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Resumo

TERTO, Wesley Douglas da Silva. Avaliacdo do efeito imunossupressor da
ciclosporina A em camundongos infectados experimentalmente com Toxocara
canis. 2016. 49f. Dissertacao (Mestrado em Parasitologia) - Programa de Pds-
Graduagao em Parasitologia. Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2016.

A toxocariase € uma doenca zoondtica que apresenta ampla distribuicdo mundial. A
relacdo de doencgas parasitarias com a imunossupressdo farmacologica tem sido
muito enfatizada. Farmacos imunossupressores sao utilizados no tratamento de
doencgas autoimunes e por pacientes submetidos a transplantes. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da Ciclosporina A (CsA) sobre a intensidade de
infeccdo e a resposta humoral de camundongos Swiss infectados
experimentalmente com Toxocara canis. Para a realizacdo deste estudo, os
camundongos foram inoculados com 1200 ovos embrionados, pela via intragastrica.
Foram formados trés grupos experimentais com 10 animais por grupo: O G1 e G2
foram tratados com CsA 10 mg/Kg e 50 mg/Kg, por via oral, 15 dias antes da
infeccdo experimental, respectivamente. O G3 (controle) recebeu solugédo de salina,
pela mesma via e periodo. Foi avaliada a cinética da produg¢ao de anticorpos anti-
Toxocara nos dias zero, 15 e 30 pés-inoculagao (P.1). No dia 30 P.l os animais foram
submetidos a eutanasia e foi realizada a recuperacdo de larvas em tecidos de
orgaos e musculatura estriada esquelética (carcaga) por digestdo tecidual. Os
animais que receberam a dose maior do farmaco (50 mg/Kg) obtiveram uma
intensidade de infec¢cdo 65,5% maior em relagcdo ao grupo controle (p= 0,001).
Quando o farmaco foi administrado na dose de 10 mg/Kg n&o foram observadas
diferencgas significativas com relagdo ao grupo controle. Observou-se que no 15° dia
P.l, os grupos tratados com CsA apresentaram média mais elevada nos niveis de
anticorpos produzidos, ndo havendo diferenga significativa no 30° dia. Conclui-se
que a imunossupressdao desencadeada pela CsA (50 mg/Kg) promoveu o
estabelecimento de maior numero de larvas, o que foi evidenciado na recuperagao
destas. Aqui alerta-se para necessidade de um acompanhamento, quanto a
toxocariase em pacientes que utilizam esse farmaco.

Palavras-chave: toxocariase; anticorpos; imunossupressao



Abstract

Terto, Wesley Douglas da Silva. Evaluation of immunosuppressive effect of
cyclosporin A in Toxocara canis experimentally infected mice 2016. 49f.
Dissertacao (Mestrado em Parasitologia) - Programa de Pés-Graduagéao em
Parasitologia. Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Toxocariasis is a zoonotic worldwide distributed disease. Relationship between
parasitic diseases and pharmacological immunosuppression has been widely studied
and emphasized. Immunosuppressants are used in autoimmune diseases treatment
and transplant patients. The aim of this study was to evaluate the effect of
cyclosporine A (CsA) intensity in infection and humoral response in Swiss mice
experimentally infected with Toxocara canis. In this study,1,200 gavage fertilized
eggs were inoculated in the mices by intragastric. Three experimental groups of 10
animals each were formed. The G1 group and G2 group were treated with 10 mg/Kg
and 50 mg/Kg of CsA respectively, orally administered 15 days before eggs
inoculation.. The G3 control group received saline solution at same way and period of
the groups G1 and G2. Kinetics profile of anti-Toxocara antibodies production were
evaluated on zero, 15 and 30 days post-inoculation (P.l), and at the 30 days P.l. the
animals were euthanized. Infection intensity was assessed. Animals receiving the
highest dose of the drug (50 mg/Kg) had infection intensity of 65.5% higher
comparing to control group (p = 0.001). Significant difference wasn’t observed
between G1 group and the control group. It was observed on day 15 P.l. that the
groups treated with CsA obtained higher average levels of antibodies production,
differently of the 30" day where no significant difference was found. It was concluded
that immunosuppression triggered by CsA (50 mg / kg) promoted the establishment
of more larvae, which was evidenced in the recovery of these. We alert up here for
the need of care of Toxocariasis infected patients using this drug.

Keywords: toxocariasis; ciclosporin; immunosuppression
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1. Introducéo

A toxocariase € uma doenga de carater zoonético (KATAGIRI & OLIVEIRA-
SEQUEIRA, 2002; TAIRA et al., 2004; CHOI et al., 2012) causada por acao de
parasitos pertencentes ao Filo Nematoda, Classe Secernentea, Ordem Ascaridida,
Superfamilia Ascaroidea e Familia Anisakidae, sendo as principais espécies
relacionadas a infecgéo, Toxocara canis (LEE et al., 2010) e Toxocara cati (FISHER,
2003). Estes parasitos tém como hospedeiros definitivos caes e gatos,
respectivamente. Nestes hospedeiros, sdo encontradas as formas adultas no
intestino delgado (DESPOMMIER, 2003). Embora os principais registros patoloégicos
em humanos sejam referidos a T. canis, ha também casos relacionados a T. cati,
porém, com menor frequéncia (ROSSACK et al., 2008; FU et al., 2014).

Estudos tem relatado a reativacdo de formas latentes de parasitos em
individuos imunossuprimidos patologicamente ou submetidos a imunossupressao
farmacolégica (FERREIRA et al., 2008; SILVA et al., 2011; BRUM et al., 2013). Em
estudos experimentais foi observado que camundongos BALB/c imunossuprimidos
antes da infecgcdo por T. canis apresentaram uma maior intensidade de infecgéo
(LESCANO et al., 2004; AVILA et al., 2012).

A imunossupressao refere-se a redugao da eficiéncia do sistema imunolégico,
e é usualmente aplicada para que haja redugado quanto as chances de rejeicao de
orgaos. Medicagbes imunossupressoras sdo utilizadas para o tratamento de
doencas autoimunes como lupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide,
esclerose sistémica, doenca inflamatéria intestinal, entre outras (REZENDE, 2011;
BRAZ, et al., 2015; CASTRO et al., 2015).

A relagdo do uso de medicamentos imunossupressores e a ocorréncia de
parasitoses é, por si, desvantajosa. A supressao do sistema imune pode permitir a
reativacdo do parasito que outrora se encontrava em estado de quiescéncia,
ocasionando uma maior intensidade de infec¢ao parasitaria. Este fato € importante

principalmente no caso das protozooses, possibilitando que tais parasitos se
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disseminem pelo organismo intensificando a infecgéo (SILVA et al; 2011; BRAZ et al.
2015).

Considerando a elevada soroprevaléncia de T. canis registrada no Brasil
(SOUZA et al., 2011; SCHOERNADIE et al., 2013), assim como o elevado numero
de pessoas que utilizam medicagdes imunossupressoras (GUERRA JUNIOR et al,
2010; ACURCIO et al., 2013), torna-se importante que estudos relacionados a
infeccdo por este nematdédeo e sua relagdo com a imunossupressao sejam mais
explorados. Assim, para uma melhor compreensao da importancia da competéncia
do sistema imune no curso desta infeccdo, este estudo visou avaliar o efeito da
Ciclosporina em camundongos, que sdo os modelos experimentais mais utilizados

para o estudo da toxocariase humana.



2. Objetivos

2.1. Geral

Avaliar o efeito da ciclosporina A sobre a intensidade de infecgdo em

camundongos Swiss infectados experimentalmente por Toxocara canis.

2.2. Especificos

Determinar o efeito de duas doses de ciclosporina A administradas

previamente a infecgcdo com ovos de Toxocara canis em camundongos.

Verificar a intensidade de infecgdo de Toxocara canis em camundongos

tratados com ciclosporina A.

Avaliar a cinética da produgdo de anticorpos IgG anti-Toxocara canis em

camundongos tratados com ciclosporina A.

Relacionar os niveis totais de anticorpos IgG anti-Toxocara canis com a

intensidade de infecgao.



3. Revisao de literatura

3.1. Toxocara canis e ciclo bioldgico

O parasito Toxocara canis Werner (1782), pertence ao Filo Nematoda, Classe
Secernentea, Ordem Ascaridida, Superfamilia Ascaroidea e Familia Anisakidae (LEE
et al., 2010). Tem como hospedeiros definitivos, principalmente caes jovens, e
apresenta representatividade de hospedeiros paraténicos e acidentais, inclusive o
homem (CARVALHO & ROCHA, 2011).

Nos caes, hospedeiros definitivos, a infec¢do ocorre através da ingestao de
ovos contendo larva de terceiro estadio (L3) em seu interior (forma infectante) tendo,
uma migracdo hepato-pulmonar-traqueal (SANTAREM et al., 2009). A seguir, ocorre
o0 desenvolvimento do parasito na forma adulta no intestino delgado e,
consequentemente, a eliminagcado de ovos pelas fezes. A fémea de T. canis é capaz
de produzir até 200.000 ovos por dia (BARRIGA, 1991), possibilitando a elevada
contaminagao do meio ambiente (TRAVERSA et al., 2014).

Nos caes adultos, que ja desenvolveram uma resposta imune ao T. canis, a
migragdo hepato-pulmonar-traqueal ¢ incomum, ndo havendo o desenvolvimento
dos parasitos até a forma adulta. As larvas ingeridas atingem a circulagéo, migram
por diversos 0rgaos, encistam-se e permanecem em laténcia por periodos
prolongados (OVERGAAUW, 1997). Em cadelas prenhes por alteragcbes hormonais
e baixa de imunidade, as larvas deixam o estado de hipobiose e, através da via
transplacentaria, migram para o feto, ou ainda pode ocorrer a transmisséo
transmamaria com larvas eliminadas no colostro e/ou no leite (KRAMER, et al.,
2006; AIRES et al., 2008).

Apesar de T. canis ser descrito como um parasito de caes, também pode
infectar os gatos, pela ingestdo de ovos contendo larvas infectantes ou também
através da ingestdo de presas, contendo larvas nos tecidos (hospedeiros

paraténicos), como ratos, passaros, minhocas e insetos (FISHER, 2003).
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3.2. Toxocariase

O primeiro relato de infecgdo humana causada por larvas de Toxocara canis,
ocorreu, quando Wilder (1950) descreveu achados de granulomas eosinofilicos em
criangas com infecgdo ocular, denominando-a de Larva Migrans Ocular (LMO).
Outros estudos seguiram, como o descrito por Beaver (1952) que relatou achados
de larvas no figado de criangas, o que seria a Larva Migrans Visceral (LMV). A partir
de entdo, surgem relatos em diversos estudos, caracterizando a patogenia da
toxocariase e ampliando os conhecimentos acerca desta parasitose, que até entao,
pouco se conhecia (MIKHAEL et al., 1974; BASS et al.,1983; GLICKMAN et al.,
1987; RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010; FAN et al., 2013).

Um fator responsavel pela manutencdo da infeccdo por T. canis é a
contaminagado do solo de pracas e outros ambientes publicos realizadas pelos
hospedeiros definitivos (cdes e gatos), possibilitando a infeccdo de criangas que
apresentam geofagia e onicofagia, habitos comuns desta faixa etaria (MOURA et al.,
2013). Além disso, a presenga de hospedeiros definitivos de Toxocara spp. em
locais onde ha producéo de hortalicas pode aumentar o risco de infecgdo. O homem
pode se infectar através da ingestdo destes alimentos, bem como por meio da
ingestdo de agua contaminada por ovos embrionados (TERTO et al., 2014). Outra
possibilidade é através da ingestdo de visceras cruas ou mal cozidas de
hospedeiros paraténicos, contendo larva L3, forma infectante do parasito (STRUBE
et al., 2013).

A toxocariase apresenta-se com prevaléncia mais elevada nas regides
tropicais, sendo que no Brasil a soroprevaléncia em adultos varia de 3,72% a 40%
(CHIEFFI et al., 2009; ROLDAN & ESPINOSA, 2009). Estudos mais recentes tém
mostrado a prevaléncia desta doenca em diversas regides do mundo, com sintomas
e sinais clinicos variados, sendo as criangas mais acometidas, chegando a indices
de prevaléncia de 50% (SCHOENARDIE et al.,, 2013; LEE et al., 2014; LI et al,,
2014, GRAMA et al., 2014; GYANG et al., 2015).

A toxocariase ocorre em maior parte nos paises que estdo em
desenvolvimento (DELGADO & RODRIGUEZ-MORALES, 2009), porém nZo é
incomum a ocorréncia em paises desenvolvidos (LEE et al.,, 2014; WALSH &
HASEEB, 2014). As formas clinicas da doenca s&o: toxocariase oculta, neuroldgica,
ocular e visceral (DESPOMMIER, 2003; BROUCKE et al., 2015). Estas ultimas,
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podem ser discriminadas como sindrome da larva migrans ocular e sindrome da
larva migrans visceral (ROLDAN et al., 2010; SANTOS, 2012), apesar de que o
termo ‘larva migrans’ também seja usado para indicar infec¢do parasitaria causada
por outros parasitos que também realizam migragdes em tecidos e érgéos (PARK et
al., 2000; PERLMAN et al., 2010). A toxocariase visceral pode acometer diversos
orgaos e tecidos, incluindo figado, pulmdes, coracdo, encéfalo, dentre outros
(SMITH et al., 2009; MORII et al., 2015).

A infeccdo humana inicia-se a partir da ingestdo de ovos embrionados,
contendo a L3 no seu interior. Os ovos passam por todo sistema gastroesofagico,
chegam ao intestino delgado e, através da ag¢ao de enzimas e do meio acido sao
rompidos. A partir dai as larvas emergem e penetram na parede do intestino
delgado, entrando na circulagdo sistémica e podendo invadir varios 6rgaos. Nos
seres humanos nao ocorre o desenvolvimento do parasito adulto e a eliminacao de
ovos nas fezes, o que acontece normalmente no hospedeiro definitivo
(DESPOMMIER et al.,, 2003; CARVALHO & ROCHA, 2011; MENDONCA et al.,
2013; STRUBE et al., 2013).

A resposta inflamatéria € desencadeada a partir da liberacdo de produtos de
excrecao e secregao da larva (TES) que sao proteases e proteinas glicosiladas de
diversos pesos moleculares, sendo os mais citados na literatura TES-120 e TES-32
(MAIZELS et al.,, 1984, LOUKAS et al., 2000). Estes antigenos de excregédo e
secregao ativam a resposta imune do hospedeiro, originando mecanismos
imunopatogénicos que contribuem para o surgimento das formas clinicas da doenca
(GONZALES, 2014).

Na fase aguda da doenga, geralmente ha resposta celular mediada por
células T auxiliares do tipo 1 (Th1), promovendo aumento de eosindfilos, neutrofilos
e macroéfagos (ENKO et al., 2009). Na fase cronica formam-se granulomas repletos
de macrofagos que circundam as larvas na tentativa de inibir a sua migragéo
(TORINA et al.,, 2005), no entanto, estas podem permanecer viaveis no tecidos.
Nesta fase a resposta imune € mediada por células T auxiliares de tipo 2 (Th2) e
esta relacionada a produgao de anticorpos anti-Toxocara canis (PAWLOWSKI, 2001;
CARVALHO & ROCHA et al., 2011). A manifestagéo clinica da doenga € bastante
variada e depende de fatores como imunidade, estado nutricional, idade e
localizagédo das larvas no organismo, podendo se apresentar assintomatica ou com
quadros clinicos variados (FILLAUX & MAGNAVAL, 2013).
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3.3. Imunossupressao e parasitoses

O historico das parasitoses intestinais no Brasil caracterizou-se por mudangas
que ocorreram a partir da década de 80, quando as notificagbes de dbitos passaram
a ser documentadas. Tais doengas foram responsaveis por casos de obitos de 6,1 a
cada 10.000 homens, alcangando indices altissimos. Com a melhoria na qualidade
de vida da populagdo, houve um avango na reducdo, sendo mais prevalente nas
regides Norte e Nordeste, estando relacionada as condigbes socioambientais e
econdmicas (PAES & SILVA, 1999; BASSO et al., 2008).

Embora tenham ocorrido melhorias sociais nos ultimos anos relacionadas ao
saneamento basico e ao advento do Sistema Unico de Saude (SUS), o Brasil ainda
€ um pais onde a prevaléncia de parasitoses apresenta-se alta. A partir da década
de 1980, com o surgimento dos primeiros casos da sindrome da imunodeficiéncia
humana (AIDS), maior atencdo tem sido destinada a pacientes
imunocomprometidos, devido as inumeras mortes em decorréncia das doencgas
oportunistas (VILLARINHO et al., 2013). Dentre estas, as coccideo-parasitoses e os
problemas neurologicos advindos da toxoplasmose (BERNSTEEN et al., 1999).

O perfil das doencas parasitarias apresentou mudancas nos ultimos anos
(WALDMAN et al., 1999), principalmente, com o surgimento de doengas, como o
Lapus Eritematoso Sistémico (LES) (FERREIRA et al., 2008), os céanceres e outras
doengas autoimunes (SILVA et al., 2011; DARANI & YOUSEFI, 2012), nas quais,
sao utilizadas medicacbes imunossupressoras. A utilizacdo destas medicacdes
promoveu um aumento na ocorréncia e na notificacdo das parasitoses, ou seja, as
doengas parasitarias passaram a afetar grupos especificos de individuos que se
tornaram suscetiveis por causa da acao deficitaria do sistema imune (BRAZ et al.,
2015).

Os farmacos imunossupressores agem de forma a suprimir o sistema
imunitario contra os antigenos proprios € ndo préprios que atuam no organismo,
permitindo que os pacientes acometidos por doengas que requerem tal tratamento
adquiram uma melhoria na qualidade de vida (BRESSAN et al., 2010). Tal melhoria
pode ser questionada, uma vez que os pacientes sejam portadores de agentes

parasitarios quiescentes, antes da adesdo ao tratamento imunossupressor ou
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durante o mesmo (YOSHIDA et al., 2006). Diversos protozoarios sao relacionados a
uma maior intensidade de infeccdo em pacientes imunocomprometidos, dentre
estes: Toxoplasma gondii, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis,
Isospora belli, Trypanosoma cruzi, Leishmania sp., e algumas espécies de
microsporideos (FERREIRA et al., 2000). A ativagdo de um agente parasitario, como
€ o caso dos protozoarios, Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi, pode permitir
consequéncias graves, levando a quadros clinicos complicados, como problemas
neurologicos, cardiacos, dentre outros (FISHMAN, 2011; RIGANTI et al., 2012).
Estudos tém relatado a importancia da utilizacdo de medicagdes imunossupressoras
e sua relagdo com a intensidade de infeccao das parasitoses, principalmente quando
se refere a parasitos oportunistas (FERREIRA et al., 2008; ABDEL-HAFEEZ et al.,
2012). Tais estudos ja demonstram que ha agravamento da doenga parasitaria,
como € o caso da criptosporidiose com uso concomitante de imunossupressor
(HUNTER & NICHOLS, 2002).

Apesar da maioria dos relatos referentes a reativagdo de um agente
parasitario, que outrora se encontrava em quiescéncia, sejam relacionados a
protozoarios (FERREIRA, 2000; FERREIRA et al.,, 2008), os helmintos também
apresentam esta importancia, principalmente nas fases larvais que podem realizar
migragdes teciduais causando reagdes imunopatoldgicas diversificadas (GLICKMAN
et al., 1979; GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2013). Strongyloides stercoralis é um
exemplo importante, pois, dependendo da resposta imunoldgica do hospedeiro, bem
como da intensidade da infecgdo, pode se disseminar causando diversos danos
imunopatologicos (FERREIRA et al., 2008; BRAZ et al., 2015).

Estudos sobre parasitos teciduais, como Toxocara canis, e a relagdo da
infeccdo com o uso de medicagbes imunossupressoras, devem ser realizados, ja
que no Brasil, a prevaléncia da toxocariase em adultos chega a 40% em algumas
regides (CHIEFFI et al., 2009) e em criangas pode ultrapassar os 50%
(FIGUEIREDO et al., 2005; SCHOENARDIE et al., 2013).

3.4. Ciclosporina A

Estudos experimentais tém sido realizados com intuito de relacionar o uso

concomitante de medicagdes imunossupressoras com a ocorréncia de
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enteroparasitoses, parasitos teciduais ou hematozoarios (MATSUZAWA et al., 1998;
LESCANO et al., 2004; OLIVOS-GARCIA et al., 2007; DIAS, 2011; AVILA et al.,
2012; LALO & HIRSCHFELD, 2012). Estes estudos tém possibilitado analisar como
se comporta a infeccdo por agentes parasitarios em modelos experimentais
submetidos a imunossupressao farmacolégica.

A ciclosporina (CsA) é originalmente derivada do fungo Tolypocladium
inflatum gams (LIN-WANG & MANRIQUE, 2002), fazendo parte dos constituintes
inibidores da calcineurina. Este farmaco atua em linhagem especifica de células de
defesa, as células linfoides, apresentando, portanto seletividade na atuagao, nao
exercendo efeito em células de origem mieloide. A sua agdo imunossupressora
depende da formacdo de um complexo heterodimérico com seu receptor
citoplasmatico, a ciclofilina (GARCIA et al., 2004). O primeiro relato que menciona a
acao imunossupressora deste farmaco ocorreu em 1978, quando foi utilizado para
realizacdo de transplante de 6rgao sdlido (MACOVIAK et al., 1985). A partir de
entdo, a sua utilizacdo tem se expandido de forma gradual, sendo util para impedir a
rejeicdo de orgaos transplantados assim como para o tratamento de varias doengas
autoimunes (TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005).

O efeito antiparasitario deste farmaco, ja foi relatado anteriormente.
Matsuzawa et al. (1998) administraram a camundongos na dose de 100 mg/Kg/dia
previamente a infecgdo com ovos de Hymenolepis nana. Os autores observaram
que houve redugdo no numero de cisticercos quando compararam com O grupo
controle, sugerindo que ha acao antiparasitaria exercida pela CsA, e isto depende de
fatores como o agente parasitario em questao, bem como a dose do farmaco.

O efeito imunossupressor de ciclosporina foi observado em um estudo que
utilizou como modelo experimental camundongos BALB/c, no qual se verificou
aumento significativo na taxa de recuperacao de larvas de T. canis na dose de 50
mg/Kg (Lescano et al., 2004). Apesar de descrigdes na literatura mostrarem o efeito
imunossupressor da CsA, Dias et al. (2013) ao estudar a infec¢gdo por Ancylostoma
ceylanicum em hamster, ressaltou que este farmaco nao interferiu no curso da
infeccdo. Além disso, camundongos infectados por uma cepa Colombiana de
Trypanosoma cruzi, que foram tratados com CsA em doses menores que 20 mg/Kg
durante trés semanas nao apresentaram aumento significante da parasitemia e da

mortalidade (MAGALHAES, 2012). Provavelmente a imunossupressdo e o
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consequentemente aumento na intensidade da infeccao estao relacionados a dose
do farmaco.

Em relacdo as infecgbes humanas, a atividade imunossupressora da CsA
também foi mencionada por Ferreira et al. (2008) em um relato de caso de uma
paciente que apresentou disseminagao de larvas de Strongyloides stercoralis pela
via hematogénica, com o paciente evoluindo para o 6bito. Ainda, Amato et al.,
(1997) relataram um caso de aparecimento de lesbes cutaneas através da
reativagao do parasitismo por T. cruzi, em paciente acometida de doenga de Chagas

em fase cronica e receptora de rim por transplante e tratada com CsA.



4. MANUSCRITO - Imunossupresséo promovida por ciclosporina A aumenta a
intensidade de infec¢cao por Toxocara canis em camundongos Swiss

RESUMO

A toxocariase € uma doenca zoondética que apresenta ampla distribuicdo mundial. A
relacdo de doencgas parasitarias com a imunossupressdo farmacologica tem sido
muito enfatizada. Farmacos imunossupressores sao utilizados no tratamento de
doencgas autoimunes e por pacientes submetidos a transplantes. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da Ciclosporina A (CsA) sobre a intensidade de
infeccdo e a resposta humoral de camundongos Swiss infectados
experimentalmente com Toxocara canis. Para a realizacdo deste estudo, os
camundongos foram inoculados com 1200 ovos embrionados, pela via intragastrica.
Foram formados trés grupos experimentais com 10 animais por grupo: O G1 e G2
foram tratados com CsA 10 mg/Kg e 50 mg/Kg, por via oral, 15 dias antes da
infeccdo experimental, respectivamente. O G3 (controle) recebeu solugédo de salina,
pela mesma via e periodo. Foi avaliada a cinética da produgao de anticorpos anti-
Toxocara nos dias zero, 15 e 30 pés-inoculagao (P.1). No dia 30 P.l os animais foram
submetidos a eutanasia e foi realizada a recuperacdo de larvas em tecidos de
orgaos e musculatura estriada esquelética (carcaga) por digestdo tecidual. Os
animais que receberam a dose maior do farmaco (50 mg/Kg) obtiveram uma
intensidade de infec¢do 65,5% maior em relagcdo ao grupo controle (p= 0,001).
Quando o farmaco foi administrado na dose de 10 mg/Kg néo foram observadas
diferencgas significativas com relagdo ao grupo controle. Observou-se que no 15° dia
P.l, os grupos tratados com CsA apresentaram média mais elevada nos niveis de
anticorpos produzidos, ndo havendo diferenga significativa no 30° dia. Conclui-se
que a imunossupressdao desencadeada pela CsA (50 mg/Kg) promoveu o
estabelecimento de maior numero de larvas, o que foi evidenciado na recuperagao
destas. Aqui alerta-se para necessidade de um acompanhamento, quanto a
toxocariase em pacientes que utilizam esse farmaco.

Palavras-chave: toxocariase; ciclosporina; imunossupressao;
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ABSTRACT

Toxocariasis is a zoonotic worldwide distributed disease. Relationship between
parasitic diseases and pharmacological immunosuppression has been widely studied
and emphasized. Immunosuppressants are used in autoimmune diseases treatment
and transplant patients. The aim of this study was to evaluate the effect of
cyclosporine A (CsA) intensity in infection and humoral response in Swiss mice
experimentally infected with Toxocara canis. In this study,1,200 gavage fertilized
eggs were inoculated in the mices by intragastric. Three experimental groups of 10
animals each were formed. The G1 group and G2 group were treated with 10 mg/Kg
and 50 mg/Kg of CsA respectively, orally administered 15 days before eggs
inoculation.. The G3 control group received saline solution at same way and period of
the groups G1 and G2. Kinetics profile of anti-Toxocara antibodies production were
evaluated on zero, 15 and 30 days post-inoculation (P.l), and at the 30 days P.l. the
animals were euthanized. Infection intensity was assessed. Animals receiving the
highest dose of the drug (50 mg/Kg) had infection intensity of 65.5% higher
comparing to control group (p = 0.001). Significant difference wasn’t observed
between G1 group and the control group. It was observed on day 15 P.l. that the
groups treated with CsA obtained higher average levels of antibodies production,
differently of the 30™ day where no significant difference was found. It was concluded
that immunosuppression triggered by CsA (50 mg / kg) promoted the establishment
of more larvae, which was evidenced in the recovery of these. We alert up here for
the need of care of Toxocariasis infected patients using this drug.

Keywords: toxocariasis; ciclosporin; immunosuppression;

Introducéo

A toxocariase € uma zoonose amplamente difundida (OLIVEIRA-SEQUEIRA,
2002; MENDONCA et al., 2012; SARIEGO et al., 2012; SINGH et al., 2015; FIALHO
& CORREA, 2016), sendo as principais espécies relacionadas & infecgdo, Toxocara
canis (LEE et al., 2010) e Toxocara cati (FISHER, 2003). As criangas apresentam
maior susceptibilidade a infecgdo por Toxocara canis (GUILHERME et al., 2013;
FAN et al., 2013), principalmente devido ao contato com ovos larvados em areas de
recreagao, parques, pragas e caixas de areia (TINOCO-GRACIA et al., 2008; LEITE
et al., 2004; TRAVERSA et al., 2014) e a pratica de geofagia e onicofagia (TINOCO-
GRACIA et al., 2008; SHARGHI et al., 2001). Associado a isto esta o fato de
apresentarem o sistema imune ainda imaturo (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002).
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A manifestacado clinica da doenga é variada, podendo ser assintomatica
(FILLAUX & MAGNAVAL, 2013). Na fase aguda da doenga, geralmente ha resposta
celular mediada por células T auxiliares do tipo 1 (Th1), promovendo aumento de
eosindfilos, neutréfilos e macrofagos (ENKO et al.,, 2009). Na fase crbnica, a
resposta imune é mediada por células T auxiliares do tipo 2 (Th2) e esta relacionada
a produgao de anticorpos anti-Toxocara canis (PAWLOWSKI, 2001; CARVALHO &
ROCHA et al., 2011).

Os farmacos imunossupressores atuam de forma a suprimir o sistema
imunitario, permitindo que os pacientes adquiram uma melhoria na qualidade de vida
(BRESSAN et al.,, 2010). Contudo, caso estes pacientes sejam portadores de
agentes parasitarios antes da adesao ao tratamento imunossupressor ou durante o
mesmo, podem vir a desenvolver uma parasitose de forma mais grave, sendo
importante uma maior atengao inclusive com a realizagao de exames parasitolégicos
(BRAZ et al., 2015). A reativacdo de formas latentes em individuos submetidos a
imunossupressao farmacolégica tem sido extensivamente relatada (SANTOS-NETO
et al.,, 2003; FISHMAN, 2011; RIGANTI et al., 2012, RIZO-TOPETE et al., 2015),
sendo a maioria referente a infecgdes por protozoarios.

Contudo, é importante que estudos que relacionem as infecgdes por
helmintos com casos de imunossupressao sejam mais explorados. Em relagéo a
infeccdo pelo nematdédeo T. canis, ja foram realizados estudos que avaliaram o
curso da infeccdo em modelos experimentais imunocomprometidos (LESCANO et
al., 2004; AVILA et al., 2012). Porém, é importante a realizagcdo de novas pesquisas
para uma melhor compreensao da dinamica da toxocariase em modelo experimental
imunocomprometido farmacologicamente.

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar o efeito da ciclosporina A sobre a
intensidade de infeccdo em camundongos Swiss infectados experimentalmente com

Toxocara canis.

Material e métodos

Animais

Utilizou-se neste experimento um total de 30 camundongos Swiss, fémeas,

entre cinco e sete semanas de idade, provindas do Biotério Central da Universidade
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Federal de Pelotas (UFPEL). Os animais foram mantidos sob temperatura controlada
22 (£ 2°C) e ciclo de iluminagao claro-escuro (12 horas), tendo ragcao (sem adi¢ao de
antibioticos e antifungicos) e agua ad libitum.

O manuseio dos animais e os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com a legislagao Brasileira (LEI N° 11.794 de 8 de outubro de 2008),
seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA), ap6s parecer favoravel do CEEA - Comité de Etica em Experimentagao
Animal (CEEA - 7921-2014).

Recuperacédo de Toxocara canis adultos e embrionamento dos ovos

Caes com idade entre quatro e oito semanas foram tratados com pamoato de
pirantel (15 mg/Kg) para a eliminacdo de formas adultas de T. canis. Apés, foi
realizada a sexagem, identificagdo especifica das formas adultas e histerectomia
para coleta dos ovos.

Os ovos de T. canis foram colocados em frascos previamente identificados, e
incubados em formalina 2%, a 28°C, umidade acima de 80%, sob aeragdes diarias,
durante 30 dias. Apds, observou-se a motilidade das larvas no interior dos ovos
embrionados (AVILA et al., 2012).

Delineamento experimental

Para a realizacdo do experimento foram formados trés grupos de 10
camundongos (G1, G2, e G3). Os camundongos do G1 e G2 receberam
Ciclosporina A (CsA — Sandimmum ®), na dose de 10 mg/Kg e 50 mg/Kg,
respectivamente. A administracdo de CsA foi realizada por via oral, em dias
alternados, durante 15 dias antes da infecgdo experimental. Os animais do G3
(controle) receberam doses de PBS, durante o mesmo periodo pela mesma via. A
seguir, foi realizada administragdo oral de aproximadamente 1.200 ovos

embrionados, por camundongo, utilizando uma sonda intragastrica (AVILA, 2012).
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Recuperacéo de larvas de Toxocara canis pela técnica de digestao tecidual

Ao final do periodo experimental (30 dias) os animais foram submetidos a
eutanasia. Posteriormente, foi realizada a técnica de recuperacdo das larvas de
Toxocara canis por meio da digestao tecidual de érgaos (figado, pulmdes, encéfalo,
rins, coragao e olhos) e musculatura esquelética utilizando solugéo de pepsina 1% e
acido cloridrico (HCI) 1%, mantendo sob agitagdo, a 37° C por 24 horas (Wang &
Luo, 1998).

Avaliacdo da cinética de producdo de anticorpos totais anti-Toxocara canis
pelo ensaio imunoenzimético (ELISA) indireto

Para a realizacdo da pesquisa de anticorpos totais anti-Toxocara foram
realizadas trés coletas de sangue através do plexo venoso retro-orbitario nos dias
zero, 15 e 30 pos-inoculagdo (P.I). O sangue foi centrifugado a 2000 RPM/10
minutos em uma microcentrifuga (Eppendorf ®) e apds, os soros foram separados e
mantidos a -20 °C. Para a realizacdo do ELISA indireto, placas de poliestireno foram
sensibilizadas com antigeno de secrecdo e excregcao de T. canis (TES) na
concentracdo de 1 pyg/mL (DE SAVIGNY et al.,, 1975). A seguir, os soros foram
adicionados, em duplicata, na diluicdo 1:50 e como anticorpo secundario foi utilizado
um conjugado de imunoglobulinas totais de camundongo, ligadas a peroxidase
(Sigma®), na diluicdo de 1:5000. A reacao foi finalizada com a utilizagdo de acido
sulfurico (H2SO4) 1 N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (ThermoPlate®) em

comprimento de onda 492 nm.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS ®), versao 22 para Windows. As variaveis em estudo foram
caraterizadas através da média (M) e do desvio-padrdao (DP), com os resultados
apresentados na forma M £ DP. Foi considerado um nivel de significancia de 5%
para as conclusdes dos testes estatisticos.

Utilizou-se o Teste de Kruskal-Wallis (comparagdo entre trés grupos

independentes), Teste de Friedman (comparacao entre os niveis de anticorpos anti-
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T. canis produzidos nos periodos pos infeccado — medidas repetidas) e Coeficiente de
Correlacao (correlagao entre o numero de larvas e a titulagao de anticorpos).

Nos casos em que o Teste de Kruskal-Wallis e o Teste de Friedman foram
significativos (p<0,05), foram utilizados os testes de comparag¢des multiplas pelo
procedimento de Dunn para verificar entre que grupos as diferengas sao

significativas.

Resultados

Tratamento com CsA aumenta a recuperacao de larvas de T. canis

A intensidade de infecgdo (M £ DP) nos diferentes 6rgaos e na musculatura
esquelética dos camundongos, dos trés grupos em estudo, esta apresentada na
Tabela 1 e na Figura 1. A média total de larvas recuperadas nos camundongos do
G2 (CsA 50 mg/Kg) foi significativamente superior a obtida nos camundongos do G1
(CsA 10 mg/Kg) e do G3 (controle), sendo que a recuperagao de larvas no G2 foi de
65,5% maior em comparagdo ao G3. A recuperagao média de larvas no figado,
pulmbes, encéfalo e musculatura esquelética (carcaga) também foi
significativamente superior no G2 em relagdo aos demais grupos. Além disso, néo

houve diferenca significativa entre o G1 e G3.

TABELA 1 — Numero de larvas de Toxocara canis (média + desvio-padrao) recuperadas em érgaos e
musculatura esquelética de camundongos previamente tratados com ciclosporina A (n=10).

< G1 G2 G3 - Controle Teste de Kruskal-
VARIAVEIS (CsA 10 mg/Kg) (CsA 50 mg/Kg) (PBS) Wallis
Figado 10.50 + 6.08 ® 24.00+9.68° 12.70 +6.13 2 p = 0,006
Pulmdes 440+241° 9.70+3.37°" 520+3.39°% p = 0,005
Encéfalo 60.90 + 36.23 2 122.50 + 26.37 " 74.20 £24.27 % p = 0,002
Rins 170+ 0.482 1.00+1.05 2 0.90+0.99°2 p = 0,067
Coracéo 1.50+1.43°% 210+£1.73%2 0.80+0.79°2 p = 0,141
Musculatura 15.60 + 4.79° 33.70 £ 9.07° 23.30 + 13.23°% p = 0,001
Olhos 0.30+0.48°% 0.70 £ 0.67°2 0.40+0.52°% p=0,323
Total 94.90 + 42502 193.70 + 33.66° 117.50 + 37.02° p = 0,001

2% hao existem diferencas significativas entre grupos com a mesma letra: p > 0,05 nos testes de

comparagdes multiplas pelo procedimento de Dunn.
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Cinética da producédo de anticorpos contra T. canis

Na Tabela 2 estdo apresentados os niveis médios de anticorpos anti-
Toxocara canis e a comparagao entre os trés grupos de camundongos entre os
periodos pés-inoculagdo (P.l). Na comparagdo entre os grupos foi observada
diferenca sgnificativa 15 dias P.l sendo que o grupo controle (G3) foi quem
apresentou nivel médio de anticorpos mais baixo, entretanto, ndo houve diferenca
entre os trés grupos 30 dias P.I.

Em relacdo aos periodos pds-inoculagao, os testes multiplos mostraram que
os camundongos tratados com CsA (G1 e G2) nao ocorreu aumento significativo dos
niveis de anticorpos entre 15 e 30 dias P.l., enquanto que no grupo controle (G3) o
nivel médio de anticorpos 30 dias P.l foi superior significativamente aos 15 dias P.I
(ocorreu aumento). A informagdo da Tabela 2 esta apresentada graficamente na
Figura 2.

TABELA 2 — Niveis de anticorpos (média + desvio padrao) totais anti-Toxocara em camundongos

Swiss tratados com Ciclosporina A e posteriormente infectados por ovos de T. canis, nos dias zero,
15 e 30 dias pos-inoculagéo (n=10).

PERIODOS Teste de Comparag¢fes multiplas
GRUPOS . . . Friedman Diazero Diazero Dia15vs.
Diazero Dial5P.1 Dia 30 P.1 (1) vs.15P.| vs.30PI 30 P
G1 - CsA 10 mg/Kg - 0.331+.060 0.329+.058 p=0,001 p=0,002 p=0,002 p=1,000
G2 - CsA 50 mg/Kg - 0.292 +.068 0.281+.048 p=0,001 p<0,001 p=0,001 p=0,655
G3 - Controle - 0.207 +.074 0.333+.061 p<0,001 p=0,014 p<0,001 p=0,034

Elz')este de Kruskal-Wallis ) p=0004 p=0126

' comparagao entre os periodos em cada grupo.
2) comparacao entre os trés grupos em cada periodo.
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FIGURA 2 — Niveis de anticorpos (média + desvio padrao) totais anti-Toxocara em camundongos
Swiss tratados com Ciclosporina A e inoculados com ovos de T. canis, nos dias zero, 15 e 30 dias
pés-inoculagéo (n=10).
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Correlacédo do numero de larvas recuperadas com os niveis de anticorpos

Na Tabela 3 estad apresentado o coeficiente de correlagdo entre o numero

total de larvas e niveis de anticorpos nos dias 15 e 30 P.I em cada grupo
experimental.

TABELA 3 — Coeficiente de correlagdo entre o numero de larvas de Toxocara canis recuperadas de

6rgaos e musculatura estriada esquelética e niveis de anticorpos totais produzidos contra Toxocara
canis em camundongos Swiss tratados com Ciclosporina A (n=10).

LARVAS

Dia 15 pos-infeccao Dia 30 p6s-infecgao
G1 - CsA 10 mg/Kg
Total de Larvas r =0,200 (p = 0.580) r=0,018 (p = 0.960)
G2 - CsA 50 mg/Kg
Total de Larvas

r=-0,176 (p = 0.627)
G3 - Controle
Total de Larvas

r = -0,200 (p = 0.580)
r=-0,571 (p = 0.084)
r — Coeficiente de Correlagao; p — valor de significancia.

r=-0,286 (p = 0.424)
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FIGURA 3 - Esplenomegalia acentuada em camundongo Swiss

tratado com CsA (50 mg/Kg), inoculado com ovos de Toxocara canis
e submetido a eutanasia 30 dias pods-inoculagao.

1. Baco de
camundongo do grupo controle; 2. baco de camundongo tratado com
CsA 50 mg/Kg.

Discusséao

Este estudo avaliou duas doses (10 mg/Kg e 50 mg/Kg) de CsA,
administradas 15 dias previamente a infecgdo por Toxocara canis em camundongos

Swiss. Quando administrada CsA na dose de 50 mg/Kg, foi possivel observar
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aumento na intensidade de infecgdo, com um percentual de recuperacao das larvas
de T. canis 65,5% maior em relagdo ao grupo controle. Os sitios com maior numero
de larvas recuperadas foram encéfalo e musculatura esquelética, estando de acordo
com a fase crénica da infec¢do, assim como observado por Lescano et al. (2004) e
Avila et al. (2012). O efeito imunossupressor da CsA durante a infecgao por T. canis
ja havia sido observado. Semelhante ao presente estudo, Lescano et al., (2004)
verificaram que a CsA, usada na dose de 50 mg/Kg, apresentou efeito
imunossupressor e aumentou a intensidade de infecgdo por T. canis em
camundongos BALB/c infectados com 300 ovos larvados de T. canis. Entretanto, no
presente estudo, foram avaliados aspectos nao testados anteriormente como: a
linhagem de camundongo Swiss, numero de ovos de 1.200 e dose do farmaco de 10
mg/Kg.

Um achado interessante no presente estudo foi a esplenomegalia observada
em todos os camundongos tratados com CsA 50 mg/Kg (Figura 3). E importante
destacar que este aumento pode ter sido ocasionado pelo uso do imunossupressor,
uma vez que o grupo controle que também foi infectado com ovos de Toxocara canis
nao apresentou esplenomegalia. Tal fato também foi observado por Galvan et al.
(2006), quando administraram este farmaco na dose de 50 mg/Kg a camundongos
infectados pelo microsporidio Encephalitozoon intestinalis. Apesar deste achado, os
autores relataram que ndo houve disseminagao parasitaria € nem aumento da
infeccao por este parasito no grupo imunocomprometido, pois alguns mecanismos
poderiam estar envolvidos, impedindo a disseminagdo como a imunidade inata e a
imunidade de mucosa (GALVAN et al., 2006). Além disso, sabe-se que a eficacia de
um determinado tratamento ou farmaco ndo depende apenas do principio ativo, mas
da dose, da formulagao utilizada, da frequéncia de administracdo e da duragdo do
tratamento (FOK & KASSAI, 1998).

Demais estudos experimentais foram realizados para avaliar o efeito da CsA
em diferentes parasitoses. A utilizacdo deste farmaco na dose de 30 mg/Kg, em
camundongos infectados pelo protozoario Trypanosoma cruzi, estda associada a
lesdes no miocardio e cérebro, bem como elevagdo nos niveis de parasitemia
(MAGALHAES, 2012). Entretanto, quando a CsA foi administrada em doses
menores que 20 mg/Kg, camundongos infectados por T. cruzi ndo apresentaram
aumento da parasitemia e da mortalidade (ANDRADE et al., 1997). Resultado

semelhante foi observado por Dias et al. (2013) que, ao estudarem a infeccéo por
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Ancylostoma ceylanicum em hamster, ressaltaram que este farmaco nao interferiu
no curso da infecgao. Isto ocorreu provavelmente devido a menor dose administrada
aos animais (10 mg/Kg), estando de acordo com o observado neste estudo,
sugerindo que a dose do farmaco pode estar diretamente relacionada a ocorréncia
de imunossupressao e consequentemente a maior intensidade da infeccéao.

O efeito de outros farmacos imunossupressores, como ciclofosfamida,
dexametasona e betametasona também foi avaliado na infeccdo por T. canis
(LESCANO et al., 2004; EID et al., 2011; AVILA et al., 2012). Assim como observado
com CsA, o farmaco ciclofosfamida, utilizado na dose de 50 mg/Kg, causou efeito
imunossupressor em camundongos infectados por T. canis, promovendo um
aumento na intensidade da infecgdo de 162,1% com relagdo ao grupo controle
(AVILA et al., 2012). Quando a ciclofosfamida foi utilizada na dose de 20 mg/Kg/5
dias em camundongos, observou-se intensificagdo da infec¢do no 15° dia P.I,
havendo também reducao significativa nos niveis de IL-5, citocina importante no
controle e producdo de eosindfilos (EID et al., 2011). A dexametasona (5 mg/Kg),
também apresentou efeito imunossupressor em camundongos com toxocariase,
contudo, a betametasona (1 mg/Kg), ndo apresentou este efeito, quando
administrada apos a infeccdo dos animais (LESCANO et al., 2004; AVILA et al.,
2012).

Apesar do aumento nos niveis de anticorpos anti-Toxocara ja ter sido
relacionados a maior intensidade de infecgado conforme Avila et al. (2012), no
presente estudo isso nao foi observado. Lescano et al. (2004), relataram a
ocorréncia de um nitido retardo na producéo de anticorpos nos animais tratados com
CsA 15 dias antes da infecgdo por T. canis, fato ndo observado no grupo que
recebeu CsA 45 dias péds-infeccdo. Os autores sugerem que o efeito
imunossupressor ocorre quando o farmaco é administrado previamente a infecgao,
porém os mecanismos que justificam isso ainda n&o estao esclarecidos. No que se
refere ao teste de correlacao linear, para estabelecer a relacdo entre os niveis de
anticorpos e numero de larvas recuperadas, neste estudo ndao houve relagao, tal fato
também foi relatado por Avila et al. (2012).

Embora outros trabalhos realizados tenham destacado o efeito antiparasitario da
CsA em diversas protozooses e helmintoses (CHAPPELL & WASTLING, 1992; BELL
et al., 1996; COLEBROOK; JENKINS; LIGHTOWLERS, 2002; DZIK et al., 2006),

neste estudo, houve comprovado efeito imunossupressor observado pela maior
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intensidade de infeccdo em camundongos que receberam a dose de 50 mg/Kg.
Baseado neste resultado, pode-se inferir que a dose do farmaco esta relacionada a
sua acao imunossupressora, isto é, doses menores podem nao promover efeito
imunossupressor, como foi visto por Dias et al. (2013).

Atualmente é crescente a utilizacdo de farmacos imunossupressores, sendo
assim, a realizagao de estudos relacionando o efeito imunossupressor de farmacos
com a ocorréncia de doencas parasitarias apresenta elevada relevancia. A partir
deste estudo foi possivel conhecer a dindmica da toxocariase em modelo
experimental Mus musculus (Swiss), visto que nao tinha sido realizado estudo nesta
linhagem utilizando a CsA como imunossupressor. A introdugdo de farmacos
imunossupressores no tratamento das doengas autoimunes permitiu que os casos
de parasitoses fossem mais notificados (BRAZ et al.,, 2015), principalmente as
protozooses. Contudo, estudar a relagao destas medicagdes com as helmintoses
ainda necessita maior atencao.

A acédo da ciclosporina como agente imunossupressor foi comprovada neste
estudo, desta forma, é importante que sejam tomados os devidos cuidados com os
pacientes que dependem deste farmaco para tratamento das doengas autoimunes,

bem como pacientes transplantados.
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5. Consideracdes finais

O tratamento com CsA (50 mg/Kg) exerceu um efeito imunossupressor em
camundongos experimentalmente infectados por T. canis, comprovado pela maior
intensidade de infeccdo de larvas recuperadas, contudo em dose menor (10 mg/Kg)
tal efeito ndo foi observado.

Os niveis de anticorpos anti-Toxocara no 15° dia pés-inoculagéo, nos grupos
tratados com CsA, foram menores que os do grupo controle, porém nao houve
diferenga entre os trés grupos no 30° dia. Também n&o houve correlagdo entre os
niveis de anticorpos e o numero de larvas recuperadas.

E importante o desenvolvimento de outras pesquisas que avaliem diferentes
doses deste farmaco assim como diferentes periodos da infecgao por T. canis. A
CsA é um farmaco amplamente utilizado e os pacientes tratados devem ser

advertidos quanto a possibilidade da toxocariase assim como de outras parasitoses.
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| - NUmero de larvas de Toxocara canis recuperadas em 6rgaos e musculatura

esquelética em camundongos Swiss albino experimentalmente infectados
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G2 - Ciclosporina 50mg/Kg
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