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O Toxocara vitulorum ¢ um nematodeo parasita do intestino delgado
particularmente de bezerros bufalos muito jovens e pode ocasionar morte dos mesmos
quando ndo tratados. Este trabalho objetivou a imunizagdo de camundongos com
diferentes antigenos deste parasita para verificar a capacidade do sistema imunoldgico
de inibir a migra¢do larval para diferentes tecidos, através da contagem de ovos

eliminados nas fezes e da presenga de larvas nos tecidos. A histopatologia das lesdes

teciduais provocada pela migra¢do larval bem como a quantificagdo de mastocitos e

eosindfilos do intestino grosso, também foram realizados. Para tanto, trés grupos de
camundongos foram imunizados com: antigenos do fluido perientérico (Pe) do parasita
adulto. antigenos extrato soluvel bruto (Ex) e excretor/secretor (ES) de larvas
infectantes de 7. vitulorum. Estes trés grupos foram comparados com o grupo controle,
ndo imunizado. Todos os grupos foram desafiados com ovos infectantes deste parasita e
necropsiados em trés periodos diferentes apos o desafio: sete horas, quatro dias e 30
dias poés-infec¢do. Realizou-se a contagem de ovos e de larvas nas fezes dos
camundongos e o grupo imunizado com antigeno Pe foi o que eliminou a maior
quantidade de larvas. Apds a necropsia, realizou-se a retirada de tecido do intestino
delgado, intestino grosso, figado, pulméo, coragdo. cérebro e musculos (diafragma,
lingua e quadriceps femural). Estes tecidos foram digeridos (por digestdao péptica) e as
larvas foram identificadas e contadas em cada tecido. O maior numero de larvas foi
encontrado no intestino grosso no periodo de sete horas apos o desafio, em todos os
grupos examinados, porém. este numero foi significativamente inferior (p<0,005) nos
grupos imunizados. Com quatro dias apos o desafio, as larvas concentravam-se,
preferencialmente, no figado e pulmdes, e os grupos imunizados apresentaram uma
quantidade muito menor de larvas, significativo para o figado e pulmdo (p<0.005) em

relagdo ao grupo controle. No periodo de 30 dias apds o desafio, as larvas recuperadas
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no cérebro’ e no musculo, mesmo que em pequena quantidade, demonstraram a

capacidade das larvas de alcangar estes tecidos. A porcentagem da inibig&o larval para o

figado foi de 86% para o antigeno Ex; 79% para o antigeno Pe e 58% para o antigeno
ES. O nimero de mastdcitos no intestino grosso dos animais imunizados nio foi
relevante em relagdo ao controle, mas os eosinéfilos aumentaram 15 vezes nos animais
imunizados. As reagdes inflamatorias observadas nos tecidos dos animais imunizados
com os trés antigenos foram mais intensas que nos tecidos dos animais do grupo
controle, deixando claro a capacidade dos antigenos de T. vitulorum de estimular
imunologicamente o hospedeiro na tentativa de inibir a migragdo de larvas pelos
tecidos. As células identificadas nos focos inflamatérios foram eosinofilos, neutréfilos e
macrofagos, mas com total predomindncia de eosinofilos em todos os tecidos

observados.

Palavras-chave: bufalo, Toxocara vitulorum, imunizagio, camundongos.
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ABSTRACT

Toxocara vitulorum is a nematode parasite of the small intestine, particularly, water
buffalo calves and can cause high morbidity and mortality when the calves are not
treated. The objective of this study was immunization of mice with different antigens
from T. vitulorum adult and larvae in order to verify the capacity of the immune system
to inhibit larval migration from gut to different tissues. The histopathology lesions
caused by the larval migration was studied as well as the mast cell and eosinophil
quantifications in the large intestines. Three groups of mice were immunized with:
perienteric fluid (Pe) of adult and excretory/secretory (ES) and soluble extracts (Ex) of
infective larvae of 7. vitulorum. One group of no immunized animals was considered

the control of the experiment. All groups were challenged with T. vitulorum infective

eggs and necropsied in three different periods after challenging: 7 hours, 4 and 30 days.

Eggs and larvae counts in the feces of the mice were accomplished and revealed that the
immunized group of animals with Pe antigen eliminated the highest number of larvae.
Tissues of small and large intestines, liver, lung, heart, brain and muscle (diaphragm.,
tongue e quadriceps femoris) were removed, by peptical digestion and the larvae present
in these tissues were identified and counted. The greater larval number was found in the
large intestine 7 hours after challenging in all examined groups; however, this number
was significantly lower (p<0,005) in animals of immunized groups. On day 4 after
challenging. a greater number of larvae were found in the liver and lungs in control
group. but in immunized groups a very lower numbers were seen in liver and lungs
(p<0.,005). On day 30 after challenging larvae were recovered in the brain and muscle,
but in very low numbers. The percentage of larval inhibition of migration to the liver
was 86% for Ex. 79% for Pe, and 58% for ES antigens. The number of mast cells in the

large intestine in both immunized and no immunized animals were seen in low counts,
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Xvii

but the eosinophil numbers increased 15 times in the immunized animals. The

inflammatory reactions observed in immunized animal were more intense than the

reactions in no immunized mice for all three antigens. The inflammatory cells found in

the tissues were eosinophils, neutrophils e macrophagos, but with predominance of

eosinophils.

Key words: water buffalo, Toxocara vitulorum, immunization, mice
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INTRODUCAO

A incidéncia de enfermidades parasitarias € muito alta e por esta razio é
mundialmente pesquisada, e em paises subdesenvolvidos esta incidéncia € gravemente
acentuada em todas espécies de animais.

O nematdédeo Toxocara vitulorum, parasita intestinal pertencente a Familia
Ascarididae que acomete mundialmente e em grande escala bezerros bufalos, causa
perdas econdmicas aos produtores.

O T. vitulorum ¢ transmitido para os bezerros, principalmente pelo leite e colostro
das fémeas contendo larvas infectantes, as quais evoluem para a forma adulta no
intestino, podendo ocorrer danos no local e até levar o animal a morte. Quando
infectados com ovos presentes no ambiente, estes eclodem, penetram no intestino e
migram para os tecidos causando lesdes traumaticas muitas vezes irreversiveis, antes
mesmo de tornarem-se adultos.

Porém, 30-45 dias ap6s o nascimento, os bezerros expulsam espontaneamente os
parasitas adultos e permanecem protegidos da reinfec¢do. Dessa forma, este parasita
estimula a resposta imunologica, tanto através de antigenos larvais como de antigenos
de adultos.

Em pesquisas especificas, observou-se que o manejo. o estado nutricional e o uso
de anti-helminticos limitam o desenvolvimento do parasita adulto no animal, porém, os
estadios larvais nos tecidos das fémeas adultas sdo irremediaveis, principalmente porque
as larvas permanecem em estado de “hipobiose™ na musculatura e no cérebro. ndo sendo
assim reconhecidas pelo sistema imunologico. As fémeas. entdo, sdo consideradas
fontes contaminantes diretas para seus bezerros e talvez ao homem.

Contudo, uma forma de controle seria a imunizagio das mées para inibir a migragdo

larval para a glandula mamaria e subseqiiente impedimento da ingestdo pelos seus
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bezerros. Assim, em relagéo ao parasita 7. vitulorum, trés diferentes antigenos ja foram

obtidos: o liquido perientérico de adultos (Pe), o excretor/secretor (ES) e o extrato

soluvel bruto (Ex) de larvas infectantes (AMERASINGHE et al., 1992; STARKE-
BUZETTI et al, 2001; SOUZA, 2001; FERREIRA, 2002). Estes trés antigenos
detectaram niveis altos de anticorpos no soro e no colostro de bufalas adultas e no soro
de bezerros bufalos naturalmente infectados com 7. vitulorum. Estes resultados
demonstraram que ha uma resposta imune-humoral contra esta infec¢@o parasitaria. No
entanto, resta conhecer se estes antigenos irdo desencadear no hospedeiro uma resposta
imunolégica protetora, principalmente contra as larvas migratdrias teciduais.

Como os camundongos podem servir de modelo para o estudo da migragdo larval, o
presente trabalho objetivou a utilizagdo de antigenos obtidos das larvas (Ex e ES) e do
adulto (Pe) de T. vitulorum para imunizar estes animais e verificar se estes antigenos
apresentam capacidade de proteg¢do imunoldgica inibindo a migragdo larval através dos

tecidos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Imuniza¢do de camundongos com os seguintes antigenos larvais (Ex e ES) e de

adultos (Pe) de T. vitulorum para verificar se estes antigenos apresentam a capacidade

de estimular o sistema imunolégico para inibir a migrag@o de larvas pelos tecidos.

Objetivos especificos

. Quantificagdo de larvas presentes na mucosa, as quais foram expulsas nas fezes dos
camundongos sete horas apds o desafio com ovos infectantes de T. vitulorum.

. Quantificacdo das larvas presentes na digestdo péptica tecidual do intestino delgado e
grosso, figado, pulmdo, coragdo, musculos e cérebro, sete horas, quatro e 30 dias
apos o desafio.

. Verificar a percentagem da inibi¢do da migragdo larval para o figado, quatro dias
apos o desafio.

. Quantifica¢do do nimero de mastdcitos e eosindfilos presentes na parede do intestino
grosso sete horas apos o desafio.

Verificar a intensidade das reagdes inflamatorias observadas nos tecidos em

decorréncia da migragéo larval no periodo de sete horas e quatro dias apds o desafio.
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REVISAO DE LITERATURA

Toxocara vitulorum (GOEZE, 1782) WARREN, 1970 é um nematodeo parasita,
pertencente a superfamilia Ascaridoidea (RAILLIET & HENRY, 1915) e familia
Ascarididae. Ha décadas muitos pesquisadores vem observando que o presente parasita
€ o principal agente causador de morte entre os bubalinos de um a trés meses de idade e
que quando ¢ altamente prevalecente e o animal ndo é medicado. a taxa de mortalidade
pode variar de 30% a 50% (DAS & SINGH. 1955: PATNAIK & PANDE, 1963 e LAU,
1999).

Um outro fator que deve ter importancia relevante ¢ a dimensdo do T. vitulorum
adulto localizado no intestino delgado do hospedeiro. ROBERTS (1993) citou, em sua
revisdo, que no pico da liberagdo dos ovos pelas fezes, as fémeas mediam em torno de
15 a 31 cm e os machos de 10.5 a 20,4 cm. Reportou ainda, que os bufalos poderiam ser
encontrados com até centenas de exemplares adultos. STARKE et al. (1993), também
através de mensuragdes deste parasitas, observaram que o comprimento, didmetro e
massa eram. respectivamente, 15.0 a 27.5 cm; 2.5 a 4.0 cm e 1.2 a 2,4 g nos machos, e
17.0 a 40,0 cm; 3,0 a 7.0 cm e 2.5 a 8.0 g nas fémeas. Desta forma estes nematddeos
enovelados no intestino delgado causam obstrugdes que dificultam a passagem do bolo
alimentar. dificultando a sua absorcao.

De maneira geral, os bufalos encontram-se altamente infectados com T. vitulorum,
aproximadamente dos 15 aos 120 dias de idade. O pico maximo de elimina¢do de ovos
nas fezes dos animais ocorre em média aos 45 dias, mas em seguida. a contagem destes
ovos declina e coincide com a expulsdo natural dos parasitas adultos pelas fezes do
hospedeiro. Neste periodo. a contagem de ovos (OPG) decresce rapidamente para
alcancgar o valor zero em torno de 120 dias de idade em decorréncia da expulsdo natural

(STARKE et al., 1983: NEVES, 2001; SOUZA, 2001 ¢ STARKE-BUZETTI, et al.,

A
AVAVEY

A
2 3 4 5 6 o unespwl 12 13 14 15 1o 17 18



2001). Esta precocidade de infecg¢do foi atribuida por alguns pesquisadores, como sendo
pré-natal (HERLICHE & PORTER, 1953; REFUERZO & ALBIS-JIMENEZ, 1954;
DAS & SINGH, 1955). Posteriormente, experimentos com 7. vitulorum, indicaram a
possibilidade dos bezerros bufalos adquirirem esta parasitose através do colostro
(TONGSON, 1971; WARREN, 1971; CHAUHAN et al., 1974; MIA et al., 1975;
GAUTAM et al., 1976; BARUAH et al., 1981; BANERJEE et al., 1983; ROBERTS,
1990a.b; STARKE et al., 1992). Assim sendo, a transmissdo transmamaria tém um
papel muito importante na infec¢do precoce dos bezerros bufalos.

ROBERTS (1990a), através de larvas marcadas, de 7. vitulorum em bufalos,
demonstrou que as larvas presentes no figado e nos pulmdes, um a oito dias antes do
parto, migravam para a glandula mamaria. Nesse Orgdo, a larva continuava seu
crescimento e 90% delas, eram eliminadas através do colostro/leite, pela maioria das
bufalas estudadas, durante os primeiros seis dias apos o parto. Concordantemente,
STARKE et al. (1992) evidenciaram a presenga de larvas deste helminto no
colostro/leite de bufalas, do parto ao 26° dia pés-parto (70% dos animais analisados).

Demonstrando a patogenicidade deste parasita, ENYENIHI (1969) constatou que os
bezerros bufalos infectados com 7. vitulorum mostravam uma progressiva redug¢do no
ganho de peso com o aumento do numero de parasitas adultos presentes no intestino.
Além disso, verificou clinicamente que os animais perdiam peso durante o segundo més
de vida. mostrando sinais clinicos de inapeténcia. anemia, diarréia, colicas
intermitentes, timpanismo, pélos arrepiados e opacos. ROBERTS (1993), em sua
revisdo. cita como sinais clinicos, além de anorexia e diarréia. ocorréncia de constipagao
entérica, desidratagdo. esteatorréia, dor abdominal e um odor butirico no tubo digestivo.
Pode ocorrer também. mas menos comumente, obstrugdo do trato alimentar do animal e
intussuscepgdo. Além disso, estes helmintos adultos perfuram a parede intestinal e
atingem outras visceras. como o figado (SRIVASTAVA. 1963).

A larva deste helminto realiza, portanto, migragdes pelo corpo do animal.

WARREN (1971), estudando em camundongos a sobrevivéncia € 0 comportamento

migratorio da larva de 7. vitulorum apds a infec¢do com ovos infectantes, constatou que

as larvas eram encapsuladas através de rea¢des inflamatorias imune-celulares no figado
e nos pulmdes. onde muitas delas eram mortas, embora uma pequena proporgdo
conseguia escapar continuando a migragdo para a musculatura esquelética do
hospedeiro. Estudos clinicos da toxocarose nos bezerros bufalos revelaram que as

migragdes larvais ocasionavam sugestiva insuficiéncia hepatica (GUPTA et al., 1976)
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que podia ser ocasionada ou pela liberagdo de toxinas (DAS & SINGH, 1955) ou pelas
lesdes viscerais traumaticas (SRIVASTAVA, 1963). Além disso, RAI et al. (1971)
citados por GUPTA et al. (1976), observaram niveis elevados de histamina no sangue
de bezerros infectados. correlacionados com as lesdes teciduais e a toxemia. As
irritagdes pulmonares decorrentes da migragao larval, normalmente, entre os dias 8 e 21,
podiam provocar o desenvolvimento de uma reac¢do inflamatdria em tormo da larva
(REFUERZO et al., 1952; ENYENIHI, 1970) levando os animais a um processo de
pneumonia secundaria a migracao larval.

OMAR & BARRIGA (1991) infectaram coelhos com ovos de T. vitulorum nos dias
zero. 35 e 72. 10 e 4% dos parasitas administrados passaram nas fezes durante trés dias
em seguida a primeira e segunda infec¢do respectivamente. mas 32% depois da terceira.
Muitas larvas foram eliminadas na terceira infec¢do, mas nenhuma na primeira e
segunda. No figado foram recuperadas 593 larvas. no pulmdo 243 e zero nos musculos
no dia 5 pés-infecgdo (pi): 282 no figado, 138 no pulmio e 21 nos musculos no dia 15
pi; 151 no figado, 21 no pulmao e 50 nos musculos no dia 30 pi; zero no figado, 26 no
pulmdo e 15 nos musculos no dia 65 pi; zero no figado, zero no pulmdo e nove nos
musculos no dia 101 pi. Nenhuma larva foi encontrada em outro tecido. O tamanho das
larvas encontradas nos musculos aos 30, 65 e 101 dias indicou que o parasita ndo se
desenvolveu, mas estava provavelmente em estado hipobidtico no organismo.

Na Tabela 1 estdo sumarizados locais onde as larvas de 7. vitulorum e T. canis
foram observadas em diferentes tecidos em trabalhos realizados por diferentes
pesquisadores.

MIA et al. (1975) apesar de concordar que as bufalas adultas eram consideradas
hospedeiros intermediarios desta infecgdo, ndo conseguiram explicar como os parasitas
no animal adulto iriam tornar-se infectantes aos animais susceptiveis. Mas mesmo
assim. sugeriram que o estresse provocado pela prenhez, pelo parto e pela lactagdo é que
poderia contribuir para o desencadeamento desta parasitose, onde as bufalas,
comportando-se como hospedeiros intermediarios, seriam fontes de infecgio aos seus
bezerros ainda no periodo de lactagdo. A imunossupressao observada durante a prenhez
e a lactagdo poderia ser provavelmente devido as alteragdes endocrinologicas que

ocorrem no animal neste periodo. Portanto. a resposta imunologica deprimida no peri-

parto tem importante papel na ecologia parasitaria. O ciclo de vida do hospedeiro

sincronizado com o do parasita pode trazer beneficios para a atividade parasitaria e
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TABELA 1 - Presenga de larvas de Toxocara spp. em diferentes tecidos observados por varios autores.

Intestino

Figado

Pulmio

Rim Coragio
Pancreas

Mesentério

Baco

Cavidade Traquéia Cérebro

Abdominal

Esofago

2 horas
8horas — todo
intestino

*Chauhan & Pande
(1972)
Ratos Albinos

10 horas- todo
intestino

*Chauhan et al.
(1974)
Ratos Albinos

*Amerasinghe et al.
(1992)
Camundongos

*Barriga e Omar
(1992)
Coelhos

*Omar e Barriga
(1991)

Coelhos

**Nunes et al. NO
(1999)

Camundongos

6 horas
4 dias- pico
15 dias-
declineo
10 horas - |
larva
ldia-5
larvas

2 dias
2 dias- pico
7 dias-
declineo

5 dias- pico
15 dias-
declineo

5 dias- pico
15 dias-
declineo

NO

2-15 dias
5 dias- pico
15 dias-
declineo
NO

2 dias
2 dias- pico
12-21 dias-
declineo

5 dias- pico
15 dias-
declineo

5 dias- pico
15 dias-
declineo

NO

2 dias 2 dias 2 dias

2 dias
4 dias- pico
7 dias-
declineo

2 dias
7 dias-
declineo

NE NE

NO NO

8 horas

9 dias

NO

2 dias 4 dias
7 dias-pico 12 dias-pico
7 dias- 21 dias-
declineo declineo

NE 35 dias -pico
40 dias -
declineo

NE 35 dias —

pico 40 dias-

declineo

45-48 dias NO

N.O= Tecidos ndo observados ; N.E= Larvas ndio encontradas ;* Toxocara vitulorum ; ** Toxocara canis
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proporcionar uma fonte de infecgdo para as geragdes totalmente susceptiveis da prole,
pela prenhez.

Estudos das alteragdes patologicas e do papel das células inflamatérias no controle
de helmintos foram realizados por varios autores. CHAUHAN et al. (1974) infectaram
experimentalmente ratos albinos e frangos com 7. vitulorum e observaram as seguintes
alteragdes: 1) grande nimero de larvas migrando em diferentes profundidades da parede
intestinal, principalmente na regido cecal. A mucosa intestinal encontrava-se congesta e
na regido cecal. a mucosa apresentava-se com uma acentuada descamagio com dreas
hemorragicas nos locais de penetragdo; 2) uma zona de reagdo inflamatdria local
composta por eosinofilos, neutréfilos e acumulo de eritrocitos e 3) congestdo dos vasos
sangiiineos da mucosa e submucosa. Além da regido intestinal, estes autores
encontraram larvas que migraram também para o figado dos ratos. Porém, nos frangos
infectados, além do intestino e do figado. as larvas foram encontradas também nos
pulmdes. No mesmo trabalho, constataram migra¢des pelos lobulos hepaticos, bem
como pela veia porta; o que resultou em extensas rupturas do parénquima hepatico,
como também atragdes de células inflamatdrias, principalmente de eosinéfilos e
neutrofilos. Também no tecido alveolar, as larvas estavam envolvidas por eosindfilos e
eritrocitos. Em seguida, TAWFIK (1975) estudou a migragao larval de T. vitulorum em
ratos e observou inflamag¢do com infiltragdo celular, descamagdo e necrose na mucosa
da parede intestinal (ileo e ceco). No figado, foi observado hemorragia, alteragdes
necroticas e formagdo de granulomas focais e difusos. Os pulmdes encontravam-se
hemorragicos e com broncopneumonia.

KAYES & OAKS (1978), infectando camundongos com ovos infectantes de 7.
canis, observaram a forma¢do de granulomas ao redor da larva infectante na
musculatura. O granuloma inicial consistia basicamente pela presen¢a abundante de
eosinofilos evoluindo para um infiltrado de células inflamatorias de processo agudo.
Durante as 48 horas seguintes, muitos dos eosinofilos encontravam-se sem granulos e
desintegrados. Com a evolugdo deste processo, macréfagos eram acrescidos ao
fragmento celular resultante do granuloma. onde as células mononucleares eram
predominantes nas lesdes no final de 28 dias de infec¢do. Apos 11 semanas, a larva

inicial encontrava-se encapsulada por este granuloma, o qual apresentava-se com um

aspecto epitelidide e fibrotico. Além da musculatura e do intestino. o figado também foi

utilizado para demonstrar a resposta imune celular, como no experimento realizado por

PARSONS & GRIEVE (1990) que apds infectarem ratos com 7. canis, verificaram que
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os eosindfilos podem ter um papel importante no aprisionamento das larvas deste
parasita. No entanto. nem todas as larvas aprisionadas foram mortas e algumas
persistiam por no minimo trés meses apds a infec¢do dentro de granulomas fortemente
infiltrados por eosinofilos. Este estudo indicou que os eosinéfilos ndo tiveram um papel
efetivo preponderante na morte destas larvas. Em seguida, ABO-SHEHADA et al.
(1991) verificaram experimentalmente em camundongos infectados com 7. canis que as
larvas L3 pareciam retidas em uma reagdo inflamatéria em torno de nove horas apds a
infec¢do, na parede intestinal e no figado. quando os animais ja haviam sido
previamente imunizados. Entretanto. a maioria destas larvas ndo morria e conseguia
escapar dos granulomas para continuar a migra¢do subseqiiente, apesar da redugido do
numero destas larvas no cérebro e nos musculos. ALDAWEK et al. (2002) em ovinos
infectados experimentalmente com 7. canis, observaram alteragdes histolégicas no
intestino, figado e pulmao. No intestino destes animais foram encontradas larvas com
macica infiltragdo eosinofilica. No figado, as mesmas células foram notadas e a lesio
evoluiu para granulomas eosinofilicos. O pulmao apresentou-se com vasos congestos ao
redor dos alvéolos e bronquios e também com a presenca de eosindifilos.

Os mecanismos imunes de defesa do hospedeiro podem provocar uma lesdo
inflamatéria levando a um processo de expulsdo natural do parasita pelo intestino,
conhecido como fenémeno da “auto-cura™, ou “cura espontanea”. Este termo foi
inicialmente proposto por STOLL (1929) para designar o processo de defesa ocorrido

em carneiros infectados com Haemonchus contortus. Posteriormente, TAFFS (1964)

verificou que havia uma relagdo inversa entre o nivel de anticorpos circulantes de suinos

com a contagem fecal de ovos de A. suum. sugerindo também a participagdo da
imunidade humoral neste processo.

A resposta imune celular foi também demonstrada por HUNTLEY et al. (1984) que
concluiram que os mastocitos apds prolongada ativagdo antigénica migravam para o
epitélio da mucosa gastrica do abomaso de ovinos e sofriam alteragdes granulares, que
foram conhecidos como leucécitos globulares. ASHRAF et al. (1998) sugeriram que
mastdcitos de mucosa em suinos infectados com A. suum reagiam com o antigeno do
parasita e iniciavam eventos relacionados com a sua expulsdo. Com relagdo aos
eosinofilos, EVERSOLE et al. (1999) verificaram aumento dos mesmos na lamina
propria e no epitélio da mucosa intestinal na infec¢do por N. brasiliensis em
camundongos. demonstrando a migragéo destas células da cripta para o vilo em dire¢io

a regido intraepitelial. 0 que seria uma tentativa de agdo citotoxica direta contra os
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10

parasitas adultos no limen intestinal. Recentemente, NEVES (2001) reportou o aumento
significativo do nimero de mastécitos e eosinofilos no duodeno e jejuno de bezerros
bufalos naturalmente infectados com 7. vitulorum, nas fases de ascens3o e pico do
parasitismo, mas declinando no periodo de expulsio do parasita pelo hospedeiro. Estes
autores sugeriram a participacao destas células no processo de expulsdo do parasita.

Virios estudos sobre os aspectos imunoldgicos por infecgdes helminticas véem
sendo desenvolvidos com fins de diagndstico e de controle através da produgio de
vacinas. Dentre os trabalhos que versam sobre este assunto, maior énfase vem sendo
dada para 7. canis, parasita de cdes, devido a sua importancia em saide publica. No
homem. os pacientes infectados com 7. canis apresentam a sindrome da larva migrans
visceral que € caracterizada por febre, eosinofilia periférica, hepatomegalia, pneumonia
transitoria, cegueira e transtornos cerebrais (BEAVER et al., 1952; OSHIMA, 1961;
OLSON, 1961). Alguns autores ja estudaram a possibilidade de se utilizar larvas
infectantes irradiadas, como um meio de provocar a imunidade especifica no hospedeiro
e assim desenvolver métodos de vacinagdao (MILLER, 1971; BARRIGA & MYSER,
1987).

Ja BARRIGA & CARRILO (1987) citado por BARRIGA (1991) produziram 76%
de protegdo contra a infecgdo em ratos pela vacinagdo com antigeno soluvel bruto de
larvas de 7. canis, indicando a possibilidade de controle pela vacinagdo. ABDO-
SHEHADA et al. (1991) testaram o antigeno ES em camundongos experimentalmente
infectados com 7. canis para conhecer o grau de protegdo contra estes parasitas.
Verificaram que os camundongos vacinados apresentaram uma maior reagdo
inflamatdria na mucosa intestinal, dificultando a penetragdo da larva.

Com T. vitulorum AMERASINGHE et al. (1992) através de prévia imunizagdo
parenteral de camundongos com diferentes antigenos deste parasita (extrato larval,

excretor/secretor, ou fluido perientérico e suas fragdes) de larvas infectantes ou de

parasitas adultos obtiveram uma 6tima protegdo contra a reinfec¢do e a migragao larval.

Os antigenos mais efetivos na proteg¢do imunogénica foram os do liquido perientérico
(Pe) dos parasitas adultos (100% de prote¢do) e excretor/secretor (ES) de larvas
infectantes de 7. vitulorum (>92% de protecao).

A infecgdo por 7. vitulorum também estimula uma resposta imune-humoral nos
bufalos. Assim sendo, RAJAPAKSE et al. (1994b), verificaram altos niveis de
anticorpos anti-ES de larvas infectantes e de adultos no soro de bufalas adultas e

colostro dos seus respectivos bezerros naturalmente infectados. Quando o soro e
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colostro destas bufalas foram injetados em camundongos e apos desafiados com ovos
infectantes, RAJAPAKSE et al. (1994a) verificaram uma redug¢@o na migragdo larval
maior que 93.8%.

STARKE-BUZETTI et al. (2001) em pesquisa com bezerros bifalos, através do
teste ELISA indireto, examinaram os niveis de anticorpos sorologicos anti-Ex das larvas
de T. vitulorum. Os bezerros bufalos, no primeiro dia de vida antes de mamar o colostro,
apresentavam niveis negativos de anticorpos, mas um dia apos terem mamado, estes
niveis encontravam-se muito elevados, indicando que a origem dos anticorpos foi do
colostro. Do mesmo modo, SOUZA (2001) confirmou a resposta imune humoral
sorologica em bezerros bufalos e bufalas no periparto, naturalmente infectados com 7.
vitulorum, contra os antigenos Pe de adulto, ES e Ex de larvas infectantes de T.
vitulorum. FERREIRA (2002) fracionando estes mesmos antigenos pelo SDS-PAGE
detectou e separou as bandas protéicas. As bandas protéicas foram em seguida
reconhecidas por anticorpos anti-7. vitulorum dos soros e dos colostros das bufalas e
dos soros dos bezerros bufalos infectados naturalmente com 7. vitulorum, quando
analisadas por Western blot.

Estes dados ressaltados na literatura, com relagdo a precocidade e prevaléncia desta
infec¢do em bufalos, a patogenicidade do parasita e as dificuldades do controle por
quimioterapicos atualmente presentes no mercado, além da constata¢do de que o sistema
imunolégico dos hospedeiros podem ser estimulados e capazes de armar uma resposta

imune celular e humoral, estudos futuros para a detec¢do de moléculas alvos para

quimioterapia owe o isolamento de antigenos antigénicos e imunogénicos, sdo

necessarios.
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MATERIAL E METODOS

1. Local

A pesquisa foi executada na Fazenda de Ensino e Pesquisa (FEP) da Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira - Universidade Estadual Paulista (UNESP- Ilha Solteira)
situada a margem direita do Rio Paranda, no municipio de Selviria, do Estado de Mato
Grosso do Sul. A execug¢do laboratorial foi realizada no Laboratério de
Parasitologia/Imunologia do Departamento de Biologia e Zootecnia da UNESP-Ilha

Solteira.

2. Animais

2.1. Camundongos

Foram utilizados 60 camundongos (Mus musculus) machos adultos da linhagem
Rockefeller, adquiridos do Biotério Central do Campus de Botucatu-UNESP. Os
camundongos foram alojados em gaiolas apropriadas e permaneceram em sala

climatizada a 25° C. onde receberam 4gua e ragdo a vontade.

2.2. Bezerros bufalos

Foram utilizados bezerros bufalos mesticos (Murrah x Mediterrdneo) com
aproximadamente um a dois meses de idade, da Fazenda de Ensino e Pesquisa (FEP) da
UNESP-Ilha Solteira. infectados naturalmente com 7. virulorum. O regime de criag¢do
foi extensivo e os animais mantidos em pastagem de capim braquiaria (Brachiaria
decumbens). Os bezerros foram utilizados como doadores de parasitas adultos para a

obten¢do dos ovos infectantes.
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3. Obten¢do dos ovos infectantes

Para a obten¢do dos ovos infectantes, fémeas adultas de 7. vitulorum foram
colhidas de bezerros bufalos, de um a dois meses de vida, naturalmente infectados. O
parasitismo dos animais foi avaliado através de contagem de ovos por grama de fezes
(OPG). usando-se camaras de McMaster de acordo com a técnica de WHITLOCK
(1948). Os animais positivos foram tratados com anti-helmintico a base de Piperazina
na dosagem de 100 a 150 mg/kg de peso vivo do animal. Em seguida ao tratamento
anti-helmintico, os parasitas adultos expelidos nas fezes dos animais, ou expelidos apos
a massagem retal foram colhidos, acondicionados em frascos contendo salina a 0,85% e
levados ao laboratorio.

ApoOs a obtengdo dos parasitas adultos, estes foram lavados vérias vezes com
detergente neutro e enxaguados com agua destilada até que estivessem completamente
livres de residuos fecais. As fémeas foram separadas e colocadas em placas de Petri,
contendo solugdo salina fosfatada tamponada (PBS) efetuando-se a dissecagdo e a
retirada dos uteros contendo 0s ovos.

Para a retirada do utero, foi feito um corte transversal na altura do esdfago do

parasita. Com o auxilio de uma pinga, foi prensada a extremidade posterior e, com um

estilete o corpo do parasita foi pressionado no sentido postero-anterior para ajudar na

expulsio do seu conteudo. Com o auxilio de uma pinga pequena, foi separado o
intestino do utero. Apds a retirada do utero, este foi transferido para outra placa de Petri
de aproximadamente 8 cm de diametro, e perfurado para facilitar a liberagéo dos ovos.
Em seguida, a suspensdo dos ovos permaneceu na placas de Petri contendo 4gua
destilada numa profundidade de 0.5 a 1,0 cm e foi deixada a temperatura ambiente
(25°C), de acordo com a técnica de SMITH (1989) com algumas adaptagdes.
Diariamente as placas de Petri foram destampadas e agitadas por movimentos
rotatérios para oxigenar a agua. Apos quatro dias, tempo em que os Uteros ja estavam
deteriorados e, entdo. esse material foi passado em peneira com malha de ndilon 0,2 mm
de abertura. O material coado (ovos livres dos detritos) foi centrifugado cinco vezes a
1.000 rpm por um a dois minutos e em seguida foi deixado para incubar em temperatura
ambiente. agitando-se todos os dias para manter a oxigenagdo. Foram acrescentadas a
cada placa de Petri, 3 a 4 gotas de hipoclorito de sodio a 1%, para evitar a contaminagdo

desse material por fungos. A segmenta¢do dos ovos foi acompanhada por exames
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diarios ao microscopico optico, até o desenvolvimento das larvas infectantes dentro dos

ovos (25 a 30 dias).

4. Obtenciao das larvas infectantes

Os ovos contendo a larva infectante de 7. vitulorum foram colocados em tubos de
centrifuga (15 ml) e ao sedimento foi acrescentado igual volume de solugdo de
hipoclorito de sddio (5% de cloro) por 20 minutos. Em seguida, o material foi lavado
oito vezes através da centrifugagdo em 2000 rpm por dois minutos. Com este processo o
ovo perdeu a sua casca externa, permanecendo assim, a larva envolta pela membrana
vitelina. A liberagdo dessas larvas da membrana vitelina foi realizada em banho-maria a

37°C e através de agitagdo manual ou oxigena¢do com auxilio de pipeta de Pasteur.

5. Obtengdo dos antigenos

a) Antigeno do Liquido Perientérico de adultos (Pe)

O antigeno Pe foi obtido seguindo-se a técnica de AMERASINGHE et al. (1992)
com algumas adaptagdes. A partir de fémeas e machos adultos de T. vitulorum, através
de pung¢des com auxilio de agulhas hipodérmicas na extremidade posterior dos
parasitas, foi coletado o liquido perientérico. Em seguida, o liquido foi centrifugado a
2.000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante (Pe) foi filtrado em membranas de 0.2 pm
(Gelman Sciences®) e adicionado inibidor de proteases (AEBSF, E-64, bestatina,
leupeptina, aprotinina e EDTA de s6dio) na propor¢do de 01 ml de inibidor para cada 10

ml do Pe. Aliquotizado em tubos de Eppendorf com 500 pl cada e estocados a -70°C.

b) Extrato solivel bruto de larvas infectantes (Ex)

Este antigeno foi processado segundo o método de STARKE-BUZETTI et al.

(2001). As larvas infectantes de 7. vitulorum foram ultra-sonicadas, com auxilio do

aparelho ultra-sénico (Vir Sonic 1001, Virtis®), em média de trés ciclos (monitorado em

microscopio optico). com poténcia de 10 watts e pulsa¢des continuas. Entre cada ciclo,

a ponteira do aparelho foi mantida em solug¢do de PBS gelada e o recipiente contendo as
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larvas em manipulagdo foi deixado imerso em agua contendo gelo triturado. Neste
material sonicado foi adicionado um inibidor de protease na propor¢do de 1 ml do
inibidor/10 ml de solugé@o de antigeno. Esta suspensdo foi deixada a 4°C por uma noite e
posteriormente centrifugado, por duas vezes seguidas: a primeira a 3000 rpm por 10
minutos e a segunda por 16000 rpm por 30 minutos em centrifuga refrigerada a 10°C. O
sobrenadante obtido foi filtrado em membranas de 0.2 pm (Gelman Sciences®) e
aliquotizados (500 pl) em tubos de Eppendorf, onde as amostras foram concentradas
com auxilio de um concentrador a vacuo (Vacufuge Concentrator 5301, Eppendorf®) e

estocadas a -70°C.
¢) Antigeno excretor-secretor (ES)

O antigeno ES foi obtido pela cultura das larvas infectantes (10.000/ml) em meio de
cultura, como descrito por RAJAPAKSE et al. (1992), contendo: 10 ml de RPMI-1640
(Sigma R-4130); 1% de glicose; 0,85% de NaHCOs; Solugdo antibiético/antimicotico
(Sigma, A-5955) contendo 5.000 UI de penicilina, 5 mg de estreptomicina e 10 pg
anfotericina B.

O meio foi corrigido para pH neutro e filtrado com membranas de 0,2 pm de
porosidade (Gelman Sciences®). O meio de cultura permaneceu a 37°C em estufa (CO,
Incubator, Sanyo®) com inje¢io de 5% CO, por uma semana, segundo RAJAPAKSE et
al. (1992). Semanalmente. foi recolhido o sobrenadante da suspensdo larval em cultura,

realizando centrifugagdo a 2.000 rpm por cinco minutos.

O sobrenadante obtido foi filtrado em membranas de 0,2 pm (Gelman Sciences®) ¢

foi adicionado ao liquido o inibidor de protease, na propor¢do de 1 ml inibidor/10 ml de
solug@o de antigeno.

Em seguida foi realizada uma didlise do liquido coletado com membrana
apropriada (DispoDialyzers, MWco0:25.000, Spectrum Labs). A dialise foi realizada por
24 horas a 4°C, em béquer contendo dois litros de PBS a 0,01 M e pH 7.4 sob agitagao
constante, com auxilio de um agitador magnético (Agitador Magnético TE-085,
Tecnal®) a 10 rpm. Apés 24 horas, as amostras foram aliquotizadas e concentradas em

centrifuga a vacuo em tubos de Eppendorf (500 ul cada) e estocadas a -70°C.
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3.1. Quantificagio da proteina dos antigenos

A concentragdo protéica dos antigenos foi determinada pelo método de HARTREE

(1972). A leitura foi realizada em absorbancia (650 nm) com espectrofotdmetro (CE

2041 200-Series - Cecil®).

6. Imunizagao dos camundongos

A imunizagdo dos camundongos foi realizada utilizando-se os antigenos Pe, Ex ou
ES na quantidade de 20 pg de proteina. Estes antigenos foram homogeneizados em
adjuvante de Freund completo e incompleto. Desta suspensdo protéica, 200ul foram
inoculados por trés vezes, intra-peritonealmente em cada animal, segundo o esquema

mostrado na Tabela 2.

TABELA 2 - Esquema de imunizagido de camundongos com os antigenos Pe, Ex e ES.

. Periodos
Numero de

animais 1° Semana 2° Semana 4° Semana

Grupo Antigenos

Adjuvante Adjuvante Adjuvante

P 18 Completo de Incompleto de  Incompleto
Freund Freund de Freund

Adjuvante Adjuvante Adjuvante

Ex 18 Completo de Incompleto Incompleto
Freund de Freund de Freund

Adjuvante Adjuvante Adjuvante

ES 18 Completo de Incompleto Incompleto
Freund de Freund de Freund

Controle 18 - = i

7. Infeccdo experimental dos camundongos

Uma semana apés a Gltima imunizagéo, todos os camundongos que permaneceram
separados em gaiolas quando imunizados (3 gaiolas com 15 camundongos cada uma) e
os ndo imunizados (uma gaiola com 15 animais) foram desafiados através da infecgdo

experimental com ovos infectantes de 7. vitulorum. A dose unica de 2500 ovos/animal
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suspendidos em 1000l de PBS foi administrada oralmente, utilizando-se uma seringa
de insulina graduada adaptada a uma canula esofagica. Logo apés a infecgio
experimental, as fezes dos camundongos foram colhidas de cada gaiola, as quais
estavam livres da cama dentro de um periodo de oito horas, a cada duas horas e
totalizando quatro colheitas. Para o grupo de camundongos necropsiados sete horas apds
o desafio, a colheita das fezes foi realizada apenas durante este periodo, dessa forma,
com uma hora a menos de colheita. O exame coprologico foi realizado através da
homogeneizagdo de todas as fezes presentes nas gaiolas de cada grupo de animais com
agua de torneira e coadas em gaze com auxilio de uma peneira. Em seguida, as fezes
foram centrifugadas (2000 rpm). Deste material centrifugado, descartou-se parte do
sobrenadante, deixando-se apenas 5 ml de sedimento em cada tubo. Apds a
homogeneizagdo tomou-se uma aliquota de 10% deste sedimento fecal de cada tubo,
que foi observada entre ldmina e laminula em microscopio Optico para a quantificacio

dos ovos e das larvas.
8. Necropsia dos camundongos
Apds o desafio com ovos infectantes, foi observada a ocorréncia de migragéo larval

através dos tecidos e dos o6rgdos dos camundongos infectados. Essa observagdo foi

realizada através de exame pos-mortem, por meio de necropsia desses animais. As

necropsias foram realizadas em trés etapas: sete horas, quatro dias e 30 dias apds o

desafio.

Os camundongos foram anestesiados, sacrificados e os tecidos colhidos.

A incisdo para retirada dos orgdos foi realizada na regido ventral dos animais para
abertura das cavidades abdominal e toracica. Os Orgdos exteriorizados foram os
intestinos delgado e grosso, figado, pulmdo, coragdo e musculos (diafragma, lingua e
quadriceps femoral). Apos, foi realizada nova incisdo na regido cranial para remog¢ao do
cérebro.

Os orgaos foram imediatamente colocados, individualmente. em tubos de vidro
contendo pepsina acida em banho-maria onde foram digeridos.

Para cada grupo de camundongos necropsiados no periodo de sete horas, quatro ou
30 dias apos a infec¢do experimental, cinco animais foram destinados a digestdo péptica
e um destinado ao estudo histolégico, ndo sofrendo digestdo péptica, onde os 6rgaos

foram fixados em fixador Bouin.
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9. Digestao das amostras de tecido para observacio de larvas

As amostras de tecidos foram mantidas em uma solu¢do de pepsina 4cida para a
digestdo péptica, em 0,7% de pepsina e 0,7% de HCI, em banho-maria por seis horas a
37°C e com agitagdo constante. O digerido total de cada 6rgdo foi passado totalmente
por uma peneira e centrifugado trés vezes a 2000 rpm por cinco minutos, quando
obteve-se o sobrenadante limpido. 10% do total do sedimento de cada tecido foi
examinado em microscopio Optico. A quantificagdo das larvas presentes nesta aliquota
foi realizada e o total foi multiplicado por 10.

A porcentagem de inibigdo larval foi calculada em relagdo a quantidade de larvas
recuperadas do figado dos camundongos necropsiados quatro dias pos-infecgdo,

utilizando-se a seguinte formula segundo AMERASINGHE et al. (1992).

N°de larvas nos animais controle - N° de larvas nos animais imunizados

R x100
N° de larvas nos animais controle

10. Histologia

Para o estudo histologico, as amostras de tecido foram mantidas no fixador

Bouin por 12 horas. e em seguida, transferidas para frascos contendo élcool etilico a

70% apos prévio enxagiie de trés a quatro vezes neste alcool. As amostras
permaneceram em alcool até posterior processamento. Os tecidos foram desidratados
através de passagens sucessivas em etanol 70%, 80%, 90% e 100%, diafanizados pelo
xilol, impregnados e incluidos em parafina.

Os 6rgidos emblocados em parafina foram seccionados em micrétomo (5 pum) e

montados em lamina de vidro através da técnica histologica padrdo.
10.1. Coloragio das amostras de tecidos

As secgdes teciduais foram montadas em laminas de vidro, hidratadas através de
passagens sucessivas por xilol e etanol 100%, 95%, 90%. 75%, 70% e, em seguida
coradas por hematoxilina e eosina (HE). Foi utilizada também, a técnica de DUFFY et

al. (1993) para corar mastocitos e eosindfilos com os corantes Azul de Astra e “New
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Red” respectivamente.
Apos a coloragdo, os 6rgdos foram desidratados com etanol e xilol € montados entre
lamina e laminula com balsamo do Canada.

As laminas contendo os tecidos foram fotografadas em um Microscopio 6tico

Olympus Bx 60 pertencente ao Departamento de Veterinaria da FCAV-UNESP de

Jaboticabal.

10.2. Contagem de células

A quantificagdo de mastocitos e eosinodfilos foi realizada na mucosa para cada
unidade de vilo-cripta (UVC), na submucosa e muscular do intestino grosso do grupo
ndo imunizado e dos grupos imunizados com os antigenos Pe e Ex. Foram observadas
um total de 40 UVCs (4 laminas) para cada segmento intestinal. Estas contagens foram

realizadas em campos microscopicos escolhidos ao acaso.

11. Delineamento experimental

Este experimento foi conduzido com quatro grupos de cinco animais/grupo,

conforme representado na Tabela 3:

e Tratamento 1: representado por camundongos imunizados com o antigeno Pe e
desafiados com ovos infectantes de 7. vitulorum.

e Tratamento 2: representado por camundongos imunizados com o antigeno Ex de
larvas infectantes e desafiados com ovos infectantes de T. vitulorum.

e Tratamento 3: representado por camundongos imunizados com o antigeno ES de
larvas infectantes e desafiados com ovos infectantes de 7. vitulorum.

e Tratamento 4: representado por camundongos ndo imunizados mas desafiados com

ovos infectantes de 7. vitulorum.
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TABELA 3 - Numero de camundongos necropsiados as sete horas, aos quatro dias e aos
30 dias ap6s a infec¢do experimental com ovos infectantes de Toxocara
vitulorum.

Niuimero de camundongos necropsiados

Periodo pos-infecgio

7h 4d 30d

Imunizados com Pe e infectados 6 6
6 6
6
6

Imunizados com Ex e infectados
6

6

6
6
3 Imunizados com ES e infectados 6
6

4 * Controle
Total 24 24

* Grupo controle - camundongos que ndo foram imunizados, porém infectados.

12. Analise Estatistica

Esse experimento foi analisado segundo o esquema fatorial 4x3, em um
delineamento inteiramente casualizado com cinco repetigdes.
A comparagdo de médias de larvas contadas no material digerido (tecidos de

camundongos), foi realizada pelo teste de Tukey.
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RESULTADOS

1. Exames de fezes

1.1. Grupo de animais imunizados com o antigeno Pe comparado com o grupo

de animais niao imunizados (controle).

Ap6s a imunizagdo dos camundongos com antigeno Pe de 7. vitulorum adulto, estes
animais foram desafiados com ovos infectantes deste parasita. Ap6s o desafio todas as
fezes foram colhidas em um periodo de oito horas, a cada duas horas, totalizando quatro

colheitas e todos os ovos ¢ larvas foram entdo quantificados neste material. Desta

forma, nas primeiras duas horas apds o desafio, estes dois grupos de animais

apresentaram-se com auséncia de larvas e ovos nas fezes. No entanto, no periodo
subseqiiente, ou seja, quatro horas apds o desafio uma grande quantidade (90 larvas e 50
ovos) pode ser observada nas fezes dos animais imunizados, mas apenas 10 larvas e
nenhum ovo nos ndo imunizados. Apds seis horas, os animais desafiados e imunizados
apresentavam nas fezes 80 larvas e nenhum ovo e os nao imunizados 60 larvas e 10
ovos. O pico maximo de expulsdo foi registrado com oito horas ap6s o desafio do grupo
de animais imunizados (120 larvas e nenhum ovo) indicando uma quantidade crescente
de parasitas sendo expulsos pelas fezes, mas o grupo controle continuou eliminando
apenas 70 parasitas. Em sintese, o grupo de animais imunizados com antigeno Pe
demonstrou uma capacidade levemente superior de expulsdo de larvas e ovos pelas
fezes refletindo em uma maior dificuldade de penetragdo das larvas na mucosa do

intestino. Estes dados podem ser observados na Tabela 4 e Figura 1.
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TABELA 4 - Contagem total de larvas e ovos de Toxocara vitulorum nas fezes para

cada grupo de cinco camundongos desafiados com ovos infectantes deste
parasita (2500 ovos/animal).

Numero total de ovos e larvas de Toxocara vitulorum eliminados nas fezes

Controle Antigeno Pe  Antigeno Ex  Antigeno ES
Horas apés o

desafio Larvas + Ovos Larvas + Ovos Larvas+ Ovos Larvas+ Ovos

0-2 horas 10 10

2-4 horas 30 20

4-6 horas 0 0

6-7 horas 0 10

Total 40

Total (larvas e
0voSs)
Média * 30 58
% ** 1,2% 2,32%

Nimero de animais =5
* Média de parasitas por animal (ovos +larvas)
** Porcentagem de eliminagio de larvas+ovos por animal

I Controle i
| M Antigeno Pe |

T. vitulorum

N A OO @
O O O O O
1 1 1 1

Numero total de ovos/larvas de

2 horas 4 horas 6 horas

Periodo pés-desafio

FIGURA 1 - Numero total de larvas e ovos eliminados nas fezes dos camundongos
imunizados com o antigeno Pe e ndo imunizados (controle), apds o
desafio com ovos infectantes de Toxocara vitulorum (n=5).
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1.2. Grupo de animais imunizados com o antigeno Ex comparado com o grupo

de animais ndo imunizados (controle).

Neste grupo de animais, duas horas apds o desafio, mesmo que em pequena
quantidade, detectou-se 10 ovos e nenhuma larva nas fezes dos animais imunizados. No
periodo de quatro horas apds o desafio, ocorreu o pico maximo de expulsdo no grupo
imunizado, com o total de 50 larvas e 30 ovos. Ja o grupo controle permaneceu ao nivel
de 10 parasitas. No entanto, seis horas apds, este numero decresceu rapidamente no
grupo de animais imunizados, e apenas 10 larvas foram contadas. Porém, nos animais
do grupo controle a eliminagdo permaneceu constante (10 ovos e 60 larvas) até o final
da colheita das fezes, sugerindo que poderia haver mais larvas a serem eliminadas em

horas subseqiientes. Estes dados podem ser observados na Tabela 4 e Figura 2.
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FIGURA 2 - Numero total de larvas e ovos eliminados nas fezes dos camundongos
imunizados com o antigeno Ex e ndo imunizados (controle), apdés o
desafio com ovos infectantes de Toxocara vitulorum (n=5).
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1.3. Grupo de animais imunizados com o antigeno ES comparado com o grupo

de animais ndo imunizados (controle).

Durante as primeiras duas horas apds o desafio, o grupo dos animais imunizados
apresentaram-se 10 ovos e nenhuma larva nas fezes, enquanto no grupo controle
nenhuma larva ou ovo foi registrado. Entre quatro e seis horas houve, um aumento
progressivo de 10 para 70 parasitas respectivamente, no grupo dos animais controle,
enquanto no grupo imunizado o nimero de larvas e ovos permaneceu constante, ou seja,
somente 30 larvas e nenhum ovo. No ultimo periodo, oito horas apos o desafio, a
eliminagdo de larvas e de ovos no grupo controle permaneceu o mesmo (70), mas no
grupo imunizado observou-se declinio acentuado na expulsdo de larvas e de ovos. Estes

dados podem ser observados na Tabela 4 e Figura 3.
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FIGURA 3 - Namero total de larvas e ovos eliminados nas fezes dos camundongos
imunizados com antigeno ES e ndo imunizados (controle), apos o desafio
com ovos infectantes de Toxocara vitulorum (n=5).
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2. Larvas de T.vitulorum recuperadas nos tecidos de camundongos imunizados e

niao imunizados (controle)

2.1. Sete horas ap6s o desafio:

2.1.1. Imunizados com o antigeno Pe

Sete horas apdés o desafio, a maior concentragdo de larvas de 7. vitulorum foi
observada no intestino grosso dos animais ndo imunizados, com 526 + 231
(médiatdesvio padrdo). Neste Orgdo, este numero foi significativamente inferior no
grupo imunizado (246 + 46,7) em relagdo ao grupo ndo imunizado. No intestino delgado
por outro lado, apenas um pequeno numero de larvas foi recuperado, tanto no grupo de
animais imunizados (16 = 35,8) como, nos ndo imunizados (10 = 10). Nos demais
orgdos como o figado e o pulmao, as larvas foram recuperadas somente nos animais do
grupo controle. Este resultado demonstrou que nos animais do grupo controle as larvas
conseguiram mais rapidamente, em um periodo de apenas sete horas, atravessar a
parede do intestino grosso e atingir o figado e o pulmao, enquanto nos imunizados com
antigeno Pe, a maioria ainda estava retida no intestino grosso (Tabela 5 e Figura 4) ou

foram eliminadas pelas fezes (Tabela 4 e Figura 1).

2.1.2. Imunizados com o antigeno Ex

Tanto os animais imunizados com o antigeno Ex como os animais do grupo
controle, apresentaram no intestino delgado pequena quantidade de larvas. Ja o intestino
grosso, foi o local de maior recuperagdo larval sete horas apos o desafio, onde os
animais do grupo controle apresentaram a média de 526 * 231 larvas e os animais do
grupo imunizado 284 + 182 larvas. Esta diferenga entre controle e imunizado foi
significativa. Por outro lado, no figado dos animais controle observou-se uma média de
4 £ 5,5 larvas e nos imunizados nenhuma larva. Ja no pulmdao dos animais ndo
imunizados, encontrou-se em média, apenas 6 + 13.4 larvas e nos imunizados. 8 + 13

larvas. Nos demais tecidos nenhuma larva foi localizada (Tabela 5 e Figura 4).
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2.1.3. Imunizados com o antigeno ES

Mais uma vez, nota-se que o intestino grosso dos animais controle, foi o local onde
0 maior nimero de larvas foi recuperado, sendo condizente com resultados anteriores
obtidos para o antigeno Ex e Pe. No entanto, neste grupo, os animais imunizados com o
antigeno ES apresentaram niimero inferior de larvas (44 * 30,5) no intestino grosso do
que nos animais nio imunizados (526 * 231). O numero de larvas do grupo imunizado
foi significantemente 11 vezes inferior ao nimero de larvas do grupo controle. Em

seguida, o intestino delgado também foi o local onde detectou-se larvas, porém em

nimero bem inferior ao do intestino grosso. Nos demais tecidos nenhuma larva foi

observada (Tabela 5 e Figura 4).
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TABELA 5 — Numero médio e desvio padrdo (DP) de larvas de Toxocara vitulorum nos tecidos de camundongos imunizados com os antigenos

(Ex, ES, Pe) e os ndo imunizados (controle) nos diferentes periodos apds o desafio com ovos infectantes deste parasita. (Ilha
Solteira, SP, 2002).

Niumero de larvas de Toxocara vitulorum nos tecidos

Periodo Numero Médio e Desvio Padrio
Pos-desafio Tratamento

ID IG FIGADO CORACAO PULMAO CEREBRO MUSCULO

CONTROLE 10£10 526+231 4+ 5,5
EX 16+16,7 2844182 0
ES 4+8.9 44+30,5 0
PE 16+35,8 246+46,7 0

CONTROLE 0 4+8.,9 13477

6+13,4 0
8+13 0

7 HORAS
0 0
0
8

0

648,94

0
ES 0 56+59,4 0
284228

0

PE 0

445,84
0
2445
2445

0
0 0
CONTROLE 0 0

EX 0 0

30 DIAS
ES 0 0

PE 0 0

ID = intestino delgado ; IG = intestino grosso

0
0
0
0
0
EX 2445 0 18+34,9 0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
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Figado Coragéo Pulméo Cérebro Muasculo

TECIDOS
FIGURA 4 - Numero médias de larvas de Toxocara vitulorum nos tecidos de camundongos imunizados com os antigenos (Ex, ES, Pe) e os ndo

imunizados (controle), no periodo do 7 horas ap6s o desafio.
* Significativo a 5% de probabilidade em relagéo ao controle.
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2.2. Quatro dias apos o desafio:

2.2.1. Imunizados com o antigeno Pe

No quarto dia apés o desafio, houve uma diminuigdo no numero de larvas no
intestino grosso, mas por outro lado, houve um aumento no figado, mas
significativamente inferior no grupo imunizado (28 + 22,8) em relagdo ao controle (134
* 77). Em segundo lugar, no pulmio observou-se a presenga de pequena quantidade de
larvas no grupo controle (20 + 7.1), mas em niimero significantemente superior ao do
grupo imunizado (6 + 8,94). Algumas larvas foram também recuperadas no cérebro e no
musculo, mas em pequena quantidade (Tabela 5 e Figura 5). Este resultado demonstrou
que com quatro dias, principalmente, nos animais do grupo controle, as larvas
alcangaram rapidamente e em maior quantidade o figado e ainda conseguiram penetrar
nos musculos e no cérebro. Além disso, houve uma porcentagem de inibi¢do da

migragdo larval de 79% para o antigeno Pe.

2.2.2. Imunizados com o antigeno Ex

Nos animais sacrificados quatro dias apds a infecgao experimental (desafio), notou-
se que no figado as médias de larvas de 7. vitulorum foram significativamente
superiores no grupo controle (134 = 77) em relagdo ao grupo imunizado com o antigeno
Ex (18 £ 34.9). A porcentagem de inibi¢do da migragdo larval foi em torno de 86%. Em
seguida, o pulmao foi o segundo 6rgéo mais parasitado neste periodo, mas com numero
de larvas inferior ao do figado, sendo que o grupo controle (20 £ 7.1) reteve maior

quantidade que o imunizado (8 + 13). Esta diferenca entre controle e imunizado também

foi significativa no pulmao. A exce¢do do cora¢do, todos os demais drgdos (ID, IG,

cérebro e musculo), apresentaram de 2 a 6 larvas em média, principalmente nos animais

do grupo controle (Tabela 5 e Figura 5).
2.2.3. Imunizados com o antigeno ES

Neste periodo, a exce¢@o do coragdo, todos os demais orgdos dos animais do grupo
controle apresentaram-se com larvas. Novamente, repetindo os resultados com os

antigenos Ex e Pe, o figado e em segundo lugar o pulmdo dos animais do grupo
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controle, encontravam-se com 0 maior nimero de larvas. A porcentagem de inibi¢do da
migragdo larval no figado foi de 58% com este antigeno. Ja no cérebro e no musculo as
larvas foram evidenciadas somente nos animais controle, mas ndo nos imunizados
(Tabela 5 e Figura 5).

Porém, os numeros de larvas nos animais imunizados com o antigeno ES (56 + 59.4
e 20 £ 7.1, respectivamente, para o figado e o pulmdo) foram bem superiores aos dos
grupos Ex e Pe.

Em relagdo ao figado, ndo houve diferenga significativa na contagem de larvas
entre os trés antigenos, embora somente o grupo ES nado diferiu estatisticamente do

controle. Ja no pulmio ndo houve diferenga significativa entre os antigenos Ex e ES e

entre Ex e Pe, porém houve diferenga significativa entre as contagens de larvas oriundas

da imunizag¢3o pelos antigenos ES e Pe e entre o antigeno Pe e o controle.
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FIGURA 5 - Numero médias de larvas de Toxocara vitulorum nos tecidos de camundongos imunizados com os antigenos (Ex, ES, Pe) e os nio
imunizados (controle) no periodo do 4 dias ap6s o desafio.
* Significativo a 5% de probabilidade em relagdo ao controle.
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2.3. Trinta dias apés o desafio:

2.3.1. Imunizados com o antigeno Pe

Neste periodo somente um niimero muito baixo de larvas foi recuperado no cérebro
(2 £ 4,5) dos animais ndo imunizados. No musculo por outro lado, uma média de 4 +
5.84 e 2 % 4.5 larvas foi recuperada no grupo controle e imunizado, respectivamente.
Ainda no pulméo do grupo de animais imunizados, pode-se observar a média de 2 + 4.5
larvas, demonstrando que ocorreu maior aprisionamento delas neste 6rgdo (Tabela 5 e

Figura 4).

2.3.2. Imunizados com o antigeno Ex

Neste grupo (Tabela 5 e Figura 5) somente no cérebro € no misculo dos animais do
grupo controle é que foram detectadas larvas, mas estas em baixas contagens, ou seja,

em média de 2 £ 4.5 e 4 + 5,84 larvas, respectivamente.

2.1.3.3. Imunizados com o antigeno ES

Em média, 2 + 4,5 e 4 + 5,84 larvas foram observadas no musculo dos animais

imunizados e nos ndo imunizados, respectivamente. Algumas larvas foram detectadas

no cérebro, mas apenas nos animais do grupo controle e em quantidade inferior a do

musculo (Tabela 5 e Figura 6).
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FIGURA 6 - Nimero médias de larvas de Toxocara vitulorum nos tecidos de camundongos imunizados com os antigenos (Ex, ES, Pe) e os ndo
imunizados (controle) no periodo do 30 dias apds o desafio.
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3. Histopatologia

3.3. Intestino grosso dos camundongos imunizados e ndo imunizados (controle)

necropsiados sete horas apos o desafio

O intestino grosso do grupo de camundongos ndo imunizados apresentou
integridade tecidual, com auséncia de espessamento de mucosa e alteragdes vasculares
evidentes. Houve poucos focos de reagdo inflamatoria sem a presenga de eosindfilos
(Figura 7A). Mesmo ndo apresentando alteragdes aparentes, observou-se a presenca de
larvas no contetdo intestinal, mas que ndo foram detectadas na parede intestinal. Porém
os tecidos dos camundongos do grupo Pe apresentaram reagdes inflamatdrias mais
intensas, mais difusas e com a presenga maci¢ca de eosinofilos e alguns mastdcitos.
Algumas areas com perda da integridade tecidual e hiperemia também foram notadas.
Na lamina prépria foram visualizadas sec¢des de uma larva envolvida por reagdes
inflamatorias com maciga presen¢a de eosinofilos e perda da integridade tecidual local
(Figuras 7B e 8A). Outras larvas também foram visualizadas no conteudo intestinal. J&,
no tecido dos animais imunizados com o antigeno Ex, mais especificamente na mucosa
(lamina propria), observou-se maciga reagdo inflamatéria aguda com predominancia de
neutr6filos e eosinéfilos, hiperemia dos vasos, espessamento da submucosa e a presenga

de alguns mastocitos e macrofagos por todo tecido (Figura 8B). Foi observado ainda, a

passagem de células inflamatoérias da luz de um vaso por diapedese e secgdes de larvas

no conteudo intestinal.

O resultado da contagem de eosino6filos e mastdcitos na unidade cripta-vilo (UCV)
da mucosa, submucosa e muscular do intestino grosso pode ser visualizado na Tabela 6.
Por esta contagem confirmou-se a maior intensidade da reag¢ao inflamatdria no intestino
dos animais imunizados com estes antigenos, em relagdo ao controle ndo imunizado.
Notou-se que os mastocitos estavam presentes em todos 0s grupos, mas em numero
muito baixo. tanto no grupo controle quanto nos grupos imunizados. No entanto, com
relag@o ao eosinofilo. os grupos imunizados apresentaram numeros muito superiores aos

do controle. onde estas células encontraram-se aumentadas em torno de 15 vezes.
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TABELA 6 - Numero de células mastdcitos e eosinofilos no intestino grosso de
camundongos dos grupos controle e imunizados com os antigenos Pe e
Ex.

Grupo Intestino Grosso

Total DP
Controle
Mastocitos 16 . 8.4
Eosinofilos 10 g 3.3

Pe
Mastocitos 13 A 6.8
Eosinofilos 152 < 80.6

Ex

Mastocitos 7.4

Eosinéfilos 84,3
DP= desvio padrao

3.1. Figado dos camundongos imunizados e ndo imunizados (controle)

necropsiados quatro dias apos o desafio.

O grupo de camundongos ndo imunizados apresentou intensa vacuolizagdo dos
hepatdcitos, decorrente da anoxia tecidual devido possivelmente a insuficiéncia
respiratdria ou circulatéria ou ainda devido as toxinas liberadas pelas larvas no tecido
hepatico. Observou-se também manguitos (células inflamatéria ao redor de vasos) e
alguns focos inflamatorios com pequena quantidade de células polimorfonucleares e
mononucleares. Houve auséncia de mastocitos, mas houve intensa ruptura do tecido
hepatico (Figuras 9A e B; 10A).

Nos grupos de animais imunizados com os antigenos Pe e ES, por outro lado.,
observou-se alteragdes teciduais com a presen¢a de focos inflamatorios maiores e mais
difusos do que o grupo controle. Ocorreu também intensa quantidade de manguitos, os
quais apresentaram c€lulas monocleares (células de kupffer e linfocitos) e
polimorfonucleares (neutréfilos e eosindfilos) com predomindncia de eosindfilos
(Figuras 11A e B: 12A). Houve também vacuolizagdo dos hepatdcitos e rupturas do
tecido. mas em menor intensidade que o grupo controle. Ja no grupo imunizado com
antigeno Ex observou-se a presenga menos intensa de manguitos, dos focos

inflamatorios e da vacuolizagdo (degeneragio vacuolar), que a dos demais grupos
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imunizados, porém a ruptura tecidual foi tdo intensa quanto a do grupo controle.

Secgdes de uma larva foi localizada dentro de uma ruptura hepatica no grupo Pe (Figura
10B). Provavelmente, as demais lesdes e as reagdes inflamatdrias ocorridas no tecido

foram devido & passagem das larvas por estes tecidos.

3.2. Pulmio dos camundongos imunizados e ndo imunizados (controle)

necropsiados quatro dias apés o desafio.

Os animais do grupo controle apresentaram leve reagdo inflamatoria ao redor dos
bronquios, alvéolos e alguns vasos. Esta reagdo inflamatéria estava associada com
neutréfilos e linfocitos, mas predominantemente eosindfilos. Observou-se também a
deposigdo de fibrina e alguns mastdcitos, envolvendo os bronquios (Figuras 12B).

No grupo dos animais imunizados com ES, observou-se uma reag¢do inflamatéria
mais intensa que a do grupo controle com macica presenca de células
polimorfonucleares, principalmente eosinéfilos e hemorragia com presenga de fibrina
(Figura 13 A e B). Sec¢des de larvas foram observadas entre os alvéolos (Figuras 14 A),
envolvidas por grande quantidade de células polimorfonucleadas, principalmente
eosinéfilos, mas também mononucleadas com macréfagos presentes. Além disso, o
edema alveolar estava presente em todo o tecido. No grupo imunizado com Ex as
alteragdes foram semelhantes as lesdes do grupo ES, mas o grupo Pe apresentou reagdes
inflamat6rias um pouco mais intensa, com predominio de células polimorfonucleadas e
também mononucleadas em menor escala, além de hemorragia e congestdo dos vasos
(Figuras 15A e B).

Na tabela 7 esta demonstrado o resumo das observagdes histopatologicas dos

tecidos anteriormente citados.

3.3. Cérebro e misculos dos camundongos imunizados e niao imunizados

(controle) necropsiados 30 dias apés o desafio.

Nenhuma alteragdo histologica foi observada nestes tecidos no periodo de 30 dias,
tanto nos grupos dos camundongos imunizados como no grupo controle, certamente

devido ao pequeno numero de larvas encontradas.
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TABELA 7 — Resumo das observagdes histopatoldgicas observadas no intestino grosso,

figado e pulmdo de camundongos ndo imunizados € imunizados com os

antigenos Pe, Ex e ES de T. vitulorum.

Tecidos Camundongos ndo imunizados Camundongos Imunizados

Reagdes inflamatorias  mais
intensas e difusas.

Poucos focos de reagdes
inflamatorias, auséncia de

Intestino
Grosso

7 horas
apos o
desafio

eosindfilos e mastocitos.

Mucosa e submucosa com
integridade tecidual, sem
alteragdes vasculares evidentes.

Secgoes de larvas na lamina
proprias envolvidas em reagdes
com presenga maciga de
eosinofilos, neutrofilos e
mastdcitos.

Perda da integridade tecidual,
hiperemia e alteragOes
vasculares evidentes.

Figado
4 dias

apos o
desafio

Reagoes  inflamatérias  ndo
intensas com pequena presenca
de células mono e polinucleares.
Grande degeneragdo vacuolar
dos hepatocitos.

Rupturas no tecido.

= Reagdes

inflamatoérias  mais
intensas e difusas com grande
quantidade de células de
Kupffer, linfécitos, neutréfilos e
eosinofilos.

Menor degeneragdo vacuolar.
Rupturas no tecido.

Pulmio
4 dias
apos o
desafio

Leves reagdes inflamatéria com
presenga de neutrofilos,
linfocitos € muito eosindfilos ao
redor dos bronquios alvéolos e
vasos.

Deposig¢do de fibrina envolvendo
os bronquios, presenga de alguns
mastocitos.

Intensas reagdes inflamatorias
com maciga presenga de
neutroéfilos, linfocitos e
principalmente eosinéfilos.
Hemorragia com deposi¢do de
fibrina, edema alveolar e
congestdo de vasos.

Secgbes de larvas entre os
alvéolos.
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FIGURA 7 - Fotomicrografias do intestino grosso de camundongos sete horas apos
infec¢do experimental com ovos infectantes de Toxocara vitulorum A:
Camundongo ndo imunizado. Observe a integridade do tecido muscular,
da submucosa, mucosa e epitélio, além da auséncia de alteragdes
vasculares. B: camundongo imunizado com o antigeno Pe. Note o
espessamento da muscular e da submucosa com perda da integridade da
mucosa, a presen¢a da larva (seta) envolvida por reagdo inflamatéria e
ainda, hiperemia por todo tecido (400x).
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FIGURA 8 - Fotomicrografias do intestino grosso de um camundongo imunizado com
antigeno de 7. vitulorum e necropsiado sete horas apos o desafio. A:
Camundongo imunizado com o antigeno Pe. Observe a larva (seta) de 7.
vitulorum na mucosa envolvida por reagdo. Note a presenga de abundante
eosinofilos e neutrofilos e a hiperemia por todo tecido. B: Camundongo
imunizado com antigeno Ex. Note a evidéncia dos mastcitos corados em
azul, eosinofilos, hiperemia e diapedese.
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FIGURA 9 - Fotomicrografias do figado de camundongo n3o imunizado e necropsiado
quatro dias apés o desafio A: Note pequeno foco inflamatorio (seta)
(200x). B: Mesmo foco inflamatoério da figura A, mas em maior aumento,
mostrando a presenga massiva de eosinofilos; alguns neutréfilos e
degeneragdo vacuolar () (600x).
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FIGURA 10 - Fotomicrografias do figado de camundongos necropsiados quatro dias
apés o desafio. A: Mesmo foco inflamatério mostrado na figura 9B,
mas em aumento maior (1000x) mostrando a presenga de eosinofilos.

B: Camundongo imunizado com antigeno Pe. Observe a presenca de
uma larva dentro de uma ruptura de tecido (seta).
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FIGURA 11 - Fotomicrografias do figado de camundongo imunizado com o antigeno
ES e necropsiado quatro dias apds desafio. A: Manguito em um ramo da
veia porta com presenga de células inflamatorias (seta). B: Maior
aumento da figura anterior (11A) (400x).
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Figura 12: A: Fotomicrografia de figado de camundongo imunizado com antigeno ES e
necropsiado quatro dias apés o desafio. Maior aumento da figura 11B
(600x). B: Fotomicrografia de pulmdo de um camundongo ndo
imunizado e necropsiado quatro dias ap6s o desafio. Observe a reagdo
inflamatoria ao redor dos bronquios, alvéolos e vasos (200x).

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 i unespwl 12: s 44 15 16 L1Jd 418



FIGURA 13 - Fotomicrografias do pulmdo de camundongo imunizado com antigeno ES
e necropsiado quatro dias apés o desafio. A: Observe a intensa reagio
inflamatoria ao redor dos alvéolos e hemorragia com deposi¢do de
fibrina, eosindfilos e neutréfilos (200x). B: Maior aumento da figura
anterior (13A) (600x). Maciga reacgdo inflamatdria ao redor dos alvéolos,
hemorragia.
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FIGURA 14 - Fotomicrografias dos pulmdes de camundongos imunizados e
necropsiados quatro dias apds o desafio. A: Camundongo imunizado com
antigeno ES. Observe a presenga de secgido de uma larva (seta) entre os
alvéolos, envolvida por células inflamatérias e hemorragia. B:
Camundongo imunizado com o antigeno Pe. Note sec¢des de uma larva
(seta) envolvida por reagdo inflamatéria com presenga de eosinéfilos,
linfocitos, macrofagos e hemorragia por todo tecido (600x).
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FIGURA 15 - Fotomicrografias de pulmido de camundongo imunizado com o antigeno
Pe e necropsiado quatro dias apos o desafio. Observe uma larva
rompendo a parede do vaso sangiiineo e note a reagdo inflamatdria com a
presenga de eosinéfilos, macrofagos, neutrofilos e linfocitos. A: (400x) e
B: (600x).
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DISCUSSAO

No presente experimento o numero de ovos e larvas eliminados nas fezes dos
camundongos foi muito baixa em todos os grupos examinados, ou seja, de 1,2%; 2,32%;

0,8% e 0,64%, respectivamente para o grupo controle e imunizados com Pe, Ex, e ES.

Esperava-se que os animais dos grupos imunizados apresentassem uma maior

capacidade de eliminagdo de parasitas em relagdo ao controle, no entanto, isto ocorreu
somente com o grupo Pe, que rejeitou uma quantidade superior ao controle (o dobro).
Como o antigeno Pe foi obtido de parasitas adultos do trato intestinal, justifica-se sua
maior eficiéncia na estimulagdo do sistema imune inflamatério para dificultar a
penetragdo larval pela mucosa intestinal. Por outro lado, o pequeno niimero eliminado
em todos os grupos, pode ser justificado, em fungdo das colheitas de fezes terem sido
realizadas somente nas primeiras oito horas apds a infec¢do experimental.
Possivelmente, se estas colheitas fossem prolongadas por um periodo superior, este
resultado poderia ser diferente e o niimero de parasitas detectados nas fezes poderia ser
superior, pois verificou-se uma quantidade crescente de larvas no periodo de quatro a
oito horas pds-desafio nas fezes dos animais do grupo Pe. Verificou-se também que a
quantidade de larvas nas fezes foi superior a de ovos, indicando que este periodo foi
suficiente para que ocorresse a eclosdo dos mesmos. As porcentagens de larvas e de
ovos foram respectivamente. 86.7% e 13,3% para o grupo controle, 82,7% e 17,3% para
o grupo Pe, 60% e 40% para o grupo Ex e 50% para o grupo ES.

O unico trabalho referenciado. no qual foi realizada a contagem de ovos e larvas
eliminados nas fezes apos o periodo pds-infec¢do, foi o de OMAR & BARRIGA
(1991). Estes autores conseguiram apds trés infec¢des experimentais consecutivas de
coelhos com ovos infectantes de 7. vitulorum, detectar na primeira e segunda infecgdo

uma elimina¢do de parasitas de 10% e 4% respectivamente, € na terceira 32%,
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sugerindo que a reinfec¢do causou uma estimulagdo do sistema imune, a qual dificultou
a penetragdo larval pela mucosa intestinal.

Os antigenos Ex, ES e Pe foram utilizados para imunizar camundongos e verificar
se a imunidade produzida iria prevenir a migragio larval de T. vitulorum para os tecidos,
como a mucosa intestinal, o figado, o pulméo, o coragdo, o musculo e o cérebro. Estes
animais, apos a imunizagdo, foram infectados experimentalmente com ovos infectantes
de T. vitulorum (desafio) e em seguida necropsiados as oito horas, quatro dias e trinta
dias pos-desafio. Os 6rgdos foram colhidos e as larvas contadas apds a digestdo péptica
dos mesmos.

Sete horas apos o desafio, observou-se que a grande maioria das larvas encontrava-
se ainda presente no intestino grosso, que segundo CHAUHAN & PANDE (1971),
CHAUHAN et al. (1974) e ROBERTS (1990a) é o local de penetragdo das larvas de T.
vitulorum pela mucosa antes de atingirem a circula¢@o sanguinea ou linfética. As larvas
encontravam-se em maior quantidade neste Orgdo, em todos os grupos examinados
(controle e grupos imunizados). No entanto, o grupo controle (ndo imunizado), foi o que
apresentou 0 maior numero de larvas, ou seja, quase o dobro em relagdo aos
imunizados. Este resultado demonstrou que estas larvas encontram-se em processo de
migragdo através do intestino grosso. Os grupos imunizados com os antigenos Ex e Pe
apresentaram praticamente 0 mesmo numero de larvas, mas com o antigeno ES, esta
quantidade foi quase cinco vezes inferior em relag@o ao grupo Ex e Pe. Segundo ABO-

SHEHADA (1991), uma reagdo inflamatdria ocorre ao redor da larva no local da sua

penetra¢do na mucosa do intestino de camundongos vacinados, na tentativa de impedir a

entrada de larvas de T.canis pela mucosa intestinal do hospedeiro. Assim, € possivel que
uma reagdo inflamatéria mais intensa nos grupos imunizados poderia dificultar a
penetragdo das larvas antes de atingir a circulagdo e 6rgaos. Além disso, sabe-se que as
superficies de mucosa, e neste caso a mucosa intestinal, sdo portas de entrada para
patogenos, como os parasitas. Para evitar que isto acontega o sistema imunologico deve
estar preparado para manter uma barreira contra a entrada destes para a corrente
sanguinea. As células epiteliais especializadas (como as células M), os linfocitos em
placas de Peyer ou difusos, assim como os eosindfilos, neutréfilos, macréfagos e
mastocitos poderiam estar sendo sensibilizados e coordenar uma resposta conjunta para
tentar aprisionar as larvas, no momento de sua entrada para o organismo animal
(SIMECKA, 1998). Os antigenos de 7. vitulorum estdo, desta forma, atuando para que

ocorresse neste local. sensibilizagdo dos mecanismos efetores celulares listados acima.
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Com relagdo ao intestino delgado, algumas larvas ainda estavam presentes sete

horas pé6s-desafio, possivelmente ainda no conteudo luminal. No entanto, a quantidade

larval neste 6rgdo foi muito baixa em todos os grupos avaliados (4 a 16 larvas). Ja no
figado e pulmido, foram detectadas, ainda em nimero muito baixo, larvas no grupo
controle, embora também no pulmédo do grupo Ex. A presenca destas larvas nestes dois
tltimos 6rgdos, em um periodo de apenas sete horas pos-desafio, significa uma rapida
migragdo larval principalmente no grupo controle, que ndo recebeu qualquer larva no
intestino entre 12 e 48 horas ap6s a infecgdo de camundongos com ovos de 7.
vitulorum. CHAUHAN et al. (1974), infectando ratos albinos com ovos de T. vitulorum,
relataram a presenca de larvas no intestino delgado, figado e pulmao ja entre 10 e 24
horas apos a infec¢do. Porém, ROBERTS (1990a) trabalhando com o hospedeiro
natural, injetou diretamente no ileo de bezerros bufalos, larvas infectantes de 7.
vitulorum marcadas radioativamente. Estas larvas foram em seguida, recuperadas na
parede intestinal, no periodo de duas horas apés infecgdo e 24 horas no pulmio e no
figado.

Os animais do grupo Pe além de terem retido maior nimero de larvas no intestino
grosso, do que os demais grupos imunizados, também foram os que apresentaram a
maior rejeicdo de larvas e ovos através do trato intestinal, pelas fezes. Outro fator que
deve ser ressaltado ¢ que o intestino grosso foi separado para a digestdo péptica
Jjuntamente com o conteido luminal. Desta forma, muitas larvas presentes no material
digerido poderiam ainda estar no limem junto do seu contetido e assim no tiveram a
oportunidade de penetrar na mucosa e migrar. OMAR & BARRIGA (1991), através da
imunizagdo com repetidas doses de ovos infectantes de 7. vitulorum, verificaram
também eliminagdo mais lenta de ovos e larvas nos animais ndo sensibilizados pela
infec¢do experimental. Além disso, na primeira e na segunda infec¢do, praticamente
nenhuma larva foi eliminada, somente ovos, mas na terceira, a eclosdo dos ovos foi
superior e grande quantidade de larvas foi eliminada com as fezes. J4, no presente
trabalho, como descrito anteriormente, prevaleceu maior numero de larvas em relagdo
aos ovos em todos os grupos analisados.

Decorridos quatro dias pds-desafio com ovos infectantes, grande quantidade de
larvas ja foi recuperada principalmente no figado dos quatro grupos de camundongos,
confirmando a rota de migracdo desse nematddeo do intestino grosso para este 6rgio.
Resultados semelhantes foram obtidos por CHAUHAN & PANDE (1972), BARRIGA
& OMAR (1992) e AMERASINGHE et al. (1992). Ap6s a imunizagio de
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camundongos com diferentes tipos de antigenos (das larvas e do adulto) de T. vitulorum,
AMERASINGHE et al. (1992) desafiaram camundongos com ovos infectantes deste
parasita e verificaram que o pico maximo de larvas encontradas no figado ocorreu dois
dias apds a infec¢do. Em seguida houve uma redugdo gradativa dessas larvas até o dia
21 apés a infecgdo. No pulmdo, a quantidade de larvas permaneceu estavel entre o
quarto e o sétimo dia. Da mesma forma, FAGEHOLM et al. (2000), infectaram suinos
com ovos de Ascaris suum e observaram a migragdo de larvas tanto no figado como no
pulmao, em periodos similares ao nosso experimento.

O resultado da recuperagdo de larvas no figado e no pulmdo dos animais
imunizados com os trés antigenos apresentou diferengas significativas (p<0,05) em
relagdo ao grupo controle, ou seja, o controle foi 4,7 vezes superior ao Pe, 7,4 vezes ao
grupo Ex e 2,4 vezes ao ES. Em relagdo ao numero larval, estes resultados
demonstraram que o antigeno Pe, apesar do grande numero de larvas retidas no intestino
grosso (n=246), somente um oitavo destas larvas foi capaz de migrar para o figado
(n=28), deduzindo-se que a maioria ficou presa na mucosa deste 6rgdo, ou durante a
migragdo até o figado. Ja no controle, a migragdo de larvas do intestino grosso (n=526)
até o figado (n=134) foi de dois tergos. O antigeno Ex apresentou comportamento
semelhante ao antigeno Pe. Ja o grupo ES, além de apresentar menor quantidade de
ovos e larvas nas fezes e de larvas na parede do intestino grosso (sete horas), apresentou
numero bem mais elevado de larvas no figado, no quarto dia pos-infecg¢@o, demonstrado
menor eficiéncia do antigeno ES na inibigdo da migrag@o larval. Quatro dias pos-

desafio, algumas larvas ainda estavam presentes na mucosa do intestino delgado e

£rosso, mas apenas em nimero muitissimo baixo (2 a 4 larvas em média) e, somente no

grupo Ex e no controle. O terceiro 6rgio mais parasitado por larvas, mesmo em niimero
bem inferior ao do figado, foi o pulmao. Neste 6rgdo, no entanto, somente o grupo ES
nao diferiu estatisticamente do grupo controle, refor¢ando mais uma vez a ineficiéncia
deste antigeno, no controle da migragdo larval. Ainda, com quatro dias ap6s o desafio,
algumas larvas também foram visualizadas no conteudo digerido do cérebro e do
musculo, mas somente no controle, embora uma larva também foi detectada no pulmao
e no musculo dos animais imunizados pelo Pe.

Com base na dose de ovos infectantes administrados para cada camundongo e a
quantidade de larvas presentes no figado (quatro dias pos-desafio) dos animais
imunizados, calculou-se a porcentagem de inibig¢do larval em relagido ao controle: assim

o antigeno Pe inibiu 79%, o Ex 86% e o ES 58%. Ja AMERASINGHE et al (1992),
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verificaram que os antigenos mais efetivos foram o Pe com 100% de protegdo, o ES
larval com 92% e o Ex larval com 82% de inibigdo larval tecidual em camundongos
imunizados e desafiados com ovos de T. vitulorum.

No entanto, 30 dias apos o desafio, somente no pulmio (antigeno Pe), cérebro
(controle) e muisculo (controle e antigeno ES e Pe) encontrou-se larvas. Mas, o nimero
foi baixo e nao significativo em relagdo ao controle. Desta forma, nota-se que as larvas
sdo capazes de migrar para o cérebro e para o muisculo, as quais podem permanecer em
estado de hipobiose. Também ¢ importante ressaltar o que foi discutido por WARREN
(1971), observando uma pequena propor¢do de larvas de T. vitulorum migrando para a
musculatura esquelética de camundongos, apesar da existéncia de um gradual
desaparecimento destas nos tecidos. O autor deduziu que muitas larvas poderiam ter
morrido ou tomado outra rota dentro do hospedeiro, como a bexiga ou serem destruidas
por reagdo tecidual. Além disso, muitas larvas migratorias teciduais sdo eliminadas
pelos pulmdes. O que este ultimo autor relatou, foi observado também no presente
experimento, onde a quantidade de larvas inicialmente administrada aos animais foi
maior que a quantidade encontrada nas fezes e nos tecidos. Segundo KAYES & OAKS
(1978), larvas de 7. canis ainda podem permanecer vivas na musculatura de
camundongos, apesar das reagdes granulomatosas ocorridas em fun¢do da reagdo imune
celular. Além disso, ABO-SHEHADA et al. (1991) observaram granulomas formados
em torno das larvas de 7. canis, no figado e no musculo de camundongos. Como

algumas larvas foram detectadas no cérebro 35 a 45 dias pos-infecgdo, os autores

concluiram que esta reagdo ndo era suficiente para destrui-las na totalidade e estas

larvas poderiam ter escapado dos granulomas hepaticos e migrado para este 6rgdo. Estas
mesmas larvas vivas de 7. canis também foram visualizadas no cérebro de
camundongos no experimento desenvolvido por NUNES et al. (1999), no periodo de 42
a 48 dia pos-infec¢do. Além disso, AMERASINGHE et al. (1992), apesar de pequena
quantidade, também recuperaram larvas no musculo de camundongos controle, entre 4 e
12 dias apds a infec¢@o, mas nenhuma no cérebro. Ja, BARRIGA E OMAR (1992),
entretanto, recuperaram larvas de 7. vitulorum em musculo de coelhos ndo imunizados
no periodo de 35 a 45 dias apds o desafio.

Através da histopatologia, observou-se que no intestino grosso dos camundongos
dos grupos imunizados, as rea¢des inflamatdrias foram mais intensas do que nos ndo
imunizados. Notou-se a presen¢a de células inflamatdrias predominando de modo geral,

eosinofilos. neutrofilos e mastocitos levando a perda da integridade tecidual,
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principalmente, onde sec¢des de larvas foram detectadas. CHAUHAN et al. (1974)

observaram que as larvas de T. vitulorum na mucosa intestinal de ratos albinos estavam

cercadas por eosinofilos, neutrofilos, além da congestdo de vasos sanguineos na
mucosa. Além disso., KAREN & CAROLYN (1997) reportaram que os eosinofilos e
seus granulos citoplasmaticos contém muitas toxinas moleculares que podem ser
liberadas extracelularmente em resposta a estimulagdo antigénica, possivelmente com
acdo contra os helmintos. Também, EVERSOLE et al. (1999) detectaram aumentado
numero de eosindfilos na mucosa intestinal de camundongos infectados por N.
brasiliensis. Porém, NEVES (2001) além de eosinofilos, observou também aumento
significativo de mastocitos no intestino de bezerros bifalos naturalmente infectados,
participando possivelmente no processo de expulsdo do parasita. Em um recente
trabalho, ALDAWEK et al. (2002) relataram congestdo da mucosa intestinal com
inflamagdo eosinofilica e presenga de larvas na mucosa intestinal de cordeiros
infectados com 7. canis. Portanto, os eosinofilos estdo sempre presentes e associados as
infecgdes helminticas, como os mastocitos, mas neste caso, mastdocitos ndo elevaram
significantemente. Embora, muitos estudos mostraram uma associagdo de eosinéfilos
com a morte de parasitas em sec¢des histologicas, nem sempre ficou claro se o parasita
era morto pelos eosindfilos ou por conseqiiéncia do processo inflamatério. No entanto,
in vitro, eosinéfilos aderem a uma variedade de helmintos opsonisados com
imunoglobulinas e complemento. Eles liberam o contetido de seus granulos e secretam
fatores soluveis os quais matam a larva (BUTTERWORTH et al., 1984). Recentemente,
MEEUSEN et al. (2002) propuseram dois mecanismos para explicar a morte do parasita
helmintico por eosinéfilos. O primeiro seria uma resposta imune inata no hospedeiro
ndo natural. Neste hospedeiro, os antigenos de superficie ou os excretores e secretores
poderiam induzir uma forte resposta imune inata, incluindo a ativagdo de complemento
(via alternativa) e assim estimular mastocitos para liberagdao de moléculas vasoativas.
Desta forma, eosinéfilos residentes e do sangue seriam recrutados para o local da
infec¢@o. Este primeiro mecanismo, explicaria porque nos animais do grupo controle do
presente experimento houve, mesmo que bem mais branda, uma reagao inflamatdria na
mucosa com eliminagdo ou expulsio de larvas pelas fezes dos hospedeiros. O segundo
mecanismo seria a resposta imune adaptativa a qual, neste caso, seria aquela ocorrida
apOs repetidas infec¢des no hospedeiro ndo natural, ou especificamente como no
presente experimento. nos camundongos imunizados. Neste segundo mecanismo, menor

estimulo seria necessario para que uma forte resposta imune inata cooperasse
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eficientemente com a imunidade adquirida para favorecer as ligagdes dos eosindfilos as
larvas via complemento e receptor Fc das imunoglobulinas. Além disso, a forte
imunidade inata atuando como adjuvante poderia acelerar a resposta imune adaptativa
efetiva para estimular mastocitos, células exterminadoras naturais e linfocitos
intraepiteliais. Estas células poderiam secretar IL-5 e induzir a proliferagdo e a migragdo
de eosindfilos da medula 6ssea para o local da infec¢do. O aumento da expressdo de
receptores de complemento sobre eosinéfilos juntamente com abundante deposig¢do de
complemento sobre a superficie da larva no hospedeiro ndo natural poderia resultar em
um ataque eosinofilico mais intenso, com liberagdo do conteudo dos granulos e morte
do parasita.

No figado dos camundongos ndo imunizados aos quatro dias da infecgdo
experimental, observou-se novamente, reagdes inflamatorias menos intensas que as dos
animais imunizados, porém, maior extensdo de areas com hepatdcitos vacuolizados e
ruptura do tecido hepatico, sugerindo um provavel mecanismo de defesa mais atuante
nos animais imunizados. Apos o intestino, o figado foi o segundo 6rgdo que mais
aprisionou larvas de 7. vitulorum, e devido as lesdes causadas por estas larvas, este
orgao foi considerado importante na relagdo hospedeiro parasita, confirmando o que foi
relatado por ALDAWEK et al (2002) em cordeiros infectados experimentalmente com
T. canis. Além disso, estes mesmos autores observam congestdo de vasos com agregado
de linfocitos, eosindfilos e neutréfilos, como descrito no presente trabalho. Com o
progresso desta infecg@o, segundo ALDAWEK et al. (2002), as lesdes evoluiram para
granuloma eosinofilico com lesdes no parénquima hepatico apos 14, 20 e 28 dias de
infec¢do. Estes granulomas foram também relatados por KAYS et al. (1978) 11
semanas apos a infec¢do de camundongos com 7. canis e ja se apresentavam na forma
cronica. Porém, estes autores observaram que os granulomas eram inicialmente
constituidos abundantemente por eosinéfilos, mas aos 14 dias observaram desintegrago

destas células e substitui¢do das mesmas por macrofagos. Esta reagdo inflamatéria,

como resposta a uma ativagdo da defesa imune celular, também foi observada no figado

de ratos apos infec¢do com 7. canis em um experimento realizado por PARSONS &
GRIEVE (1990). onde foram observadas larvas aprisionadas em granulomas fortemente
infiltrados por eosinofilos. No atual experimento, ndo foi possivel observar larvas em
granulomas devido ao fato de que os animais foram necropsiados antes do tempo da
formag¢do dos mesmos. Pode-se, contudo, inferir que no figado e no pulmio dos

camundongos do atual experimento, possiveis granulomas iriam formar-se caso o
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procedimento histologico destes tecidos fosse realizado nestes mesmos periodos. ABO-
SHEHADA et al. (1991) também observaram a presenga de granuloma no figado como
mecanismo de defesa e aprisionamento de larvas.

Assim como nos dois Orgéos citados anteriormente, a reagdo inflamatéria quatro
dias ap0s a infecgdo experimental verificada no pulméo dos animais do grupo controle,
apresentou-se menos intensa que as dos animais imunizados, mas além de células
polimorfonucleadas e mononucleadas ocorreu também deposi¢do de fibrina,
demonstrando que houve hemorragia nos locais provaveis percorridos pelas larvas. O
pulmdo dos animais imunizados, além das lesdes apresentarem-se mais intensas, houve
também a presenga de larvas entre os alvéolos, envolvidas principalmente por células
inflamatodrias e hemorragia como no experimento de CHAUHAN et al. (1974). Além
disso, ALDAWEK et al. (2002) relataram também lesdes muito semelhantes ao do
presente experimento, destacando uma severa congestdo dos vasos sanguineos
perialveolares e peribronquiolares associada a infiltragdo de eosindfilos, linfocitos e
macrdéfagos com intensa exudagdo nos alvéolos. Deve-se levar em consideragdo que o
pulmdo do hospedeiro ndo natural (erratico) é um o6rgdo de expulsdo do parasita, onde
as larvas podem ser expectoradas ou deglutidas e eliminadas, pois a forma adulta ndo se
desenvolve.

Todos os grupos de camundongos imunizados apresentaram alteragdes histologicas
(reagdes inflamatdrias) mais acentuadas que o grupo ndo imunizado. Porém, entre os
antigenos as reagdes inflamatorias dos animais imunizados foram semelhantes para cada
orgao analisado.

Nos hospedeiros naturais, sabe-se que a infecgdo por 7. vitulorum estimula o
sistema imune-humoral como foi observado por RAJAPAKSE et al. (1994a), STARKE-
BUZETTI et al. (2001) e SOUZA (2001). As bufalas adultas apresentaram altos niveis

de anticorpos no periodo peri-parto e estes anticorpos foram transferidos possivelmente

pelo colostro aos seus respectivos bezerros. Posteriormente, os bezerros bufalos, em
virtude da constante estimulagdo pelas larvas, também comegaram a produzir
ativamente anticorpos contra os antigenos Ex, ES e Pe de T. vitulorum (SOUZA, 2001).
Posteriormente FERREIRA (2002) obteve resultados semelhantes quando fracionou os
antigenos Pe, Ex e ES de T. vitulorum através da eletroforese para serem testados
novamente com os soros de bufalas adultas, através de Western Blot. Todos os
antigenos acima citados reagiram com os soros de bezerros bufalos em diferentes fases

do parasitismo (ascensdo. pico e declinio) e soros e colostros de bufalas adultas.
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Enquanto todas as fragdes dos antigenos ES deixaram de ser detectadas nos soros dos
bezerros bufalos a partir de 150 dias (fase de auséncia de ovos nas fezes) o antigeno Pe
continuou reagindo entre 150 e 365 dias. As fragdes que reagiram mais freqiientemente
(em todas as fases do parasitismo) pelo Western Blot, segundo FERREIRA (2002)
foram para o antigeno ES (190, 150 e 110 KDa), Ex (96, 82 e 68 KDa) e Pe (165, 112 ¢
88 KDa). As fragdes 165, 112 e 88 KDa do Pe e 96, 82 e 68 KDa de Ex foram as que
continuaram reagindo nos bezerros bufalos mais velhos. Além disso, quando
FERREIRA (2002) testou o soro imune de camundongos anti-Ex, anti-ES e anti-Pe de
T. vitulorum contra estes antigenos pelo Western Blot (reag@o heteréloga e homéloga),
0 autor constatou a presenga de reagdo cruzada entre esses antigenos. Estes resultados

demonstraram que os antigenos utilizados na imunizagdo dos camundongos da presente

pesquisa podem servir potencialmente como moléculas a serem utilizadas no controle

imunolégico de bufalos contra a infec¢do por 7. vitulorum. Uma possivel estratégia de
controle do 7. vitulorum seria através da vacinagdo das bufalas adultas para evitar a
transferéncia de larvas através do colostro.

Em fungdo dos resultados obtidos no presente estudo, e com os descritos na
literatura, sugere-se a continua¢@o da presente pesquisa, testando-se a viabilidade da
utiliza¢@o destes antigenos, ou suas fragdes no controle destas parasitoses no rebanho

bubalino.
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CONCLUSOES

Os antigenos de 7. vitulorum mostraram-se imunogénicos pois foram capazes de
desencadear uma resposta imunolégica nos camundongos imunizados, controlando a
migragdo larval para os tecidos. Assim a porcentagem de inibicdo da migragio larval
para o figado foi de 58%, 79% e 86%, respectivamente, para os antigenos ES, Pe e Ex.

Pela contagem larval, as sete horas pos-desafio, as larvas ainda encontravam-se em
sua maioria na mucosa do intestino grosso, mas, quatro dias apds, as mesmas ja tinham
alcangado o figado e os pulmdes. Em todos os tecidos analisados houve predominéncia

de larvas nos tecidos dos animais ndo imunizados. Com 30 dias, as larvas

principalmente nos animais do grupo controle, ja se encontravam no musculo e no

cérebro, embora, em nimero muito reduzido.

Pelo exame histopatologico, quatro dias pos-desafio, as reagdes inflamatérias foram
mais intensas nos tecidos dos animais imunizados do que nos tecidos dos animais néo
imunizados. Eosindfilo foi o tipo celular predominante nestas reagdes inflamatdrias
tanto no figado como nos pulmdes. Na parede do intestino grosso, houve aumento

significativo de eosinofilo (15 vezes), mas aumento reduzido de mastdcitos.
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TABELA 01 - Analise de variancia referente ao niimero de larvas de Toxocara vitulorum encontradas nos tecidos de camundongos imunizados
com antigenos (Ex, ES e Pe) e ndo imunizados (controle), nos periodos de 7 horas, 4 dias e 30 dias.

QUADRADOS MEDIOS

CAUSAS DA
VARIACAO

ID IG FiIGADO CORACAO PULMAO CEREBRO MUSCULO

Periodo 20,8124* 1314,8484* 186,6599* 0,0000 29.2837* 0,2683ns 1,1001ns
Tratamento 1,4572ns 82,5138* 25,7626* 0,0000 2,3440ns 0,3280ns 1,4259ns
Periodo tratamento 0,9231ns 73,6965* 18,3089* 0,0000 4,3722* 0,1491ns 0,5148ns

Residuo 1,7900 5,6800 4,2175 0,0000 1,4760 0,2683 0,5472

Média geral 1,64 5,77 2,88 0,00 2,03 1,16 1,25

CV (%) 81,29 41,30 71,34 00,00 59,84 59,05

* - Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
ns — Nio significativo pelo teste F
Obs: Dados transformados em (x + 1)"?
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TABELA 02 - Teste de Tukey referente as médias das contagens de larvas de Toxocara vitulorum em diferentes tecidos de camundongos
imunizados com os antigenos (Ex, ES, Pe) e os ndo imunizados (controle).

MEDIAS DAS CONTAGENS

TRATAMENTO

IG FiIGADO CORACAO PULMAO CEREBRO MUSCULO

CONTROLE 176,67 a 6 B 8.87 a 1,33 a 333a
b 6a 95,33 b 6b 533a 0a 0a
ES 133a 14,67 ¢ 18,67 ab 6,67 a Oa

533a 82b 933 b 2,67a

Obs: Letras diferentes na vertical indicam diferenga significativa (p<0,005)
ID = intestino delgado
IG = intestino grosso
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FIGURA 1 - Teste de Tukey referente as médias das contagens de larvas de Toxocara vitulorum em diferentes tecidos de camundongos
imunizados com os antigenos (Ex, ES e Pe) e ndo imunizados (controle).
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TABELA 03 - Teste de Tukey referente as médias dos periodos de contagem de larvas de Toxocara vitulorum nos tecidos de camundongos
imunizados com os antigenos (Ex, ES, Pe) e os ndo imunizados (controle).

MEDIAS DAS CONTAGENS

PERIODO TRATAMENTO

FIGADO CORACAO PULMAO CEREBRO MUSCULO

CONTROLE 4a
EX Oa
ES
PE
CONTROLE
EX
ES
PE
CONTROLE
EX
ES
PE 0

Obs: Letras diferentes na vertical indicam diferenga significativa (p<0,005)

ID = intestino delgado ; IG = intestino grosso ; O que ndo apresentar letras, ndo foi realizado o desdobramento pelo teste de Tukey, tendo em vista que ndo houve interagdo
significativa na andlise de variancia.
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TABELA 04 - Teste de Tukey referente as médias das contagens de larvas de Toxocara vitulorum no figado e pulmio de camundongos
imunizados com os antigenos (Ex, ES, Pe) e os ndo imunizados (controle).

TRATAMENTO

MEDIAS DAS CONTAGENS*

FIGADO

CONTROLE

ES

Pe
Ex

11,21 a
7,23 ab
5,29b

3,48b

* Médias transformadas segundo a raiz (x-0,5)
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