixed with formalin (10%) and quantified under a light
microscope.
Histopathology and morphometry of tissues of T. canis-infected mice

At 0, 7 and 14 days p.i., the liver, lung and brain were removed from seven
animals per time point of infection and fixed in 10% buffered formaldehyde pH 7.2.
After processing in alcohol and xylol, fragments were embedded in paraffin and 4 um
thick sections were obtained and stained with haematoxylin and eosin (H&E).

The tissues were analyzed with the use of the KS400 software coupled to a
Carl Zeiss image analyzer (Oberkochen, Germany) as described by Caliari et al'.

To evaluate tissue damage, sections were thoroughly analyzed and all
digitized images of the liver and brain were captured at 100x and 400x magnification,
respectively, using a JVC TK-1270/RGB micro camera (Tokyo, Japan). All sections

were digitized with a 300 dpi resolution and each image pixel was used in order to
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create a binary image to calculate the total area of each tissue. The area in pm” of the
lower section was used as a standard tissue for statistical analysis™.

To evaluate the intensity of lung inflammation, the degree of septum
thickening was calculated. Thirty random images were captured 200x magnification,
using a JVC TK-1270/RGB micro camera (Tokyo, Japan), comprising an area of 13.2
x 10° um” for statistical analysis®'.

Systemic analysis

For hematological analysis, blood was collected (500 pL) from the retro
orbital sinus of thirty-six mice at 0 (uninfected group), 1, 3, 5, 7 and 14 days p.1i.,
using a capillary pipette with anticoagulant (EDTA). After that, the blood was
centrifuged and the plasma was collected and frozen at -80°C for further cytokine
measurement.

Hematological analysis

Global counts of erythrocytes, leukocytes and platelets was performed with a
hematological analyzer (Bio 2900 Vet, Bioeasy, USA). For differential white blood
cell counting, blood smears were Giemsa stained and one hundred white blood cells
were differentiated under the light microscope.

Cytokine profile

The profile of plasmatic Tyl, Tu2, Ty17 and regulatory cytokines was
determined by quantification of IL-4 (DY404), IL-5 (DY405), IL-6 (DY406), IL-10
(DY417), IL-13 (DY413), IL-17 (DY421), IL-33 (DY3626), IFN-y (DY485) and
TNF-a (DY410) by ELISA immunoassay according to the manufacturer’s instructions
(R&D Systems, USA). The absorbance was determined with a VersaMax ELISA

Microplate reader (Molecular Devices, USA) at a wavelength of 490nm and the
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cytokine concentrations (pg/mL) for each sample were calculated by interpolation
from a standard curve, run with each plate.
Statistical analysis

Software GraphPad Prism 6 (GraphPad Inc, USA) was used for the statistical
analysis. To verify the data distribution, the D’ Agostino-Pearson and Shapiro-Wilk
normality test was used. Ordinary one-way ANOVA and Holm-Sidak’s multiple
comparisons test were applied for the pattern of migration of 7. canis larvae and for
hematological profiles. Cytokine profiles were analyzed and compared with Kruskal-
Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test. The morphometric analysis
that compared only two groups used unpaired t test. Statistically significant

differences were considered if the p value was < 0.05.

Results

In vitro T. canis eggs embryonation over time
Approximately 700.000 eggs of T. canis were cultured in 0.2 M H,SO4 and

the egg embryonation time was assessed over 8 weeks at 26°C (Figure 1). After 6
weeks of cultivation, 53% of eggs were fully embryonated and this value remained
stable until the end of the experiment.
The pattern of migration of T. canis larvae in mice

To determine the pattern of migration of 7. canis in early toxocariasis,
infected BALB/c mice had larvae recovered from liver, lungs and brain at 0, 1, 3, 5, 7
and 14 days p.i. (Figure 2). The results revealed that after 1 day p.i., 7. canis larvae
were predominantly recovered from the liver (Figure 2A), while after 3 days p.i. the
majority of larvae was found in the lung (Figure 2B). After this period of time, larvae
started to leave the lungs and migrate to the brain, where they were found consistently
after 5 days p.i., remaining in situ at least for 14 days p.i. (Figure 2C).
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Tissue damage caused by T. canis larvae migration of early infection
To evaluate the damage caused by the migration of larvae in the tissues,

liver, lungs and brain were removed and histopathological and morphometrical
analyses were performed under the light microscope.

The histopathological evaluation of the liver from uninfected animals
showed normal histological appearance with the hepatic tissue formed by the lobular
vein center surrounded by cords of hepatocytes and sinusoidal capillaries. The
hepatocytes presented with polygonal shape and central spherical nucleus (Figure
3A). The liver from animals at 7 days p.i. showed regions with moderate focal
inflammatory infiltrate consisting primarily of eosinophils and neutrophils, and
occasionally small regions were permeated with necrosis of hepatocytes and
polymorphonuclear cell infiltration. Perivascular inflammatory infiltration was also
observed (Figure 3B). The liver from animals at 14 days p.i. showed lesions in the
hepatic parenchyma, characterized by large areas with intense inflammatory
infiltrates, composed by neutrophils and eosinophils, as well as areas with moderate
hepatic necrosis associated with polymorphonuclear inflammatory infiltrate. Intensive
perivascular inflammatory infiltrates were also present (Figure 3C and 3D). The
lesion area of the liver was larger due to the duration of the infection (Figure 4),
however, no larvae were found n the different tissues.

The histopathological evaluation of the lung parenchyma from uninfected
animals showed normal histological appearance, with aerated alveoli and alveolar and
interlobular septa of normal thickness (Figure 5A). The lung from animals at 7 and 14
days p.i. showed parenchymal lesions characterized by extensive thickening of the
septum at the expense of the presence of intense inflammatory infiltrate composed by
eosinophils, lymphocytes, macrophages and the presence of hemorrhagic areas

(Figure 5B). Inflammatory infiltrate was found filling alveolar lumens and along the
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bronchioles and blood vessels, with the same cellular profile of the septum infiltrate
(Figure 5C). The lesion area of the lung showed no difference from 7 days p.i. to 14
days p.i., with lesion area of 1943 + 264 and 2242 + 517 pm?, respectively.

The histopathological evaluation of the brain from uninfected animals showed
normal histological appearance (Figure 5D). Brains from infected animals at 7 and 14
days p.i. presented variable sized cavities partially filled with blood (hemorrhagic
cavities) (Figure SE) and scattered larvae were visualized in the cerebrum and
brainstem (Figure 5F). The lesion area of the brain showed no difference from 7 days
p.i. to 14 days p.i., with hemorrhagic areas of 1634 + 1088 and 859 + 492 um?,
respectively.

Hematological profile of T. canis-infected BALB/c mice

The hematological profile was evaluated during all time points of the
infection (Table 1). The most important findings demonstrated a progressive increase
of neutrophils, peaking at 7" day of infection, which returned to baseline levels at 14"
p.i. Moreover, peripheral eosinophilia was also evident after 7 days of infection,
persisting up to 14 days p.i. The monocyte counting showed no variation during the
experiments.

Analysis of the red blood cell compartment demonstrated a significant
reduction of total erythrocytes and hemoglobin levels at the 5™ day of infection when
compared to the other groups. No differences were observed on platelets counting.
Plasmatic cytokine profile during early T. canis infection

In order to characterize the systemic immune response during early 7. canis
infection the plasmatic levels of Tyl, T2, Tyl7 and regulatory cytokines were

measured at different time points of infection.
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Notably, T canis parasites are inducing a mix of innate inflammatory/Ty17
and/Ty2 response during early larval migration, with the predominance of the latter
one. The Ty2 response was evidenced by a significant increase in IL-4, IL-5, IL-13
and IL-33 levels. Additionally, increasing levels of IL-6 and IL-17 were also observed
during the early course of infection (Figure 6). On the other hand, no differences were
observed for systemic TNF-a and IFN-y production (data not shown).

The results related to IL-5 revealed an early, significant and progressive
increase of this cytokine from the 3™ day of infection until the 7" day p.i and then
dropped off to baseline values (Figure 6A). This early increase was also seen for IL-6
secretion at the 3" day of infection (Figure 6B). Interestingly, the IL-4, IL-13 and IL-
17 secretion pattern was similar and was characterized by a significant increase after
14 days p.i. (Figure 6C, 6D and 6E). Finally, IL-33 revealed slightly elevated
concentrations in plasma samples from infected animals from the 5™ day onwards,
however, the increase was not statistically significant when compared with uninfected
animals (Figure 6E). No significant increase in IL-10 secretion was observed during

the early phase of infection with 7. canis (data not shown).

Discussion
With the aim to study the manifestations of early 7. canis infection in mice,

we evaluated kinetics of larval recovery in different organs, as well as,
immunopathological aspects in affected tissues and systemic immune responses
during the first two weeks of infection.

Studies on the effects of migrating Toxocara larvae in paratenic animal
models are justified by a certain similarity to human toxocariasis and can elucidate
unknown mechanisms of host-parasite interactions'’. In the present experiments, we

used female BALB/c mice because of their susceptibility to 7. canis larvae and much
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higher parasite loads, when compared with other mouse strains, especially in the
brain, which make them a suitable model for studies on visceral toxocariasis and
neurotoxocariasis®.

In the environment, feces of dogs and cats contain unembryonated 7. canis
eggs, which will develop to infective eggs under optimal temperature and humidity
within 9-15 days (see Schnieder et al* for review), turning them infectious for the
final or paratenic hosts. In cold temperate regions, 7. canis eggs in the soil were
reported to become infective after 4-6 weeks®*. We used in vitro conditions as
described for Ascaris spp. egg embryonation'® and obtained infective stages of the
eggs after 4-6 weeks, as well.

About the migratory route of T. canis larvae, a previous review by Othman®
showed that there are controversies about the migratory route and accumulation of
larvae in different organs during the acute and chronic phase. To his best knowledge
and own experience, he described histological findings and recovery of motile larvae
from different sites of infection to be a continuous process, which most probably is
not a one-way route from the intestinal wall, through the lungs and to the brain. In the
present study with BALB/c mice, we were able to show a clear concentration of
migrating larvae in the liver (day 1 p.i.), lungs (day 3 p.i.) and brain (from day 5 p.i.
onwards), at least during the initial phase of acute infection. These results suggest a
determination of migrating 7. canis larvae in BALB/c mice and the possibility of
neurological sequelae as soon as 5 days post-infection. Nevertheless, the
determination of migrating larvae to reach the brain does not exclude the presence of
viable and migrating larvae in other organs or in muscle tissue, which were not

analyzed here.
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A similar time frame of brain infection was observed when BALB/c mice
were infected with even lower doses of embryonated eggs and the number of
recovered larvae from brain tissue was shown to be proportional to the number of
inoculated infective stages™. These authors explained this phenomenon mainly by the
incapacity of the liver to retain the larvae, thus allowing their migration to the brain.
The tendency towards accumulating larvae in the brain might be due to the fact that
the parasites induce behavioural changes in the paratenic host and increase their
chances of being predated by the definitive host (reviewed by Schnieder et al*), or
due to part of its immune evasion strategy in order to seek for immune privileged
infection sites (see Othman® for review).

A histopathological study of 7. canis-infected mice over 67 weeks revealed
that granulomatous inflammatory lesions were commonly observed in the liver, lungs,
and musculature from one week p.i. onwards, but were rarely seen in the brain®’.
Trapped larvae, however, were found only in histological sections from 12 weeks p.i.
or later. Another histopathological study on liver alterations in infected Swiss mice
revealed inflammatory reactions in the form of plasma cells, neutrophils, eosinophils,
and aggregates of lymphocytes around central veins and in the liver parenchyma at 14
days p.i.”. In our experiments with BALB/c mice, the main cell types at inflammation
sites in the liver consisted of eosinophils, neutrophils and polymorphonuclear cells,
without a significant contribution of lymphocytes 7 or 14 days p.i. Specially, the high
neutrophil counts are intriguing, follow the migration of larvae through organs and
tissues and might be the first line of defence against 7. canis larvae, as proposed for
other protozoan parasites™. Their role during toxocariasis in paratenic hosts should be

investigated in further studies.
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Analysis of pulmonary histopathology indicated eosinophils, lymphocytes
and macrophages as main components of inflammatory infiltrates, both at 7 and at 14
days p.i. These results and other findings in the lungs corroborated with previous

findings published by Pinelli et al'>'"’

on pathological changes in the lungs 7 to 60
days after 7. canis infections. Also, our results on brain lesions were in agreement
with Othman et al’’, who showed that in Swiss mice infected with 7 canis motile
larvae were more abundant in the cerebrum, without being trapped by an
inflammatory reaction, causing vascular congestion and haemorrhages in the brain.
The cerebrum as preferential location of larvae in the brain was also reported by
Janecek et al’'.

In order to accompany findings from larval recovery, haematology and
histopathology, we measured the secretion of cytokines in peripheral blood samples
during early 7. canis infection. In accordance with the elevated numbers of
neutrophils and eosinophils in peripheral blood and histological sections, we were
able to detect a prominent rise in Ty2 cytokines, such as IL-4, IL-5, IL-13 and IL-33,
during the acute phase of infection, particularly from the 3" day p.i. onwards.
However, maximum Ty2 response and recruitment of innate effector cells seem to lag
behind the rapid migration of larvae through the tissues of liver and lungs and at this
early phase no granuloma formation or trapping of larvae was observed in tissues.
Based on unspecific and parasite-specific antibody responses, a polarization towards a
Tu2 immune response at later time points of experimental Toxocara infection was

already stated by others'"?’

. Interestingly, the quantification of IL-4 and IL-5 levels
via PCR in the lungs at 7 and 14 days p.i.'” followed exactly our cytokine profile in

plasma samples of infected animals. While these authors found elevated levels of IL-

10 in the lungs at 7 and 14 days p.i., we did not find elevated IL-10 concentrations in
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peripheral blood throughout our experiments, which indicates the production of this
regulatory cytokine merely at the site of infection.

Takamoto et al*> showed that Toxocara-infected mice showed a biphasic rise
in eosinophilia during infection. They were able to show in CD4-deficient mice, that
the first rise at 10 days p.i. is part of the innate immune response, whereas the second
peak in eosinophilia, three weeks p.i., is dependent on CD4 T cells and part of the
adaptive immune response. We also measured a rise of eosinophil counts at 7 and 14
days p.i. as part of the innate immune response. When compared with eosinophil
counts, the innitial rise of neutrophil counts in peripheral blood until 7 days p.i. was
more prominent and as such these cells seem to play an important role during innate
anti-parasite responses. Besides the decrease of neutrophil counts on day 14, similar
responses in the heamatological profile were reported by Pecinali et al'®.

Apart from the Ty2 cytokines, IL-6 and IL-17 were detected in peripheral
blood during the first three days of infection. Whereas IL-6 dropped-off to baseline
levels on the following days, elevated concentrations for IL-17 in the peripheral blood
were still detected on days 7 and 14 p.i. IL-6 is considered one of the major pro-
inflammatory cytokines and acts on a variety of cells, including immune-competent
cells and hematopoietic cells, to cause proliferation and differentiation. It is produced
by various cell types such as T cells, B cells, monocytes, macrophages, dendritic cells,
fibroblasts, endothelial cells, glial cells and regulates the immune response and
inflammation™. Furthermore, in conjunction with TGF-p, IL-6 links innate immune
responses with T cell effector mechanisms and promotes the development of Ty17
cells™. IL-6 plays a key role in the development of the CD4 Ty17 cell line and both
IL-6 and IL-17, if upregulated, can lead to chronic inflammatory processes and

. 35
disease™.
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Most recently, it was shown in Nippostrongylus brasiliensis infected
BALB/c mice, that host chitinase-like proteins (CLPs) induce neutrophil activation
and, together with IL-17A produced by activated yd T cells, contribute to larval
elimination at the price of enhanced lung damage during larval migration®®. In order
to limit acute tissue damage, a switch to adaptive T2 responses was shown from the
4™ day p.i. for the same parasite®’. In our model, we found elevated Ty2 cytokines in
the peripheral blood from the 3™ day p.i. onwards, without any contribution of IFN-y.
Therefore, similar mechanisms and timing of immune responses might take place
during infection with 7. canis, as well. A more complete inflammatory profile, the
possible contribution of CLPs and the regulation by Ty2 cytokines should be issues of

future research in early experimental toxocariasis.

Conclusions
In conclusion, we presented new insights on pro-inflammatory responses,

innate effector cell activation and polarized T2 immune responses during early 7.
canis infection in experimentally infected BALB/c mice. The results contribute to a
better understanding of immunopathological events that also may occur during human

toxocariasis, thus contributing to future strategies of diagnosis and control.
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Figure Legends

Figure 1 - Embryonation index of Toxocara canis eggs.

Figure 2. Migratory route of Toxocara canis larvae in BALB/c mice during 14

days of infection. (A) Number of larvae recovered from the liver. (B) Number of
larvae recovered from the lungs. (C) Number of larvae recovered from the brain. Each
group consisted of six animals per time point of infection. Horizontal bars represent
mean values = SD. Significant differences between the groups are indicated by an

asterisk (p < 0.05).

Figure 3. Liver parenchyma of Toxocara canis-infected BALB/c mice. (A) Control
group: normal liver parenchyma with H&E staining. Bar = 100um. (B) 7 days post-
infection (p.i.): inflammatory infiltration (arrowheads) and small area of hepatic
necrosis (*). H&E. Bar = 100um. (C) 14 days p.i.: area with intense inflammatory
infiltration (arrowheads) and hepatic necrosis (*). H&E. Bar = 100um. (D) 14 days
p.i.: higher magnification of the previous figure showing inflammatory infiltrate
consisting of eosinophils (arrowheads) and neutrophils (arrows) as well as necrosis

(*). H&E. Bar = 50pm.

Figure 4. Morphometry of lesion areas in the liver of BALB/c mice at 7 and 14

days post-infection with Toxocara canis. Data are presented as mean values + SD
of seven animals per time point. Significant differences between the groups are

indicated (p= 0,0177).
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Figure 5. Lung and brain parenchyma of BALB/c mice infected with Toxocara
canis. (A) Control group: normal lung parenchyma. H&E staining. Bar = 50um. (B) 14 days
post-infection (p.i.): thickening of the septum by the inflammatory infiltrate (arrowheads) and
hemorrhagic areas (*). H&E. Bar = 50um. (C) Higher magnification of the previous figure
(14 days p.i.) showing inflammatory infiltrates consisting of eosinophils, lymphocytes,
macrophages and the presence of hemorrhagic areas (*). H&E. Bar = 20pm. (D) Control
group: normal brain parenchyma. H&E. Bar = 50um. (E) 7 days p.i.: brain with hemorrhagic
cavities (*). H&E. Bar = 50um. (F) 14 days p.i.: presence of larvae in the brain (arrowheads).

H&E. Bar = 50pum.

Figure 6. Plasmatic IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-17 and IL-33 cytokine levels in
Toxocara canis-infected BALB/c mice. Data are presented as geometric means. n =
six animals per time point of infection. Significant differences between the groups are

indicated by asterisks (*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001).

Tables

Table 1 - Peripheral blood cells of Toxocara canis-infected BALB/c mice.
WBC = white blood cells. RBC = red blood cells. n = six animals per time point of

infection. Data are presented as mean = SD and relative values. For leukocytes
population, significant differences (P < 0,05) related to 0, 1, 3, 5, 7 and 14 dpi are
represented by a, b, ¢, d, e and f, respectively. For red blood cells, significant

differences (P < 0,05) are represented by * in relation to control group.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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