MINISTERIO DA EDUCACAO if"')
‘I I ) UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ‘ .') '
- |
= PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Desenvolvimento de vacina para a toxocariase a partir de proteina
recombinante de Toxocara canis e suplementacio com sobrenadante probiotico em

modelo murino de toxocariase
Lourdes Helena Rodrigues Martins

Orientador (a): Prof. Dra. Luciana Farias da Costa de Avila

RIO GRANDE
2026



)

MINISTERIO DA EDUCACAO ,[2
1 I I ) UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ‘i_l,_l
.

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

e N

DESENVOLVIMENTO DE VACINA PARA A TOXOCARIASE A
PARTIR DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE TOXOCARA CANIS E
SUPLEMENTACAO COM SOBRENADANTE PROBIOTICO EM MODELO
MURINO DE TOXOCARIASE

Lourdes Helena Rodrigues Martins

Dissertacdo apresentada ao programa de Pos-
Graduagdao em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande, como requisito para obtengao

do titulo de Mestre

RIO GRANDE, 2026



DESENVOLVIMENTO DE VACINA PARA TOXOCARIASE A PARTIR
DE PROTEINA RECOMBINANTE DE TOXOCARA CANIS E
SUPLEMENTACAO COM SOBRENADANTE PROBIOTICO EM MODELO
MURINO DE TOXOCARIASE

Lourdes Helena Rodrigues Martins

Dissertagdo apresentada ao programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade Federal do

Rio Grande, como requisito para obtencao do titulo de Mestre

Banca Examinadora

Profa. Dra. Luciana Farias da Costa de Avila (PPGCS-FURG - Orientadora)
Prof. Dra. Vanice Rodrigues Poester (PPGCS- FURG)

Profa. Dra. Talita Bandeira Roos (UFPA — Membro externo)

Dr. Clovis Moreira Junior (CDTec - UFPEL)

Dra. Débora Carvalho Rodrigues (PPGCS-FURG -Suplente)




AGRADECIMENTOS
Dedico esse trabalho a todos os meus familiares que sdo a base da minha vida, expresso
a minha gratiddo por estarem sempre junto de mim, mostrando que juntos somos mais
fortes para enfrentar todos os momentos. Ao longo da caminhada me proporcionaram
momentos agradaveis, belas risadas tornando meus finais de semanas mais leve e me
incentivando a ndo desistir dos meus sonhos. Em especial a meus irmaos: Carmen, Elaine
e Jorge.
Aos meus filhos e netos que sao os meus maiores tesouros; Maicon Patrick, Pablo Michel,
Miguel, Joaquim, Stacy. Sao elos sagrados, sao continuidade da nossa familia, a luz que
me guia e que levardo adiante todos os valores e amor recebidos, nos ensinam a cada dia
o valor do amar sem medidas e da gratidao.
As minhas sobrinhas(os) Michele, Milene, Daniel, Mayame, Maiélen, Evelyn, Matheus,
Guilherme e Valenthina que sdo muitos especiais para mim, cada um deles me deram um
sentido novo a minha vida. Agradego a Deus por todo carinho, amor e amizade.
A técnica do laboratorio Nudefa, colega e amiga Rosemarlei gostaria de agradecer pelo
apoio continuo, pelas palavras de incentivo, pelo carinho.
As minhas amigas e colegas de mestrado Carolina Netto, Muna Yussef e Andrezza
Medeiros, Victoria Panassolo, Mariana que ao longo da minha trajetéria me incentivaram
e me ensinaram. Agradec¢o a colaboragdo, a troca de experiéncia que enriqueceram meu
percurso académico e o companheirismo das horas compartilhada de lazer com um bom
café, as viagens programadas durante o ano, com certeza esses momentos nos aproximou
mais e nos tornou pessoas melhores. O apoio de vocés foi muito gratificante para
superarmos os desafios didrios. Obrigado pelo comprometimento, € pela parceria nos
projetos que superamos juntas durante toda a nossa caminhada, agradeco de coracdo por
toda ajuda, foi um prazer imenso trabalhar com vocés e poder contar com cada uma nesse
momento importante da minha vida.
Ao Grupo NEP- Nucleo de Estudos em Parasitologia pelos ensinamentos, a todos os
professores do laboratorio de Parasitologia que inspiram, ensinam e transformam a nossa
vida em especial a Prof. Vera Signorini, Prof. Maria Lix Dionello, Prof. Lulie Susin, Prof.
Luciana Avila; Prof. Fabiane Gatti gostaria de expressar a minha gratidao pelo apoio e
ensinamentos durante o periodo no setor, a paixao de vocés pelo ensino e a pesquisa foram
fundamentais para despertar a minha curiosidade e moldar a minha formacao académica.
Com meus melhores cumprimentos e gratiddo eterna ao meu chefe Prof. Dr. Carlos J.

Scaini (in memoriam) pela oportunidade de fazer parte do grupo de pesquisa. Suas



contribuicdes cientificas e valiosas moldaram esse trabalho e foram fundamentais para o
meu crescimento e desenvolvimento como pesquisadora.

A minha orientadora, Profa. Luciana Farias da Costa de Avila, gostaria de agradecer pelo
carinho, amizade, inspiracdo, pelas palavras de conforto em todos os momentos, pela
paciéncia e pelos ensinamentos ao longo do mestrado que foram muito importantes para
a elaboragdo dessa dissertacdo pois me proporcionaram um grande aprendizado. Sua
orientacdo foi fundamental em cada etapa para o meu crescimento pessoal e profissional.
Ao CDTec (Centro de Desenvolvimento Tecnologico) da Universidade Federal de
Pelotas gostaria de agradecer imensamente pela parceria, pelo trabalho em especial ao
Prof. Dr. Clovis Moreira Junior e a sua equipe envolvida no desenvolvimento da vacina
foram fundamentais para que esse projeto fosse concluido.

Ao Biotério setorial da FAMED-FURG e aos técnicos do biotério, Marcia, Ana ¢ a
médica veterinaria Livia por todo o apoio e colaborac¢ao durante todo o meu experimento
que foi muito essencial.

Ao Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias da Satide — FURG que permitiu dois anos

de formagao académica de qualidade.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Linha do tempo mostrando a administragdo do SLC de Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469, a aplicagdo das trés doses da vacina e a inoculagdo de 7. canis
€M CAMUNAONZOS SWISS...ccuvietiieiieriieiieetieeieeteesteeteesteebeessteeseessseenseesssesseesseessseenses 27

Figura 2. Média do niimero de larvas de Toxocara canis recuperadas no figado de
camundongos Swiss experimentalmente infectados que receberam: vacina rTES 30 (G1),
suplementagao com SLC de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 mais vacinas rTES 30
(G2), somente infectados com 7. canis (G3) e controle negativo sem infec¢do (G4) ....... 29
Figura 3. Cinética da producao de anticorpos IgG em camundongos Swiss vacinados com
r'TES 30 e experimentalmente infectados por 7. canis (G1 e G2) e ndo vacinados ........... 30
APENDICE I. Anélise individual, em diferentes tempos de coleta, da quantificagdo de
anticorpos IgG de acordo com os grupos experimentais: G1 (vacinagdo com rTES30), G2
(vacinagdo com rTES30 e suplementacdo com SLC de Lactobacillus rhamnosus
ATCCT7469), G4 CONIOlE NEZALIVO....cccvieeiiieiieeiiieeie ettt et eieeebeesaeeesbeessneenseeseee e 48
ANEXO 1. Documento aprovado pela Comissdo De Etica Em Uso Animal (CEUA-
FURG) sob parecer n°33, processo n°23116.003397/202-75.....ccccveveeeieenienieenieeeeene. 49



RESUMO

MARTINS, L.H.R. Desenvolvimento de vacina para toxocariase a partir de proteina
recombinante de Toxocara canis e suplementacao com probidtico em modelo murino
de toxocariase 2026. Dissertacio (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacido em
Ciéncias da Saude. Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio Grande,

Rio Grande, RS.

Introducio: A toxocariase humana ¢ uma parasitose tecidual cronica e uma zoonose de
ampla distribuicdo mundial, representando relevante problema de satide publica devido a
elevada soroprevaléncia global e a eficacia limitada dos anti-helminticos disponiveis. Os
antigenos de excrecao/secrecdo (TES) de 7. canis tém se destacado como moduladores
da resposta imune, e a proteina recombinante rTES30, produzida a partir do TES nativo,
demonstra reatividade com anticorpos de hospedeiros infectados, apresentando resultados
promissores no imunodiagnéstico da toxocariase. A partir desse conhecimento, este
estudo avaliou a capacidade imunogénica da proteina recombinante rTES30 como vacina,
na protegdo contra a infecg¢do por 7. canis em modelo murino. Materiais e Métodos: A
rTES30 foi administrada por via subcutidnea em trés doses de 50 ug (nos dias zero, 14 e
28). Camundongos Swiss foram divididos em quatro grupos: G1- vacinados e infectados;
G2- suplementados com o sobrenadante livre de células de Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469, vacinados e infectados; G3- apenas infectados; G4- controle negativo.
Exceto G4, todos foram inoculados com 100 ovos de 7. canis no dia 38, por via
intragéstrica. Amostras de sangue foram coletadas nos dias 14, 28, e 40 pds-vacinacgao,
com eutandsia no dia 40, seguida de digestdo tecidual para quantificagdo de larvas.
Avaliou-se a cinética de producdo de anticorpos IgG por ELISA. Resultados: A
imunizag¢do com rTES30 nao promoveu protecao contra 7. canis, sem reducao de larvas
teciduais. Anticorpos IgG especificos foram detectados apods vacinagdo, entretanto, nao
se traduziram em protecdo efetiva. O uso de SLC L. rhamnosus 7469 previamente a
vacinagdo nao reduziu a carga parasitaria, apesar de modular a resposta imune.
Conclusio: A sequéncia antigénica utilizada para a producao da rTES30 neste estudo nao
impediu a invasdao ou migracao larval. Futuras abordagens devem considerar adjuvantes
robustos, combinagdes antigénicas ou estratégias heterdlogas para potencializar a
imunidade protetora.

Palavras chave: Toxocariase; Vacina; Proteina recombinante; Resposta imune



ABSTRACT

MARTINS, L.H.R. Development of a vaccine for toxocariasis from recombinant
protein of Toxocara canis and supplementation with probiotic in a murine model of
toxocariasis 2026.Dissertation (Master’s) — Graduate Program in Health Sciences.
Faculty of Medicine, Federal University of Rio Grande, Rio Grande, RS.

Introduction: Human toxocariasis is a chronic tissue parasitosis and a zoonosis with a
wideglobal distribution, representing a significant public health problem due to its high
global seroprevalence and the limited effectiveness of available anthelmintics. The
excretion/secretion antigens (TES) of 7. canis have stood out as modulators of the
immune response and the recombinant protein rTES30, produced from native TES,
demonstrates reactivity with antibodies from infected hosts, showing promising results in
the immunodiagnosis of toxocariasis. Based on this Knowledge, this study evaluated the
immunogenic capacity of the recombinant protein rTES30 as a vaccine in protection
against infection T. canis infection in a murine model. Materials and Methods: rTES30
was administered subcutaneously in three doses 50 pg (on days 0, 14, and 28). Swiss
mice were divided into four groups: G1 - vaccinated and challenged; G2 - supplemented
with the cell-free supernatant of Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, vaccinated and
challenged; G3 - only challenged; G4 - negative control. Except for G4, all were
inoculated with 100 eggs of Toxocara canis on day 38, via intragastric injection. Blood
samples were collected on days 14, 28, and 40 post-vaccination, with euthanasia on day
40, followed by tissue digestion for larval quantification. The kinetics of IgG antibody
production were evaluated by ELISA. Results: Immunization with rTES30 did not provid
protection against 7. canis, with no reduction in tissue larvae. Specific IgG antibodies
were detected after vaccination; however, they did not translate into effective protection.
The use of SLC Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 prior to vaccination did not reduce
the parasite load, despite modulating the immune response, evidenced by changes in the
humoral profile. Conclusion: The antigenic sequence used did not prevent larval invasion
or migration. Future approaches should consider robust adjuvants, antigen combinations,
or heterologous strategies to enhance protective immunity.

Keywords: Toxocariasis; Vaccine; Recombinant proteins; Immune response
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1. INTRODUCAO

O nematdédeo Toxocara canis ¢ um parasito zoonéOtico de importancia
socioeconOmica global, responsavel por infeccdes em animais e humanos, com maior
incidéncia em regides tropicais e subtropicais. (Gasser et al.,2015). Do ponto de vista
epidemiologico e de saude publica, a toxocariase ¢ considerada uma zoonose
negligenciada, de dificil controle e amplamente distribuida tanto em paises desenvolvidos
quanto em desenvolvimento. Por ser uma doenga subdiagnosticada e subnotificada, a
implementagdo de estratégias eficazes de controle e vigilancia epidemiologica sao
dificultadas (Despommier, 2003, Hotez et al., 2008; WHO, 2020). Sua eclevada
prevaléncia ¢ favorecida por fatores como condigdes sanitarias precdarias, elevada
populacdo de cdes errantes e intensa contaminagdo ambiental por ovos larvados, o que
contribui para a manutencao do ciclo do parasito (Rubinsky-Elefant et al., 2010, Ma et
al.; 2018). Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS, 2017), estima-se que na
América Latina e América do Norte, aproximadamente uma em cada mil pessoas esteja
afetada por zoonoses parasitarias, incluindo a toxocariase (Despommier, 2003; Hotez et
al., 2014; Ma et al., 2018). Embora muitos casos sejam subclinicos ou assintomaticos a
toxocariase representa impacto clinico relevante para a saude publica, principalmente em
populacdes vulneraveis (Rostami et al., 2019; Fakhri et al., 2018).

A toxocariase humana ¢ causada principalmente pelas larvas de Toxocara canis e
Toxocara cati, parasitos de cdes e gatos domésticos que podem infectar o homem de
forma acidental, sendo considerada uma das principais doengas negligenciadas do mundo
(Rostami et al., 2019). As manifestacdes clinicas da toxocariase estdo diretamente
relacionadas a interacdo entre a carga larval e o perfil da resposta imune do hospedeiro,
que desempenha papel central tanto na limitagdo da infec¢do quanto na patogénese
associada (Mazur-Melewska Katarzyna et al., 2020; Leal-Silva T et al., 2022). As
principais apresentacoes incluem: a. Larva migrans visceral que € a forma mais comum,
caracterizada por febre, hepatomegalia, eosinofilia e manifestagdes respiratorias como
tosse e sibilancia resultantes da migracdo larval (Magnaval et al., 2001; Fillaux e
Magnaval, 2013); b. Larva migrans ocular, constitui a forma mais localizada que pode
causar a inflamacdo intraocular, retinite e formacdo de granulomas. Essas alteracdes
podem levar o individuo ao comprometimento visual unilateral, e, em casos mais graves
podem evoluir para perda permanente da visdo, associada a complicagdes como vitrite,
edema macular cistoide e descolamento tracional da retina (Taylor et al., 2001; Fan et al.,

2015; Ma et al., 2018); c. Toxocariase oculta, que se apresenta sintomas inespecificos
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como dor abdominal, tosse, cefaleia, anorexia e alteragdes comportamentais. (Rubinsky-
Elefant et al., 2010; Fillaux e Magnaval, 2013); d. neurotoxocariase, embora rara e
frequentemente descrita em relatos de caso em adultos de meia idade, resulta da migragdo
larval para o sistema nervoso central, podendo manifestar-se como meningite, encefalite,
vasculite cerebral ou mielite (Ma et al., 2018; Finsterer ¢ Auer, 2007). Esses quadros
clinicos estdo associados a sintomas neuroldgicos inespecificos, além de possiveis
associacdes com distarbios psiquiatricos incluindo convulsdes, atrasos no
desenvolvimento e déficits cognitivos e degenerativos (Nicolleti, 2020).

Além das medidas de controle ambiental e do tratamento anti-helmintico em
animais, torna-se necessaria a busca por estratégias imunoprofilaticas alternativas, como
o desenvolvimento de vacinas baseadas em proteinas recombinantes. Esse enfoque ¢
justificado pela complexidade bioldgica de Toxocara spp., pela capacidade das larvas de
modularem a resposta imune do hospedeiro e pela dificuldade de obtencao de antigenos
nativos em quantidade e pureza adequadas, o que limita a eficacia e a padronizagdo de
vacinas convencionais (Hotez et al., 2008; Maizels; Mc Shorley, 2016).

Proteinas recombinantes, incluindo peptideos antigénicos, sdo produzidas por
meio de técnicas de engenharia genética, nas quais genes de interesse do parasito sdo
clonados e expressos heterologamente em sistemas como bactérias e leveduras. A
utiliza¢do da recombinagdo génica permite a obtencao de antigenos altamente especificos,
com elevado grau de pureza, seguranca e reprodutibilidade, contribuindo para uma
melhor caracterizagdo imunologica. Desta forma, tais estratégias representam uma
alternativa promissora para a prevencdo da toxocariase e de outras helmintiases
negligenciadas (Zawawi et al., 2020; Bottazzi et al., 2021).

Para populagdes em situacdo de vulnerabilidade social, especialmente criangas
residentes em areas com elevada contaminagdo ambiental e acesso limitado a saneamento
basico e a assisténcia veterinaria para seus animais, a existéncia de vacinas para a
prevencao da toxocariase pode representar uma estratégia preventiva de grande impacto,
ao diminuir a incidéncia da infec¢@o, prevenir formas graves como a toxocariase visceral
e ocular, e reduzir complicagdes associadas a inflamagao cronica e a0 comprometimento
do desenvolvimento fisico e cognitivo (Hotez e Wilkins, 2009; Fan et al., 2015).

Nesse contexto, o uso de tecnologias recombinantes contribui ndo apenas para o
avango cientifico, mas também para a promocao da equidade em saude, ao oferecer
alternativas seguras, eficazes e acessiveis para o controle de uma zoonose negligenciada.

Além disso, estratégias adjuvantes baseadas na modulacdo da microbiota intestinal tém
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sido amplamente investigadas no contexto da imunoprofilaxia. Probidticos e seus
derivados, como metabolitos presentes no sobrenadante de cultivo (pds-bidticos),
apresentam potencial imunomodulador, sendo capazes de influenciar a ativagdo de
células do sistema imune inato e adaptativo, bem como a produgao de citocinas pro e anti-
inflamatoérias. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar
uma vacina baseada na proteina recombinante rTES 30 de 7. canis e seu uso associado a
suplementagdo com sobrenadante de probiotico, visando a inducdo de resposta imune

protetora e a reducao da infecgdo em modelo murino.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Toxocara canis e Toxocariase humana

A toxocariase ¢ uma parasitose tecidual cronica, com importante distribuigao
mundial, associada a presenca de caes e gatos em ambientes domésticos e a contaminagao
de solo por ovos de Toxocara spp. (Bowman, 2020; Fu et Al., 2024). O nematdédeo 7.
canis se desenvolve no intestino delgado de caes, que atuam como hospedeiros definitivos
e eliminam ovos no ambiente por meio das fezes. Os ovos tornam-se infectantes apos um
periodo no solo, contribuindo para a manutengao do ciclo do parasito (Holland, 2017). O
convivio humano com esses animais, especialmente em familias de baixa renda e em
regides rurais, constitui um fator de risco para infeccdo. Estudos utilizando técnicas
parasitoldgicas e moleculares demonstram a contaminag¢ao do solo por ovos de Toxocara
sp. em parques publicos, representando um prejuizo a saude de pessoas que frequentam
esses locais, especialmente criangas (Otero et al., 2018; Bonilha-Aldana et al., 2023).

A prevaléncia da toxocariase em humanos apresenta ampla variagdo entre
diferentes regides e populagdes. Apesar de milhdes de pessoas estarem infectadas, ¢é
necessario compreender quantas estdo expostas ao parasito e quantas realmente adoecem
(Ma et al.,2018). Entretanto, ¢ importante salientar que a prevaléncia estimada pode ser
afetada de acordo com a sensibilidade e especificidade do método diagnostico aplicado
(Rostami et al., 2020). O sorodiagnostico pode ser aplicado tanto em humanos como
animais, sendo amplamente utilizados em inquéritos epidemioldgicos (Fillaux &
Magnaval, 2013; Ma et al., 2018); embora apresente limitagdes relacionadas a reatividade
cruzada e a dificuldade de diferenciar infe¢do ativa de exposicdo prévia, o que tem
motivado o desenvolvimento de antigenos recombinantes mais especificos (Noordin et

al., 2020).
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Um estudo de meta-analise indicou que 19% da popula¢do mundial € soropositiva
para T. canis, com taxas mais altas na Africa (37,7%) e mais baixas no Mediterrineo
Oriental (8,2%), sendo os principais fatores de risco: residir em areas rurais, idade com
maior soroprevaléncia observada principalmente em criangas na faixa etaria de 1 a 14
anos, contato com pets, consumo de carne crua e a4gua ndo tratada (Rostami et al., 2019).
Esses dados reforcam a necessidade de fortalecimento de politicas publicas voltadas ao
controle dessa zoonose, com abordagem integrada em satide Unica, incluindo educacgdo
em saude, manejo adequado de animais, desparasitacdo periddica e melhoria das
condigdes de saneamento basico, medidas essenciais para interromper as vias de
transmissdo do parasito (Ma et al., 2018; WHO, 2020).

Humanos e outros hospedeiros paraténicos, como roedores, aves, ruminantes,
suinos adquirem a toxocariase pela principalmente pela ingestdo de ovos de 7. canis
embrionados, mas também pode ocorrer por meio do consumo de carnes ou visceras cruas
ou malcozidas contendo larvas do parasito (Nijsse, 2016; Xu e Han, 2024.). Apos a
ingestdo, as larvas penetram na parede intestinal, entram na circulagdo sanguinea,
podendo migrar por diferentes partes do corpo, levando a uma resposta inflamatoria
acentuada e gerando varios sintomas clinicos, dependendo do 6rgao envolvido (Fan,
2015; Chen et al., 2018; Al-Awadhi e Jamal, 2022). Durante a migragao as larvas de T.
canis podem se alojar em varios 6rgaos e tecidos como: figado, pulmdes, coragdo, rins,
encéfalo, olhos e musculos esqueléticos estriado. A presenca de larvas nesses tecidos
induz varias alteragdes patologicas de acordo com sua capacidade migratéria e das
respostas imunoldgicas do hospedeiro, o qual pode permanecer assintomatico ou
desenvolver diferentes formas clinicas: larva migrans visceral (LMV), larva migrans
ocular (LMO), neurotoxocariase (NT) e toxocariase oculta/comum (Xu e Han, 2024; Ma
et al., 2018).

A suspeita clinica da toxocariase ¢ um desafio pois a maioria das manifestagdes
clinicas ¢ inespecifica, variando de acordo com o grau da infec¢dao e do 6rgao afetado,
podendo causar diversos sintomas e sinais clinicos no organismo como: febre, dor
abdominal, tosse, mal-estar, perda de peso, irritabilidade, erup¢des cutaneas, distirbios
respiratdrios e manifestagdes neuroldgicas ou oculares (Raissi et al.; 2021).

A confirmagdo da infec¢do costuma ser realizada por meio de diagndstico
soroldgico in house, no qual ¢ feita a pesquisa de anticorpos IgG utilizando o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) ou Western blot, que utilizam antigenos de excrecdo e

secrecdo (TES) nativos das larvas de 7. canis (Roldan et al., 2015). Entretanto, a
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utilizacao do TES nativo ¢ dependente do cultivo in vitro de larvas L3 de T. canis, o que
resulta em variacdes na composi¢cdo antigénica e pode comprometer a padronizagao.
Além disso, a sensibilidade e especificidade podem ser influenciada devido a ocorréncia
de reagdo cruzada com outros helmintos, principalmente Ascaris lumbricoides (Roldan et
al., 2017; Skulinova et al., 2022).

Em relagao ao tratamento da toxocariase, este é realizado com medicamentos anti-
helminticos que, embora sejam amplamente utilizados apresentam eficacia moderada nos
tecidos extraintestinais. Apesar do albendazol ser a principal escolha terapéutica, sua
eficacia deve ser avaliada com mais precisao pois € condicionada por varios fatores como:
estagio da infecgdo e localizacdo das larvas, representando ainda um desafio para tratar a
forma ocular e neurolégica (Magnaval et al., 2001; Magnaval et al., 2022). As abordagens
terapéuticas podem diferir de acordo com a forma clinica da doenga, sendo o albendazol
o farmaco de escolha e, frequentemente, associado ao uso de corticoides quando os casos
clinicos apresentam intensa resposta inflamatdria, como no caso da toxocariase
neuroldgica, na qual a terapia antiparasitaria ¢ associada ao rigoroso controle da resposta

inflamatoéria (Despommier, 2003; Hewitson ¢ Maizels, 2014).

2.2. Resposta imune na toxocariase e proteinas de Toxocara canis (TES)

Estudos envolvendo a infec¢do por 7. canis t€ém demonstrado que o parasito
modula a resposta imunologica do hospedeiro a fim de favorecer sua sobrevivéncia em
longo prazo; contudo, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda sdo pouco
compreendidos (Maizels et al., 2016). Na resposta imune gerada por 7. canis,
inicialmente ocorre aumento de células Thl, com liberacdo das interleucinas 12 (IL-12)
e Interferon gama (IFN-y), com atuacdo na destruicdo das larvas (Avila et al., 2016;
Dlugosz et al., 2019). Paralelamente, a liberacao de produtos excretores-secretores (TES)
pelas larvas de T. canis aumenta essa polarizacao Th2 e pode causar danos significativos
aos tecidos (Vacca e Le Gros, 2022; Lekki-Jozwiak e Baska, 2023). Essa resposta ¢
caracterizada pelo recrutamento e pela ativagdo de células do sistema imune inato como:
células dendriticas, macrofagos, mastocitos, células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2),
basofilos e eosindfilos. Essas células promovem pelo aumento na produgdo de citocinas
como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, levando a ativacado de linfocitos Th2 e células B, que, por
sua vez, induzem a produgdo de anticorpos de classe IgE e IgG1. As larvas infectantes
de T. canis liberam antigenos de excre¢do e secre¢do (TES), que possuem moléculas

como arginase, cistatina, calreticulina e catepsinas, com propriedades imunomoduladoras
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que garantem a sobrevivéncia do parasito (Silva et al., 2018). Esses componentes
derivados do TES, individualmente ou em combinagao, sdo utilizados pelo parasito para
suprimir fungdes bioldgicas importantes como: o estabelecimento de infec¢do, modulacao
imunologica, competicdo intraparasitaria e protecdo contra as defesas do hospedeiro
(Wangchuck et al., 2020).

Silva et al. (2018) identificaram 582 proteinas do extrato larval e 64 proteinas no
antigeno de excrecao e secre¢ao (TES), incluindo moléculas imunomoduladoras
envolvidas nos mecanismos de evasdo e outras que podem estar envolvidas na
patogenicidade do 7. canis. A analise protedomica do TES, aliada ao sequenciamento
transcriptdomico de alto desempenho de 18.596 genes de 7. canis, revelou um conjunto
diversificado de proteinas, destacando a complexidade dos mecanismos que o parasito
utiliza para interagir com o hospedeiro. Essa abordagem fornece dados fundamentais para
o desenvolvimento de melhores métodos diagndsticos, terapéuticos, e estratégias
preventivas contra a toxocariase (Sperotto et al., 2017). Com base nesse estudo, uma série
de proteinas foram identificadas como candidatas a vacina usando a vacinologia reversa.
Essa técnica consiste na analise das sequéncias gendmicas do patégeno de interesse por
ferramentas de bioinformatica, permitindo a predicdo de antigenos que podem ser bons
candidatos ao desenvolvimento de uma vacina, sem necessidade de cultivar o organismo
especifico para obter os antigenos naturais (Rappuoli, 2000; Hasan et al., 2024; Taneja et
al., 2025).

Nesse contexto, o desenvolvimento de antigenos recombinantes surge como uma
alternativa promissora, permitindo maior controle da composicao antigénica e melhor
reprodutibilidade entre ensaios. Dentre as proteinas recombinantes previamente
estudadas para diagnostico, a proteina rTES-30 apresenta alta sensibilidade e
especificidade para diagnosticar a infec¢do em humanos e animais (Santos et al., 2018;
Noordin et al., 2020). Na técnica de ELISA indireta utilizando rTES30 foi verificada
elevada acurécia diagnostica com sensibilidade superior a 94%, podendo alcancgar até
97,8% quando associada a confirmac¢ao com Western blot (Santos et al., 2018). Em outros
estudos que avaliaram a capacidade antigénica dessas proteinas, foram observadas
sensibilidade e especificidade em torno de 70% - 100% e 92% - 100%, respectivamente
(Mohamad et al 2009; Zahabiun et al 2015).

Assim, pesquisas visando o desenvolvimento de novas alternativas de controle e
tratamento como o uso de vacinas com antigenos TES recombinantes, tornam- se

essenciais. Vacinas contra infec¢ao por helmintos tém como objetivo atuar sobre as larvas
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recentemente invasoras, a fim de minimizar a penetragao € migragdo ¢ a disseminagao

destas (Maizels; Mc Shorley, 2016; Claerebout e Geldhof, 2020).

2.3. Desenvolvimento de vacinas para helmintos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as vacinas contém
substancias enfraquecidas ou inativadas de um organismo (antigeno) que desencadeiam
uma resposta imune, permitindo que o sistema imunoldgico reconheca e combata o
patogeno em futuras exposi¢des, conferindo imunidade ao individuo. Ao reconhecer a
presenca de um antigeno invasor, os linfocitos T e B sdo ativados, iniciando uma resposta
imune adaptativa mesmo na auséncia de sintomas clinicos; esse processo resulta na
formacao de células de memoria imunolodgica, fundamentais para a protecao a longo prazo
(Cox e Brokstad, 2020).

Segundo Hotez et al. 2010, e Maizel e Mc Shorley 2016, o desenvolvimento de
vacinas contra helmintos ¢ desafiador devido a capacidade biologica que estes parasitos
tém de modular a resposta imune do hospedeiro. Ainda assim, a vacinagdo prévia pode
induzir uma resposta imune protetora, reduzindo a carga parasitdria e favorecendo a
expulsdao de modo parcial ou total do parasito, ao atuar sobre as larvas invasoras,
minimizar a duragdo da infec¢do e prevenir a migracdo e a disseminagdo do parasito
(Zawawi e Else, 2020; Luna e Campos, 2020). A utilizacdo de vacinas para controle e
prevencdo de doencas causadas por nematdodeos vem apresentando resultados
promissores em pequenos ruminantes (Tian et al., 2020; Gauci et al., 2023). As proteinas
HcTTR e EGI95NC se caracterizam como antigenos de interesse em imunologia
parasitaria, principalmente no desenvolvimento de vacinas. A proteina HcTTR, testada
em caprinos contra Haemonchus contortus, promoveu uma redugdo de 63,7% na
contagem de ovos e 66,4% de reducdo dos parasitos adultos (Tian et al., 2020). A proteina
EGI95NC, utilizada em ovinos desafiados com Echinococcus granulosus, proporcionou
mais de 90% de protecao (Gauci et al., 2023). Esta proteina ¢ considerada altamente
imunogénica mesmo quando associada com adjuvantes convencionais, induzindo
resposta imune protetora capaz de impedir a penetracao e o desenvolvimento das larvas.
Esse mecanismo envolve principalmente anticorpos que neutralizam a oncosfera (estagio
larval inicial) logo apds a infeccao, bloqueando a migragao tecidual (Lightowlers et al.,
2003; Heath et al., 2012).

Outros estudos com proteinas recombinantes também demonstraram protecao

significativa contra nematddeos gastrointestinais, como ocorre com as vacinas contra
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Teladorsagia circumcincta ¢ Haemonchus contortus, que reduziu tanto a contagem de
ovos quanto o nimero de adultos em ovelhas vacinadas. Esse conjunto de evidéncias
reforca o potencial das estratégias baseadas em antigenos recombinantes para o controle
de infecgdes parasitarias de importancia econdmica e sanitaria (Miller e Horohov, 2006;
Smith et al., 2013; Dalton et al., 2013).

A partir desse contexto, estratégias semelhantes para a prevencao da toxocariase
forma desenvolvidas usando proteinas recombinantes de 7. canis. Jaramillo-Hernandez
et al., (2022) observaram redug¢do de 73% no niimero de larvas no tecido hepatico,
encefalico e muscular em modelos experimentais murinos vacinados com uma vacina
produzida a partir da proteina rTcVcan, além de redugdo de ovos eliminados nas fezes de
caes. A diminuicao de larvas e ovos sugere que a vacina ¢ capaz de estimular uma resposta
imune eficaz que dificulta a disseminagdo e a sobrevivéncia das larvas, atuando de
maneira preventiva e terapé€utica, evitando complicagdes clinicas. De acordo com os
autores, a vacinacao ¢ uma estratégia essencial para o controle da toxocariase em caes,
pois desempenha um papel importante para alterar o ciclo parasitario, reduzindo a
viabilidade dos ovos, a presenca destes no meio ambiente e a possibilidade de infecg¢ao
humana.

Em outro estudo para a prevencao da toxocariase, Garcés et al. (2020) testaram
vacinas desenvolvidas com as proteinas recombinantes rTcCad e rTcVcan e observaram
que houve reducdo da carga parasitaria em modelo murino C57BL/6 de 52% e 53,2%,
respectivamente. Apesar de os resultados serem satisfatdrios, € relevante destacar que a
dose de 500 ovos de T. canis utilizada no estudo pode nado representar uma dose infectante
realista. Segundo Cox e Holland (2001), menor carga parasitaria de 7. canis, reflete
melhor a infeccdo em roedores ¢ humanos. Assim, a avaliagdo de futuros candidatos
vacinais deveria usar uma dose menor de ovos, a fim de simular melhor a infec¢do natural
e permitir uma avaliagdo mais fidedigna da vacina.

Uma estratégia que vem sendo testada para potencializar a capacidade das vacinas
em estimular a imunidade humoral e celular € o uso associado a adjuvantes, possibilitando
que a vacina atinja seu potencial méximo (Han, 2015; Chan e Gack, 2016). Os adjuvantes
exercem suas fun¢des aumentando a eficdcia dos antigenos por meio da estimulacdo do
sistema imunolodgico inato, diretamente pela estimulacdo de células dendriticas (DCs),
macrofagos e neutrédfilos, que levam a ativacao do sistema imune adaptativo (Bonam et
al., 2017). Diversas sdo as abordagens baseadas na modulacdo da microbiota intestinal,

como o uso de adjuvante vacinal, uma vez que a interagdo entre microbiota e sistema
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imune influencia diretamente a magnitude e a qualidade da resposta imunolégica induzida
(Lynn et al., 2022; Hong, 2023; Ardura-Garcia et al., 2024). Por essa razdo, adjuvantes
que promovem resposta Thl ou uma resposta mista Th1/Th2 balanceada tém sido mais
promissores para vacinas contra Toxocara (Marthy- Roix et al., 2016).

Diante do exposto, proteinas recombinantes, além de apresentarem potencial para
imunodiagnoéstico, tornam-se fortes candidatas para o desenvolvimento de vacinas. No
contexto da toxocariase, proteinas derivadas de antigenos TES, como a rTES-30, tem sido
amplamente investigada por sua elevada imunogenicidade e por estar diretamente
envolvida na interagdo parasito-hospedeiro, sendo reconhecida pelo sistema imune
durante a infec¢do natural, o que a torna uma candidata relevante para estratégias vacinais
baseadas em proteinas recombinantes (Jacquier et al., 1991; Yamasaki et al., 2000; Santos

etal., 2018).

2.4 Utilizacao de probioticos contra agentes infecto-parasitarios

Microrganismos probidticos vém sendo estudados como alternativas de controle
e tratamento da toxocariase em modelos experimentais ¢ apresentam resultados
promissores (Avila et al., 2012, Cadore et al., 2021, Walcher et al.,2023 Cunha et al.,
2024). De acordo com a Associagdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos
(ISAPP), os probiodticos sdao microrganismos vivos que, quando consumidos em
quantidades apropriadas, proporcionam beneficios a saide do hospedeiro (Salminen et
al., 2021). Além disso, o uso de probioticos esta relacionado a expressdo de receptores
toll-like (TLRs), que sdo proteinas presentes nas células do sistema imune inato
responsaveis por reconhecer padrdes moleculares associados a microrganismos. A
ativagdo desses receptores influencia a producdo de IgA secretoria, além de contribuir
para o fortalecimento da barreira da mucosa intestinal, aumentando a integridade epitelial
e a protecdo de agentes patogénicos invasores (Kaur e Ali, 2022; Zheng et al., 2023).

Conforme mencionado, os efeitos benéficos dos probidticos ocorrem por meio da
modulagdo da microbiota intestinal, da resposta imune e do fortalecimento da barreira
epitelial, influenciando também a interagdo com outros microrganismos. Eles sdo
utilizados tanto na preven¢do quanto no tratamento de doencgas gastrointestinais, além de
atuarem em diversos contextos clinicos associados a diferentes sintomas patoldgicos (Hill
et al., 2014; Markowiak e Slizewska, 2017; O’Toole et al., 2017; Sanders et al., 2019;
Laranjeira, 2020).
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Em infecgdes por helmintos, a microbiota intestinal desempenha papel
fundamental na regulacdo da resposta imune, podendo influenciar a polarizagdo Th2, a
ativacdo de eosinofilos e a producdo de IgE, além de interferir na capacidade do
hospedeiro de limitar a migracdo ¢ o estabelecimento larval (Reynolds et al., 2014;
Ramanan et al., 2016). No intestino, os probidticos fortalecem a barreira epitelial,
induzindo a producdo de citocinas como IL-22 e IL-8, promovendo o aumento de
secre¢ao de muco pelas células caliciformes e dificultando a adesdo de bactérias
patogénicas. Além disso, algumas espécies possuem mecanismos capazes de neutralizar
a acdo de toxinas que afetam a permeabilidade da barreira epitelial (Bron et al., 2017).

Probioticos como Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus  plantarum,
Bifidobacterium longum e Bifidobacterium infantis tém a capacidade de produzir
moléculas imunomoduladoras no intestino durante a fermentacao de carboidratos ¢ outros
substratos (Bermudez-Humaran et al., 2019; Laranjeira, 2020). Segundo esses autores os
efeitos neurotransmissores dos probidticos influenciam no eixo intestino-cérebro
proporcionando melhoria e bem-estar ao organismo além de ag@o anti-inflamatdria e
imunomoduladora. Os probidticos exercem seus efeitos ndo apenas pela presenca dos
microrganismos vivos, mas também por meio de seus metabolitos liberados no meio de
cultivo, presentes no sobrenadante, o0s quais apresentam propriedades
imunomoduladoras. Esses compostos podem atuar diretamente sobre células do sistema
imune, modulando a produ¢do de citocinas e influenciando a polarizacdo da resposta
imune (Bermudez-Humaran et al., 2019; Plaza-Diaz et al., 2019).

Nesse sentido, o uso de sobrenadantes livre de células (SLC), contendo
metabolitos e compostos bioativos derivados de probidticos, representa uma abordagem
promissora, pois permite explorar os efeitos imunomoduladores sem a necessidade da
administracdo do microrganismo vivo, aumentando a seguranga e a padronizagdo
experimental (Aguilar-Toal4 et al., 2018; Salminen et al., 2021). Estudos demonstram que
esses metabolitos podem induzir respostas pro-inflamatorias e/ou regulatorias,
contribuindo para o equilibrio entre respostas Thl e Th2, o que ¢ particularmente
relevante em infecgdes por helmintos, nas quais a modulagdo da resposta imune ¢
determinante para o desfecho da infeccao (Wegh et al., 2019; Shi et al., 2020., Leal-Silva
et al., 2021).

Alguns estudos tém demonstrado que os probidticos e seus metabolitos podem ser
usados como adjuvantes, a fim de melhorar a resposta de vacinas. Vilanova (2020) em

seu estudo sobre vacinas e imunidade com foco na prevencao de doencas infecciosas
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causadas por virus, observou que os adjuvantes sdo componentes importantes que
potencializam a resposta imune no organismo, amplificando a resposta do sistema
imunolégico e permitindo, dessa forma, a producdo de uma maior quantidade de
anticorpos, além da ativacdo mais eficaz das células. Inic-Kanada et al. (2016)
investigaram o uso de probiodticos Lactobacillus rhamnosus como adjuvante na
imunizacdo contra Chlamydia, em modelos BALB/c. Os resultados mostraram aumento
significativo da resposta imune especifica, tanto local como sistémica, com elevag@o nos
niveis IgA na mucosa ocular e de IgG no soro. Além disso, foi observada uma ativagao
das células T CD4+ (T helper) com polarizagao para perfil Thle Th17, indicando que o
probidtico contribuiu para uma resposta celular eficaz, associada a produgao de citocina
como IFN-y e IL-17, importantes na defesa contra Chlamydia. Esses resultados sugerem
que o uso do probiotico L. rhamnosus se constitui em uma abordagem inovadora e segura
para o desenvolvimento de vacinas administradas por via de mucosa (oral, nasal e
intestinal). Em outro estudo, foi avaliada a eficdcia da vacina trivalente contra rotavirus
em suinos gnotobidticos, nos quais Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) foi administrado
por via oral em nove doses crescentes, variando de 10° a 10° unidades formadoras de
coldnia (UFC). Os resultados mostraram que o uso do LGG como adjuvante potencializou
significativamente a resposta imunologica induzida pela vacina (Parreno et al., 2022).
Nesse contexto, a combinacdo de antigenos recombinantes com estratégias
imunomoduladoras baseadas em probioticos ou seus derivados pode representar uma
abordagem integrada, capaz de potencializar a resposta imune protetora e interferir
precocemente na migracdo larval, contribuindo para o desenvolvimento de novas

estratégias de controle da toxocariase.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar se a vacina composta por proteina recombinante (Vac-rTES30) possui
efeito imunogénico e capacidade de induzir protecdo contra a infeccdo por Toxocara

canis em camundongos Swiss.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar o potencial da vacina Vac-rTES30 em reduzir a infec¢ao experimental por

T. canis em camundongos;

- Avaliar a capacidade imunogénica da vacina Vac-rTES30 quanto a indugdo de

anticorpos especificos contra 7. canis em modelo murino;

- Avaliar o papel potencializador do sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469 como adjuvante na acdo da vacina Vac-rTES30, para prevenir a infec¢do

experimental de camundongos por Toxocara canis.
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RESUMO: A toxocariase humana ¢ uma importante zoonose negligenciada de impacto
mundial causada pelo parasito Toxocara canis e, segundo a OMS, a doenga permanece
um desafio de satde publica devido a auséncia de métodos profilaticos eficazes. A
prevencdo da toxocariase depende do desenvolvimento de imundgenos capazes de
inviabilizar o estabelecimento da infecg¢ao e do processo inflamatdrio. Entre os antigenos
candidatos a vacina, a proteina recombinante rTES30 tem sido investigada pelo seu
potencial imunogénico. O presente estudo avaliou o potencial protetor da vacina
produzida a partir de proteina recombinante de Toxocara canis TTES30 em modelo
murino de infec¢do experimental. Camundongos SWISS receberam trés doses de 50 pg
da vacina produzida com antigeno recombinante rTES30 e posteriormente foram

desafiados com 100 ovos embrionados de 7. canis. Além disso, foi avaliado também se a
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suplementagao prévia com sobrenadante de L. rhamnosus melhora a resposta vacinal. A
imunizac¢do com a proteina rTES30 resultou em soroconversdo significativa, indicando
que a rTES-30 ¢ capaz de estimular a produgdo de anticorpos especificos contra 7. canis.
No entanto, a resposta humoral induzida nao foi suficiente para promover a reducao da
carga larvaria, demonstrando auséncia de protecdo efetiva. Este estudo reforca que,
embora a rTES30 seja considerada imunogénica, sua utilizagdo isolada ndo ¢ suficiente
para prevenir o estabelecimento da infec¢do por Toxocara canis em modelo murino.
Diferentes abordagens vacinais baseadas em multiplos antigenos recombinantes,
associados ao uso de probioticos e seus metabolitos como adjuvantes imunoldgicos,
podem representar estratégias inovadoras e promissoras para o controle da toxocariase e

devem ser exploradas em futuros estudos.

Palavras chave: Proteina recombinante; TES-30; Sobrenadante de probidtico;

Toxocara canis.

4.1. INTRODUCAO

A toxocariase humana ¢ uma parasitose tecidual cronica causada por nematodeos
que vivem no intestino de caes e gatos, respectivamente nomeados de Toxocara canis e
Toxocara cati (Silva et al., 2022). A relevancia do estudo de 7. canis se justifica pela
ampla distribui¢do geografica, potencial zoonotico e elevadas taxas de soroprevaléncia,
sobretudo em populagdes vulneraveis, configurando-se como um relevante problema de
saude publica (Despommier, 2003; Hotez et al., 2008; Rostami et al., 2019). Além disso,
a toxocariase ¢ reconhecida como uma infec¢do de impacto global, associada a
desigualdades socioecondmicas e frequentemente negligenciada em politicas publicas de
saude (Hotez ¢ Wilkins, 2009; Rostami et al., 2019). A infec¢ao acidental ocorre em
humanos por meio da ingestdao de ovos embrionados presentes no ambiente ou através de
ingestdo de carnes ou visceras contaminadas com larvas infectantes (L3) (Lopez-Alamillo
et al., 2025; Xu e Han, 2024; Bonilla-Aldana et al., 2023). Apo6s a eclosdo das larvas no
intestino, estas migram por diferentes tecidos, ocasionando diferentes manifestacdes
clinicas incluindo formas visceral, ocular e neurolédgica, além de quadros subclinicos que
estdo associados a respostas inflamatorias cronicas (Silva et al., 2022).

Durante o curso da infeccao, as larvas de 7. canis liberam antigenos de excre¢ao
e secrecao (TES) que modulam a resposta imune do hospedeiro. Esses antigenos TES,

individualmente ou em combinagdo, atuam no estabelecimento de infecgdo, na
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modulagdo imunoldgica, na competicdo intraparasitdria e na evasao das defesas do
hospedeiro (Wangchuck et al., 2020). A producdo de antigenos TES de forma
recombinante (rTES) e o uso destes em modelos experimentais, tém revelado seu carater
antigénico, com destaque para a proteina de 30 kDa, a rTES-30 (Santos et al., 2018).

O investimento em medidas profilaticas ¢ essencial para reduzir a exposi¢ado
humana ao 7. canis. O probiotico Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria com
significativa capacidade de interacdo com o sistema imune de mucosa, promovendo o
equilibrio da microbiota e modulando respostas inflamatdrias e regulatorias (Segers e
Lebeer, 2014). Além disso, o uso do sobrenadante deste probidtico esta relacionado a
reducdo da infeccdo por 7. canis (Walcher et al.,2023). Neste contexto, estratégias
imunomoduladoras, como o uso de vacinas e probidticos, devem ser amplamente
exploradas para o controle da toxocariase. Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver
uma vacina a partir da proteina rTES-30 e avaliar seu uso associado ao sobrenadante do
probidtico L. rhamnosus na prevencdo da infec¢do por Toxocara canis em modelo

murino.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1 Recuperacio de 7. canis e cultivo dos ovos do parasito

Caes infectados naturalmente com quatro a oito semanas de idade foram tratados
com o anti-helmintico pamoato de pirantel (15 mg/kg) por via oral. A seguir, foi realizada
a histerectomia das fémeas do parasito para a obtengdo de ovos ndo embrionados, que

foram incubados a 28°C, sob oxigenacao didria por 30 dias (Avila et al., 2012).

4.2.2 Producio da proteina recombinante e da vacina Vac-rTES30

O vetor recombinante pAE/tes30 foi usado para transformar E. coli BL21 (DE3)
star por choque térmico. O cultivo bacteriano foi mantido em caldo Luria-Bertani
suplementado com 100 mg/ml ampicilina em shaker (37° C, 150 RPM) até a fase
logaritmica de crescimento (DO600= 0,6- 0,8), quando a expressao da proteina heteréloga
foi induzida pela adi¢ao de 0,5 mM de isopropil B-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG) e
mantido por 3 horas nas mesmas condigdes. Apos, as células foram separadas por
centrifugacao (10.000 x g, 15 min, 4°C) e suspensas em tampao de lise (0,2 M NaH2PO4,
0,5 M NaCl, 10 mM imidazol). As células foram lisadas pela adicao de 50 mg/ml de
lisozima por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacao, seguido de 6 ciclos de 30 s de

sonicagdo (60 KHz) e, entdo centrifugadas novamente (10.000 x g, 15 min, 4°C). Os
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pellets contendo os corpos de inclusdao foram solubilizados com tampao de lise contendo
8 M uréia por 16 h a 4°C. A proteina recombinante rTES30 foi purificada por
cromatografia liquida de afinidade com niquel, utilizando coluna His Trap TM FF em
sistema de cromatografia liquida automatizada AKTAprime TM (GE Healtcare). As
fragdes purificadas em tampao de elui¢do (0,2 M NaH2PO4, 0,5 M NaCl, 8 M ureia e
500 mM imidazol) foram dialisadas contra tampao fosfato- salino (PBS, pH 7,4) porl6h
a 4°C e quantificadas com kit BCATM Protein Assay (Pierce). A vacina Vac-rTES30 foi
formulada utilizando 50pg de proteina recombinante em solucao fisioldgica (NaCl 0,9%)
e adsorvidas em 15% de hidroxido de aluminio (Al (OH)3;) como adjuvante (Santos et al.,

2021).

4.2.3 Cultivo do probidtico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 e producio
do sobrenadante livre de células

Considerando resultados anteriores que demonstraram que o sobrenadante livre de
células (SLC) do probiodtico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 possui agdo
imunoestimulante e larvicida contra 7. canis (Walcher et al., 2018), este estudo avaliou
se o uso deste SLC na suplementag@o dos animais promove uma melhor resposta vacinal.
O probiodtico L. rhamnosus ATCC 7469 foi cultivado em Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
caldo durante 48 h a 37 ° C com 5-10% de CO> (Moura et al., 2023; Cunha et al., 2024).
Ap0s o periodo de incubagdo a cultura foi centrifugada a 4000 x g por 10 min e o SLC
foi separado e armazenado a 4°C. Durante a produgdo do probiotico, o controle de
qualidade, a viabilidade celular, a pureza da cultura e a padronizagdo da concentragdao
bacteriana foram conduzidos conforme a metodologia descrita por Walcher et al. (2018),
na qual a viabilidade foi determinada por contagem de unidades formadoras de colonia
(UFC) mediante plaqueamento em agar MRS agar, seguido de incubacao a 37 °C por 24—
48 h em condig¢des controladas de microaerofilicas. A pureza da cultura foi avaliada por
analise morfoldgica das colonias e coloracdo de Gram, assegurando auséncia de
contaminantes, enquanto a concentracdo bacteriana foi padronizada com base na
densidade optica (OD600) e confirmada por contagem em placa. Adicionalmente,
parametros como pH do meio e caracteristicas macroscopicas da cultura foram
acompanhados ao longo do cultivo, garantindo a reprodutibilidade e estabilidade do

probidtico utilizado para obtencao do SLC.
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4.2.4 Delineamento Experimental

Foram utilizados 48 camundongos Swiss, entre fémeas e machos, com 5 a 7
semanas de idade, divididos em quatro grupos. Os grupos foram distribuidos da seguinte
forma: G1 (Vac+Tx): Vacina Vac-rTES30 + infeccao com 7. canis; G2 (SLC+Vac+Tx):
SLC de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 + vacina Vac-rTES30 + infec¢ao com 7.
canis, G3 (Tx): PBS + infeccdo com 7. canis; G4 (Controle): PBS, os animais receberam
apenas PBS. Os animais foram mantidos no Biotério Setorial da Faculdade de Medicina
(FAMED-FURG) em mini-isoladores (Tecniplast) sob temperatura controlada 22 + 1°C
e ciclo de iluminagao claro-escuro (12 horas), tendo racao e dgua ad libitum. Este estudo
foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade
Federal de Rio Grande, sob parecer n°33, processo n°23116.003397/202-75.

Os camundongos dos grupos G1 e G2 foram inoculados com a vacina Vac-
rTES30, por via subcutanea, em trés doses de 50 pg, sendo a primeira dose no dia zero, a
segunda dose no dia 14 ¢ a terceira no dia 28. O G2 foi suplementado com SLC de L.
rhamnosus ATCC 7469, no volume de 200 pL pela via intragastrica (IG), durante o
periodo de cinco dias anteriores a cada dose vacinal. No G1 e G3 foi administrado PBS
pela mesma via e mesmo periodo. Apds 10 dias da 3* dose vacinal (dia 38), os grupos G1,
G2 e G3 foram infectados experimentalmente com 100 ovos embrionados de 7. canis por
via oral, através de sonda IG. Todos os animais foram submetidos a eutanasia no mesmo
dia experimental, 2 dias apds o desafio experimental com 7. canis (dia 40).

O delineamento experimental G1(Vac+Tx), G2(SLC+Vac+Tx) e G3 (Tx) ¢

representado na figura 1.
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Figura 1. Linha do tempo mostrando a administragdo do SLC de L. rhamnosus ATCC 7469, a

aplicagdo das trés doses da vacina e a inoculag@o de Toxocara canis em camundongos Swiss.

4.2.5 Avaliacao da acio vacinal sobre a carga parasitaria

Dois dias apds a infeccao experimental, os camundongos foram submetidos a
eutandsia e tiveram os orgaos analisados. A avalia¢do nesse periodo de intervalo permite
determinar se a vacina impediu a invasdo inicial e disseminacdo tecidual dos parasitos.
A fim de avaliar o efeito protetor da vacinagdo, a intensidade de infec¢do por larvas de
T. canis foi determinada por processamento tecidual de orgdos (encéfalo, figado e
pulmdes, coragdo, rins, musculatura, olhos) em solucao de pepsina 1% e acido cloridrico
1% a 37° C, conforme descrito por (Avila et al., 2012). O exame foi realizado em

microscopio optico, em aumento de 100 e 400 x.

4.2.6 Investigacio da cinética da producao de anticorpos

Nos dias 14, 28 e 40 foram realizadas coletas de sangue pela via submandibular
para a obtencao de soro e pesquisa de anticorpos para 7. canis. Para realizar a pesquisa
da imunogenicidade da vacina Vac-rTES30, foi utilizado teste ELISA, conforme descrito
por Santos et al. (2018).

Cada pogo da placa de microtitulacdo de fundo plano de 96 pogos (Nunc Immuno

Maxisorp, Thermo Fischer Scientific, EUA) foi sensibilizada com 100 uL. de antigeno
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recombinante diluidos na concentragdo (100 ng) antigeno em tampao bicarbonato, pH
9,6. As placas foram incubadas a 4°C a noite. Apos, foram lavadas com PBS-T, para
remover o antigeno ndo adsorvido e bloqueadas com solugdo PBS-T contendo leite em
p6 a 5% (Nestlé®, Brasil) por 1 h a 37°C. Apods nova etapa de lavagem, foram
adicionadas amostras de soro (100 uL, 1: 150 em PBS-T, em duplicata) e as placas foram
incubadas a 37°C por 1 h. Posteriormente as placas foram novamente lavadas com PBS-
T e incubadas com o anticorpo secundario anti-camundongo IgG ligado a peroxidase
(Sigma-Aldrich) a 37°C por 1 hora. Apos a etapa final de lavagem adicionou-se o
substrato de dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD; Sigma Aldrich), em tampao citrato
pH 4,0 contendo perdxido de hidrogénio, e as placas foram incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reacdo foi avaliada por leitura das absorbancias
em espectrofotometro a 450 nm. Como controle positivo foram usados soros de
camundongos sabidamente positivos para 7. canis e como controle negativos, animais

livres de infecc¢do (Santos et al., 2018).

4.2.7 Analise estatistica
Foi utilizada anélise de varidncia (ANOVA) para presenga de larvas da digestao
tecidual seguida do Teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,05 para comparagao

entre médias.

4.3 RESULTADOS

A avaliacdo da intensidade de infec¢do por 7. canis foi avaliada por meio da
técnica de processamento tecidual dos grupos G1, G2, G3, G4 apods 48 horas da infec¢ao
com 7. canis, sendo observada a presenca de larvas de 7. canis no figado e pulmdes dos
grupos G1, G2 e G3 e auséncia de larvas no G4 (Figura 2). Nao foram observadas larvas
no encéfalo, coracdo, rins, musculatura e olhos de nenhum dos animais dos diferentes
grupos. Nao foram observadas diferencas estatisticas quando comparados os grupos G1,
G2 e G3 entre si, em relagdo a intensidade de infec¢do, indicando que tanto a imunizagdo
quanto a administragdo do SLC ndo foram capazes de promover a reducgdo da infecgao
por T. canis. As médias do nimero de larvas de Toxocara canis recuperadas foram: 4,25

+ 1,38 (G1), 4,83 £2,95 (G2) e 4,08 = 4,19 (G3) conforme (Figura 2).
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Figura 2. Média do niimero de larvas de Toxocara canis recuperados no figado de camundongos
Swiss experimentalmente infectados que receberam: vacina rTES 30 (G1), suplementagdo com SLC de L.
rhamnosus ATCC 7469 ¢ vacina rTES 30 (G2), somente infectados com 7. canis (G3), e G4 tratado com
PBS controle Negativo sem infec¢do, sendo observado que ndo houve resultado estatisticamente

significativo entre os grupos.

Na figura 3 ¢ possivel observar que o G1 (Vac+Tx), no 14° dia, exibiu valores de
absorbancia proximos a 1.0, indicando presenca de resposta humoral. No dia 28, houve
aumento da absorbancia nos grupos vacinados, com valores majoritariamente entre 1.0 e
1.5, sugerindo intensificagcdo da resposta imunoldgica apos a segunda dose. No 40° dia,
os niveis de anticorpos mantiveram-se elevados, com valores entre 1.5 e 2.5, indicando
que a terceira dose reforgou substancialmente a resposta especifica a rTES30. A avaliagao
da cinética de anticorpos indicou que ndo houve diferenca significativa entre os grupos
vacinados G1(Vac+Tx) e G2 (SLC+Vac+Tx) em todos os tempos avaliados (dias 14, 28
e 40), indicando que a suplementagdo com SLC ndo potencializou a resposta humoral
induzida pela vacina. Entretanto, ambos os grupos apresentaram aumento significativo
dos niveis de IgG ao longo do tempo, principalmente apds a segunda e terceira dose. Além
disso, quando comparados aos grupos ndo vacinados G3 (Tx) e G4 (Controle PBS), os
grupos G1 e G2 apresentaram niveis de anticorpos significativamente elevados, enquanto
os controles permaneceram com valores basais durante todo o periodo experimental,
confirmando que a resposta humoral observada ¢ decorrente da imunizagdo com rTES30.
O G4 (controle PBS), composto por animais ndo vacinados, manteve valores de
absorbancia proximos de zero ao longo do periodo experimental com auséncia de

anticorpos detectaveis pela técnica de ELISA.
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Figura 3. Cinética da produgdo de anticorpos IgG em camundongos Swiss vacinados com rTES
30 e experimentalmente infectados por 7. canis (Vac+Tx: G1 e SLC+Vac+Tx: G2) e ndo vacinados (Cont:

G4 administragdo somente de PBS).

4.4. DISCUSSAO

Um dos primeiros estudos que avaliaram o efeito de uma vacina contra 7. canis
foi realizado por Dvorosnakova et al. (2002), no qual camundongos foram inoculados
com TES nativo e posteriormente infectados com ovos do parasito, resultando em 40%
de reducdo no niimero de larvas infectantes em modelo murino. A seguir, estudos foram
realizados para avaliar e caracterizar as diferentes proteinas do TES nativo, sendo
identificadas um total de 64 (Silva et al., 2018). A anélise protedmica do TES revela um
conjunto diversificado de proteinas, as quais estdo envolvidas em mecanismos variados
utilizados pelo parasito para interagir com o hospedeiro (Sperotto et al., 2017). Com base
nesses estudos, uma série de proteinas foram identificadas como candidatas para serem
usadas no diagnostico e no desenvolvimento de vacinas. Dentre estas, recebe destaque a
proteina TES-30 que, na sua forma recombinante, mostrou elevada sensibilidade e
especificidade para o diagndstico da toxocariase (Santos et al., 2018).

No presente estudo, foi avaliado o efeito protetor de uma vacina desenvolvida com
a proteina rTES-30 de Toxocara canis. Embora a vacina rTES-30 tenha sido
imunogénica, esta ndo foi protetora uma vez que nao houve redugdo da intensidade de
infecgio por larva de 7. canis. E importante destacar que o desenvolvimento de vacinas
contra helmintos representa um desafio significativo uma vez que estes expressam
sistemas complexos de modulagdo imunologica por meio de moléculas antinflamatorias
capazes de suprimir vias efetoras do hospedeiro (Hewitson e Maizels 2009; Jaramillo-

Hernandez et al., 2020; Zawawi e Else 2020).
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No presente estudo, apesar de terem sido observados niveis elevados de IgG nos
dois grupos vacinados, com médias de densidade optica de 1,044 e 1,326, para G1 e G2,
respectivamente, estes anticorpos gerados podem nao ter sido neutralizantes ou capazes
de interferir na invasao e migracao de larvas. A literatura ressalta que, apesar da indugao
de anticorpos especificos, isoladamente, niveis aumentados de IgG ndo sao um marcador
de protecao contra infeccao por 7. canis (Despommier, 2003, Maizels, 2013). Hotez et al.
(2010) e Loukas et.al. (2016), observaram que as respostas protetoras contra helmintos
estdo associadas a um perfil celular de resposta imune adaptativa do tipo Th2,
caracterizado pela producao de citocinas como IL-4, IL-5, e IL-13, que promovem a
producdo de IgE, eosinofilia e ativacdo de macréfagos alternativamente ativados. Vacca
e Le Gross, (2022) também destacam que os helmintos sdo capazes de induzir respostas
humorais intensas concomitante a ativacdo de vias regulatérias do sistema imune,
incluindo expansdo de células T reguladoras com produgdo de IL-10, TGF-f e modula¢do
da fungdo de células apresentadoras de antigenos. Esse mecanismo permite que o
hospedeiro produza anticorpos detectaveis por ensaios soroldgicos, sem que ocorra a
eliminagdo do parasito. Este contexto ¢ aplicavel aos resultados do presente estudo nos
quais os grupos G1 e G2 apresentaram niveis de anticorpos elevados enquanto os grupos
controles permaneceram negativos reforcando a imunogenicidade da vacina, mas ndo
necessariamente sua protecao.

A escolha pela proteina rTES-30 para o desenvolvimento desta vacina foi baseada
na sua elevada capacidade antigénica, conforme observado nos testes de
imunodiagnostico de Santos et al., (2018). No estudo de Jaramillo-Hernandez et al.,
(2020) foi observado que vacina desenvolvida com a proteina rTcVcan, derivada de
antigeno de 7. canis associados ao adjuvante Quil-A®, promoveu redugao inferior a 50%
das larvas de 7. canis em camundongos C57BL/6. Enquanto a proteina rTCVCad, sob as
mesmas condi¢des, promoveu 25-30% de reducao. A discrepancia entre esses resultados
indica que diferencgas estruturais e funcionais entre antigenos influenciam diretamente a
capacidade dessas proteinas de ativar mecanismos efetores da imunidade, como respostas
Th2 balanceadas, produgao de anticorpos funcionalmente relevantes e ativagao de células
efetoras. Neste contexto, a auséncia de protecdo observada com a rTES30 sugere que
mesmo a proteina sendo imunogénica, ndo foi capaz de desencadear uma resposta
protetora nas condicdes avaliadas. Uma explicagdo para esse resultado reside na limitagao
antigénica, sugerindo que a proteina rTES30, usada de forma isolada, possa ndo conter

epitopos envolvidos no bloqueio da invasdo ou migracao tecidual de 7. canis, uma vez
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que uma por¢ao de antigeno especifico ¢ fundamental para desencadear uma resposta
protetora (Maizels et al. 2018). Nesse sentido, estratégias baseadas em multiplos
antigenos ou proteinas multivalentes tendem a ser mais eficazes, conforme sugerido por
Jaramillo-Hernandez et al., (2020), refor¢ando a hipotese de que a rTES30, quando
utilizada como antigeno inico possui poténcia imunologica limitada.

Outro aspecto importante ¢ o tipo de adjuvante vacinal utilizado. No estudo de
Jaramillo-Hernandez et al., (2020), que avaliaram vacinas produzidas com outras
proteinas recombinantes de 7. canis, a utilizagao de adjuvante completo/incompleto de
Freund induziram resposta imunogénica detectavel, no entanto nao foi observada uma
reducdo significativa da carga parasitaria. Entretanto, o uso do adjuvante hidroxido de
aluminio associado ao Quil A ® apresentou melhor desempenho, resultando em maior
reducdo de carga parasitaria (=<30-40%). De forma semelhante, os achados de Natukunda
et. al. (2022) contribuem para a compreensao na interpretacao dos mecanismos de falha
ou sucesso de vacinas contra helmintos, especialmente no que se refere a escolha e
combinagdo de adjuvantes. Adjuvantes como Quil A® (saponina) associado com
hidréxido de aluminio induziram respostas mais balanceadas (Th1/Th2), enquanto
hidréxido de aluminio isolado resultam em resposta Th2 com menor efeito protetor.
Quanto aos valores, os estudos desse autor apresentaram maior reducdo da carga
parasitaria na faixa de (=20-45%) com melhor desempenho quando associado antigeno-
adjuvante.

Revisdes sobre vacinas recombinantes para helmintos transmitidos pelo solo
(STH) confirmam que o quanto € dificil a indug¢do de imunidade protetora (Diemert,
Bethony e Hotez, 2008; Hotez et al., 2011; Loukas et al., 2016). No estudo de Ortega et
al., (2024) foi verificada uma preven¢ao moderada de Teladorsagia circumcincta, mesmo
com um modelo experimental mais proximo do natural, reforgando que helmintos
possuem mecanismo potentes de evasdo imunoldgica. Estudo que avaliou o
desenvolvimento de vacina a partir de proteinas de excrecdo e secrecao Haemonchus
contortus comprovou uma prote¢do apenas parcial, apesar da elevada produgdo de
anticorpos (Bakker et al., 2004). Assim, embora em contextos e sistemas experimentais
distintos, ambos os autores convergem ao evidenciar que a imunidade induzida por
antigenos de helmintos ¢ parcial e que a complexidade da interacdo parasito-hospedeiro
representa um dos principais entraves para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes.

A auséncia de protecdo observada pela rTES30 no presente estudo pode refletir

um fendmeno comum as vacinas anti-helminticas; anticorpos sdo produzidos, mas ndo
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sao suficientes para neutralizar mecanismos sofisticados de evasdao imunoldgico
caracteristico de nematddeos. A imunidade contra 7. canis depende de fatores
combinados, envolvendo respostas celulares e humorais que sdo capazes de ativar de
forma suficiente o sistema imune do hospedeiro contribuindo, para controlar a migragao
de larvas e neutralizar a infecgao (De Oliveira et al., 2019; Borchard et al., 2022). Assim,
proteinas isoladas sdo mais propensas a falhar na indugao de uma resposta imune robusta,
enquanto vacinas mais eficazes, normalmente, combinam multiplos antigenos e utilizam
plataformas que sdao capazes de aumentar a ativagao de células efetoras (Nisbet et al.,
2013; Xiong et al., 2023).

Em conclusio, os resultados obtidos neste estudo demonstram que a imunizacao
com a proteina rTES30 foi capaz de induzir a resposta humoral especifica, evidenciada
pela producdo de anticorpos IgG, no entanto, essa resposta nao se refletiu na reducao de
carga larval, nem na prevencdo do estabelecimento da infeccao por Toxocara canis em
modelo murino. Nas condi¢des avaliadas, tanto a vacinagdo quanto a suplementacdo com
SLC nao foram suficientes para promover prote¢ao efetiva. Em conjunto, esses achados
reforgam a complexidade da resposta imune envolvida na toxocariase e evidenciam que
a indu¢do isolada de anticorpos ndo garante controle da infeccdo, ressaltando a
necessidade de estratégias vacinais mais abrangentes, como o uso de multiplos antigenos,
adjuvantes mais eficazes e abordagens capazes de induzir respostas imunes integradas em

estudos futuros.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Até o momento, ndo existem estudos demostrando a protec¢ao vacinal efetiva com
rTES30 de forma isolada. Embora a rTES30 tenha falhado como candidata vacinal nas
condigdes testadas ela foi bem-sucedida em induzir anticorpos especificos evidenciando
sua imunogenicidade. Os resultados obtidos fornecem contribui¢des importantes para a
compreensdo da resposta imunolédgica induzidas por antigenos recombinantes de 7. canis,
especialmente ao demonstrar que a indugdo da resposta humoral isolada nao se traduz
necessariamente em prote¢ao contra infeccdo. Nesse sentido, este estudo reforga
limitagdes ja descritas para vacinas baseadas em antigenos tUnicos e destaca a
complexidade da interagdo parasito- hospedeiro, Assim, os achados aqui apresentados
neste estudo fornece contribui¢des relevantes para o aprimoramento de estratégias
vacinais e destaca a necessidade de investigacdes futuras que evidenciem estratégias
robustas com combinagdes de multiplos antigenos e adjuvantes potentes capazes de
induzir respostas celulares e humorais eficientes, afim de promover prote¢do mais

consistente contra a toxocariase.
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7. APENDICE 1
A andlise individual da produgdo de anticorpos IgG de acordo com o tempo de
coleta de sangue nos dias 14, 28 ¢ 35 dos grupos G1 (Vac +Tx), G2 (SLC+Vac+Tx) e G4

(Controle negativo-PBS) estdo representados na figura.
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Figura 4. Analise individual em diferentes tempos de coleta da quantificagdo de anticorpos IgG
de acordo com os grupos:G1 vacina rTES30, G2 vacina rTES30 e suplementagdo com SLC de L. rhamnosus

ATCC 7469 e o controle negativo -PBS- (G4)
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9. ANEXO II

COMUNICACAO CIENTIFICA:

Vocé ja ouviu falar em toxocariase? Embora pouco conhecida pela populacao,
essa ¢ uma doenga parasitaria considerada negligenciada e com importante impacto na
saude publica. Ela ¢ causada principalmente pelo nematédeo Toxocara canis, parasito
intestinal de caes, e a infec¢do humana pode ocorrer de forma acidental pela ingestdo de
ovos e larvas do parasito presentes em solo, dgua ou alimentos contaminados,
respectivamente. ApOs entrarem no organismo, as larvas migram para diferentes 6rgaos,
provocando processos inflamatdrios e, em alguns casos, complica¢des mais graves, como
alteragdes oculares, neurologicas e viscerais.

Apesar de sua relevancia, a toxocariase ainda recebe pouca atencdo, sendo
frequentemente subdiagnosticada e pouco discutida fora do meio cientifico. Além disso,
as opcoes disponiveis para prevengdo e tratamento ainda apresentam limitagdes,
especialmente porque as formas larvais podem permanecer alojadas nos tecidos do
organismo. Diante desse desafio, esta pesquisa de mestrado buscou investigar novas
estratégias para prevencao da toxocariase.

O estudo avaliou o desenvolvimento de uma vacina experimental produzida a
partir de proteina recombinante de Toxocara canis, associada a suplementagdo com
sobrenadante obtido a partir do cultivo do probidtico Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469, em modelo experimental animal (camundongos). As proteinas recombinantes sao
produzidas em laboratorio por meio de engenharia genética contendo apenas uma parte
do agente infeccioso com o objetivo de estimular o sistema imunoldgico de forma segura
e direcionada sem risco de causar a doenga. Ja os probidticos, além de conhecidos por
seus beneficios a saude intestinal, produzem substancias capazes de regular e equilibrar
a resposta imunoldgica e, potencialmente, contribuir para o controle de infec¢des
parasitarias.

Pesquisas como esta sdo importantes porque ampliam o conhecimento sobre
alternativas inovadoras para o controle de doencas parasitdrias negligenciadas,
contribuindo para o desenvolvimento de futuras estratégias de prevencdo. Além do
avanco cientifico, estudos dessa natureza reforcam o compromisso da universidade
publica com a produ¢ao de conhecimento voltado as necessidades da sociedade,

transformando pesquisa em informagao, inovacao e impacto social.
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A aproximagdo entre ciéncia e comunidade ¢ fundamental para que doengas
muitas vezes negligenciadas como a toxocariase ganhem maior reconhecimento,
prevengao e atencdo em saude publica. Dessa forma, a divulgacao cientifica torna-se uma
ferramenta essencial para tornar o conhecimento produzido na universidade mais
acessivel, promovendo conscientizagao e fortalecendo a conexao entre pesquisa, satde e

sociedade.



