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RESUMO 

MARTINS, L.H.R. Desenvolvimento de vacina para toxocaríase a partir de proteína 

recombinante de Toxocara canis e suplementação com probiótico em modelo murino 

de toxocaríase 2026. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde. Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio Grande, 

Rio Grande, RS. 

 

Introdução: A toxocaríase humana é uma parasitose tecidual crônica e uma zoonose de 

ampla distribuição mundial, representando relevante problema de saúde pública devido à 

elevada soroprevalência global e à eficácia limitada dos anti-helmínticos disponíveis. Os 

antígenos de excreção/secreção (TES) de T. canis têm se destacado como moduladores 

da resposta imune, e a proteína recombinante rTES30, produzida a partir do TES nativo, 

demonstra reatividade com anticorpos de hospedeiros infectados, apresentando resultados 

promissores no imunodiagnóstico da toxocaríase. A partir desse conhecimento, este 

estudo avaliou a capacidade imunogênica da proteína recombinante rTES30 como vacina, 

na proteção contra a infecção por T. canis em modelo murino. Materiais e Métodos: A 

rTES30 foi administrada por via subcutânea em três doses de 50 µg (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 T. canis no dia 38, por via 

intragástrica. Amostras de sangue foram coletadas nos dias 14, 28, e 40 pós-vacinação, 

com eutanásia no dia 40, seguida de digestão tecidual para quantificação de larvas. 

Avaliou-se a cinética de produção de anticorpos IgG por ELISA. Resultados: A 

imunização com rTES30 não promoveu proteção contra T. canis, sem redução de larvas 

teciduais. Anticorpos IgG específicos foram detectados após vacinação, entretanto, não 

se traduziram em proteção efetiva. O uso de SLC L. rhamnosus 7469 previamente à 

vacinação não reduziu a carga parasitária, apesar de modular a resposta imune. 

Conclusão: A sequência antigênica utilizada para a produção da rTES30 neste estudo não 

impediu a invasão ou migração larval. Futuras abordagens devem considerar adjuvantes 

robustos, combinações antigênicas ou estratégias heterólogas para potencializar a 

imunidade protetora. 

Palavras chave: Toxocaríase; Vacina; Proteína recombinante; Resposta imune    
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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 T. 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 µg (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 T. 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. INTRODUÇÃO 

O nematódeo Toxocara canis é um parasito zoonótico de importância 

socioeconômica global, responsável por infecções em animais e humanos, com maior 

incidência em regiões tropicais e subtropicais. (Gasser et al.,2015). Do ponto de vista 

epidemiológico e de saúde pública, a toxocaríase é considerada uma zoonose 

negligenciada, de difícil controle e amplamente distribuída tanto em países desenvolvidos 

quanto em desenvolvimento. Por ser uma doença subdiagnosticada e subnotificada, a 

implementação de estratégias eficazes de controle e vigilância epidemiológica são 

dificultadas (Despommier, 2003, Hotez et al., 2008; WHO, 2020).  Sua elevada 

prevalência é favorecida por fatores como condições sanitárias precárias, elevada 

população de cães errantes e intensa contaminação ambiental por ovos larvados, o que 

contribui para a manutenção do ciclo do parasito (Rubinsky-Elefant et al., 2010, Ma et 

al.; 2018). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2017), estima-se que na 

América Latina e América do Norte, aproximadamente uma em cada mil pessoas esteja 

afetada por zoonoses parasitárias, incluindo a toxocaríase (Despommier, 2003; Hotez et 

al., 2014; Ma et al., 2018). Embora muitos casos sejam subclínicos ou assintomáticos a 

toxocaríase representa impacto clínico relevante para a saúde pública, principalmente em 

populações vulneráveis (Rostami et al., 2019; Fakhri et al., 2018). 

A toxocaríase humana é causada principalmente pelas larvas de Toxocara canis e 

Toxocara cati, parasitos de cães e gatos domésticos que podem infectar o homem de 

forma acidental, sendo considerada uma das principais doenças negligenciadas do mundo 

(Rostami et al., 2019). As manifestações clínicas da toxocaríase estão diretamente 

relacionadas à interação entre a carga larval e o perfil da resposta imune do hospedeiro, 

que desempenha papel central tanto na limitação da infecção quanto na patogênese 

associada (Mazur-Melewska Katarzyna et al., 2020; Leal-Silva T et al., 2022). As 

principais apresentações incluem: a. Larva migrans visceral que é a forma mais comum, 

caracterizada por febre, hepatomegalia, eosinofilia e manifestações respiratórias como 

tosse e sibilância resultantes da migração larval (Magnaval et al., 2001; Fillaux e 

Magnaval, 2013); b. Larva migrans ocular, constitui a forma mais localizada que pode 

causar a inflamação intraocular, retinite e formação de granulomas. Essas alterações 

podem levar o indivíduo ao comprometimento visual unilateral, e, em casos mais graves 

podem evoluir para perda permanente da visão, associada a complicações como vitrite, 

edema macular cistoide e descolamento tracional da retina (Taylor et al., 2001; Fan et al., 

2015; Ma et al., 2018); c. Toxocaríase oculta, que se apresenta sintomas inespecíficos 
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como dor abdominal, tosse, cefaleia, anorexia e alterações comportamentais. (Rubinsky-

Elefant et al., 2010; Fillaux e Magnaval, 2013); d. neurotoxocaríase, embora rara e 

frequentemente descrita em relatos de caso em adultos de meia idade, resulta da migração 

larval para o sistema nervoso central, podendo manifestar-se como meningite, encefalite, 

vasculite cerebral ou mielite (Ma et al., 2018; Finsterer e Auer, 2007). Esses quadros 

clínicos estão associados a sintomas neurológicos inespecíficos, além de possíveis 

associações com distúrbios psiquiátricos incluindo convulsões, atrasos no 

desenvolvimento e déficits cognitivos e degenerativos (Nicolleti, 2020).  

Além das medidas de controle ambiental e do tratamento anti-helmíntico em 

animais, torna-se necessária a busca por estratégias imunoprofiláticas alternativas, como 

o desenvolvimento de vacinas baseadas em proteínas recombinantes. Esse enfoque é 

justificado pela complexidade biológica de Toxocara spp., pela capacidade das larvas de 

modularem a resposta imune do hospedeiro e pela dificuldade de obtenção de antígenos 

nativos em quantidade e pureza adequadas, o que limita a eficácia e a padronização de 

vacinas convencionais (Hotez et al., 2008; Maizels; Mc Shorley, 2016). 

Proteínas recombinantes, incluindo peptídeos antigênicos, são produzidas por 

meio   de técnicas de engenharia genética, nas quais genes de interesse do parasito são 

clonados e expressos heterologamente em sistemas como bactérias e leveduras. A 

utilização da recombinação gênica permite a obtenção de antígenos altamente específicos, 

com elevado grau de pureza, segurança e reprodutibilidade, contribuindo para uma 

melhor caracterização imunológica.  Desta forma, tais estratégias representam uma 

alternativa promissora para a prevenção da toxocaríase e de outras helmintíases 

negligenciadas (Zawawi et al., 2020; Bottazzi et al., 2021).  

Para populações em situação de vulnerabilidade social, especialmente crianças 

residentes em áreas com elevada contaminação ambiental e acesso limitado a saneamento 

básico e à assistência veterinária para seus animais, a existência de vacinas para a 

prevenção da toxocaríase pode representar uma estratégia preventiva de grande impacto, 

ao diminuir a incidência da infecção, prevenir formas graves como a toxocaríase visceral 

e ocular, e reduzir complicações associadas à inflamação crônica e ao comprometimento 

do desenvolvimento físico e cognitivo (Hotez e Wilkins, 2009; Fan et al., 2015). 

Nesse contexto, o uso de tecnologias recombinantes contribui não apenas para o 

avanço científico, mas também para a promoção da equidade em saúde, ao oferecer 

alternativas seguras, eficazes e acessíveis para o controle de uma zoonose negligenciada. 

Além disso, estratégias adjuvantes baseadas na modulação da microbiota intestinal têm 
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sido amplamente investigadas no contexto da imunoprofilaxia. Probióticos e seus 

derivados, como metabólitos presentes no sobrenadante de cultivo (pós-bióticos), 

apresentam potencial imunomodulador, sendo capazes de influenciar a ativação de 

células do sistema imune inato e adaptativo, bem como a produção de citocinas pró e anti-

inflamatórias. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar 

uma vacina baseada na proteína recombinante rTES 30 de T. canis e seu uso associado à 

suplementação com sobrenadante de probiótico, visando à indução de resposta imune 

protetora e à redução da infecção em modelo murino. 

 

2.       REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Toxocara canis e Toxocaríase humana  

A toxocaríase é uma parasitose tecidual crônica, com importante distribuição 

mundial, associada a presença de cães e gatos em ambientes domésticos e à contaminação 

de solo por ovos de Toxocara spp. (Bowman, 2020; Fu et Al., 2024). O nematódeo T. 

canis se desenvolve no intestino delgado de cães, que atuam como hospedeiros definitivos 

e eliminam ovos no ambiente por meio das fezes. Os ovos tornam-se infectantes após um 

período no solo, contribuindo para a manutenção do ciclo do parasito (Holland, 2017). O 

convívio humano com esses animais, especialmente em famílias de baixa renda e em 

regiões rurais, constitui um fator de risco para infecção.  Estudos utilizando técnicas 

parasitológicas e moleculares demonstram a contaminação do solo por ovos de Toxocara 

sp. em parques públicos, representando um prejuízo a saúde de pessoas que frequentam 

esses locais, especialmente crianças (Otero et al., 2018; Bonilha-Aldana et al., 2023). 

A prevalência da toxocaríase em humanos apresenta ampla variação entre 

diferentes regiões e populações. Apesar de milhões de pessoas estarem infectadas, é 

necessário compreender quantas estão expostas ao parasito e quantas realmente adoecem 

(Ma et al.,2018). Entretanto, é importante salientar que a prevalência estimada pode ser 

afetada de acordo com a sensibilidade e especificidade do método diagnóstico aplicado 

(Rostami et al., 2020). O sorodiagnóstico pode ser aplicado tanto em humanos como 

animais, sendo amplamente utilizados em inquéritos epidemiológicos (Fillaux & 

Magnaval, 2013; Ma et al., 2018); embora apresente limitações relacionadas à reatividade 

cruzada e à dificuldade de diferenciar infeção ativa de exposição prévia, o que tem 

motivado o desenvolvimento de antígenos recombinantes mais específicos (Noordin et 

al., 2020).  
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Um estudo de meta-análise indicou que 19% da população mundial é soropositiva 

para T. canis, com taxas mais altas na África (37,7%) e mais baixas no Mediterrâneo 

Oriental (8,2%), sendo os principais fatores de risco: residir em áreas rurais, idade com 

maior soroprevalência observada principalmente em crianças na faixa etária de 1 a 14 

anos, contato com pets, consumo de carne crua e água não tratada (Rostami et al., 2019). 

Esses dados reforçam a necessidade de fortalecimento de políticas públicas voltadas ao 

controle dessa zoonose, com abordagem integrada em saúde única, incluindo educação 

em saúde, manejo adequado de animais, desparasitação periódica e melhoria das 

condições de saneamento básico, medidas essenciais para interromper as vias de 

transmissão do parasito (Ma et al., 2018; WHO, 2020). 

Humanos e outros hospedeiros paratênicos, como roedores, aves, ruminantes, 

suínos adquirem a toxocaríase pela principalmente pela ingestão de ovos de T. canis 

embrionados, mas também pode ocorrer por meio do consumo de carnes ou vísceras cruas 

ou malcozidas contendo larvas do parasito (Nijsse, 2016; Xu e Han, 2024.). Após a 

ingestão, as larvas penetram na parede intestinal, entram na circulação sanguínea, 

podendo migrar por diferentes partes do corpo, levando a uma resposta inflamatória 

acentuada e gerando vários sintomas clínicos, dependendo do órgão envolvido (Fan, 

2015; Chen et al., 2018; Al-Awadhi e Jamal, 2022). Durante a migração as larvas de T. 

canis podem se alojar em vários órgãos e tecidos como: fígado, pulmões, coração, rins, 

encéfalo, olhos e músculos esqueléticos estriado. A presença de larvas nesses tecidos 

induz várias alterações patológicas de acordo com sua capacidade migratória e das 

respostas imunológicas do hospedeiro, o qual pode permanecer assintomático ou 

desenvolver diferentes formas clínicas: larva migrans visceral (LMV), larva migrans 

ocular (LMO), neurotoxocaríase (NT) e toxocaríase oculta/comum (Xu e Han, 2024; Ma 

et al., 2018).  

A suspeita clínica da toxocaríase é um desafio pois a maioria das manifestações 

clínicas é inespecífica, variando de acordo com o grau da infecção e do órgão afetado, 

podendo causar diversos sintomas e sinais clínicos no organismo como: febre, dor 

abdominal, tosse, mal-estar, perda de peso, irritabilidade, erupções cutâneas, distúrbios 

respiratórios e manifestações neurológicas ou oculares (Raissi et al.; 2021).  

A confirmação da infecção costuma ser realizada por meio de diagnóstico 

sorológico in house, no qual é feita a pesquisa de anticorpos IgG utilizando o ensaio 

imunoenzimático (ELISA) ou Western blot, que utilizam antígenos de excreção e 

secreção (TES) nativos das larvas de T. canis (Roldán et al., 2015). Entretanto, a 
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utilização do TES nativo é dependente do cultivo in vitro de larvas L3 de T. canis, o que 

resulta em variações na composição antigênica e pode comprometer a padronização. 

Além disso, a sensibilidade e especificidade podem ser influenciada devido à ocorrência 

de reação cruzada com outros helmintos, principalmente Ascaris lumbricoides (Roldán et 

al., 2017; Skulinová et al., 2022). 

Em relação ao tratamento da toxocaríase, este é realizado com medicamentos anti-

helmínticos que, embora sejam amplamente utilizados apresentam eficácia moderada nos 

tecidos extraintestinais.  Apesar do albendazol ser a principal escolha terapêutica, sua 

eficácia deve ser avaliada com mais precisão pois é condicionada por vários fatores como: 

estágio da infecção e localização das larvas, representando ainda um desafio para tratar a 

forma ocular e neurológica (Magnaval et al., 2001; Magnaval et al., 2022). As abordagens 

terapêuticas podem diferir de acordo com a forma clínica da doença, sendo o albendazol 

o fármaco de escolha e, frequentemente, associado ao uso de corticoides quando os casos 

clínicos apresentam intensa resposta inflamatória, como no caso da toxocaríase 

neurológica, na qual a terapia antiparasitária é associada ao rigoroso controle da resposta 

inflamatória (Despommier, 2003; Hewitson e Maizels, 2014). 

 

2.2. Resposta imune na toxocaríase e proteínas de Toxocara canis (TES) 

Estudos envolvendo a infecção por T. canis têm demonstrado que o parasito 

modula a resposta imunológica do hospedeiro a fim de favorecer sua sobrevivência em 

longo prazo; contudo, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda são pouco 

compreendidos (Maizels et al., 2016). Na resposta imune gerada por T. canis, 

inicialmente ocorre aumento de células Th1, com liberação das interleucinas 12 (IL-12) 

e Interferon gama (IFN-γ), com atuação na destruição das larvas (Avila et al., 2016; 

Dlugosz et al., 2019). Paralelamente, a liberação de produtos excretores-secretores (TES) 

pelas larvas de T. canis aumenta essa polarização Th2 e pode causar danos significativos 

aos tecidos (Vacca e Le Gros, 2022; Lekki-Józwiak e Baska, 2023). Essa resposta é 

caracterizada pelo recrutamento e pela ativação de células do sistema imune inato como: 

células dendríticas, macrófagos, mastócitos, células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2), 

basófilos e eosinófilos. Essas células promovem pelo aumento na produção de citocinas 

como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, levando à ativação de linfócitos Th2 e células B, que, por 

sua vez, induzem à produção de anticorpos de classe IgE e IgG1.  As larvas infectantes 

de T. canis liberam antígenos de excreção e secreção (TES), que possuem moléculas 

como arginase, cistatina, calreticulina e catepsinas, com propriedades imunomoduladoras 
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que garantem a sobrevivência do parasito (Silva et al., 2018). Esses componentes 

derivados do TES, individualmente ou em combinação, são utilizados pelo parasito para 

suprimir funções biológicas importantes como: o estabelecimento de infecção, modulação 

imunológica, competição intraparasitária e proteção contra as defesas do hospedeiro 

(Wangchuck et al., 2020). 

Silva et al. (2018) identificaram 582 proteínas do extrato larval e 64 proteínas no 

antígeno de excreção e secreção (TES), incluindo moléculas imunomoduladoras 

envolvidas nos mecanismos de evasão e outras que podem estar envolvidas na 

patogenicidade do T. canis. A análise proteômica do TES, aliada ao sequenciamento 

transcriptômico de alto desempenho de 18.596 genes de T. canis, revelou um conjunto 

diversificado de proteínas, 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 diagnósticos, terapêuticos, e estratégias 

preventivas contra a toxocaríase (Sperotto et al., 2017). Com base nesse estudo, uma série 

de proteínas foram identificadas como candidatas a vacina usando a vacinologia reversa. 

Essa técnica consiste na análise das sequências genômicas do patógeno de interesse por 

ferramentas de bioinformática, permitindo a predição de antígenos que podem ser bons 

candidatos ao desenvolvimento de uma vacina, sem necessidade de cultivar o organismo 

específico para obter os antígenos naturais (Rappuoli, 2000; Hasan et al., 2024; Taneja et 

al., 2025).  

Nesse contexto, o desenvolvimento de antígenos recombinantes surge como uma 

alternativa promissora, permitindo maior controle da composição antigênica e melhor 

reprodutibilidade entre ensaios. Dentre as proteínas recombinantes previamente 

estudadas para diagnóstico, a proteína rTES-30 apresenta alta sensibilidade e 

especificidade para diagnosticar a infecção em humanos e animais (Santos et al., 2018; 

Noordin et al., 2020).  Na técnica de ELISA indireta utilizando rTES30 foi verificada 

elevada acurácia diagnóstica com sensibilidade superior a 94%, podendo alcançar até 

97,8% quando associada à confirmação com Western blot (Santos et al., 2018). Em outros 

estudos que avaliaram a capacidade antigênica dessas proteínas, 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 antígenos TES recombinantes, tornam- se 

essenciais. Vacinas contra infecção por helmintos têm como objetivo atuar sobre as larvas 
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recentemente invasoras, a fim de minimizar a penetração e migração e a disseminação 

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

 

2.3. Desenvolvimento de vacinas para helmintos 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), as vacinas contêm 

substâncias enfraquecidas ou inativadas de um organismo (antígeno) que desencadeiam 

uma resposta imune, permitindo que o sistema imunológico reconheça e combata o 

patógeno em futuras exposições, conferindo imunidade ao indivíduo. Ao reconhecer a 

presença de um antígeno invasor, os linfócitos T e B são ativados, iniciando uma resposta 

imune adaptativa mesmo na ausência de sintomas clínicos; esse processo resulta na 

formação de células de memória imunológica, fundamentais para a proteção a longo prazo 

(Cox e Brokstad, 2020).  

Segundo Hotez et al. 2010, e Maizel e Mc Shorley 2016, o desenvolvimento de 

vacinas contra helmintos é desafiador devido a capacidade biológica que estes parasitos 

têm de modular a resposta imune do hospedeiro. Ainda assim, a vacinação prévia pode 

induzir uma resposta imune protetora, reduzindo a carga parasitária e favorecendo a 

expulsão de modo parcial ou total do parasito, ao atuar sobre as larvas invasoras, 

minimizar a duração da infecção e prevenir a migração e a disseminação do parasito 

(Zawawi e Else, 2020; Luna e Campos, 2020). A utilização de vacinas para controle e 

prevenção de doenças causadas por nematódeos vem apresentando resultados 

promissores em pequenos ruminantes (Tian et al., 2020; Gauci et al., 2023). As proteínas 

HcTTR e EG95NC se caracterizam como antígenos de interesse em imunologia 

parasitária, principalmente no desenvolvimento de vacinas. A proteína HcTTR, testada 

em caprinos contra Haemonchus contortus, promoveu uma redução de 63,7% na 

contagem de ovos e 66,4% de redução dos parasitos adultos (Tian et al., 2020). A proteína 

EG95NC, utilizada em ovinos desafiados com Echinococcus granulosus, proporcionou 

mais de 90% de proteção (Gauci et al., 2023). Esta proteína é considerada altamente 

imunogênica mesmo quando associada com adjuvantes convencionais, induzindo 

resposta imune protetora capaz de impedir a penetração e o desenvolvimento das larvas. 

Esse mecanismo envolve principalmente anticorpos que neutralizam a oncosfera (estágio 

larval inicial) logo após a infecção, bloqueando a migração tecidual (Lightowlers et al., 

2003; Heath et al., 2012). 

Outros estudos com proteínas recombinantes também demonstraram proteção 

significativa contra nematódeos gastrointestinais, como ocorre com as vacinas contra 
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Teladorsagia circumcincta e Haemonchus contortus, que reduziu tanto a contagem de 

ovos quanto o número de adultos em ovelhas vacinadas. Esse conjunto de evidências 

reforça o potencial das estratégias baseadas em antígenos recombinantes para o controle 

de infecções parasitárias de importância econômica e sanitária (Miller e Horohov, 2006; 

Smith et al., 2013; Dalton et al., 2013). 

 A partir desse contexto, estratégias semelhantes para a prevenção da toxocaríase 

forma desenvolvidas usando proteínas recombinantes de T. canis. Jaramillo-Hernandez 

et al., (2022) observaram redução de 73% no número de larvas no tecido hepático, 

encefálico e muscular em modelos experimentais murinos vacinados com uma vacina 

produzida a partir da proteína rTcVcan, além de redução de ovos eliminados nas fezes de 

cães. A diminuição de larvas e ovos sugere que a vacina é capaz de estimular uma resposta 

imune eficaz que dificulta a disseminação e a sobrevivência das larvas, atuando de 

maneira preventiva e terapêutica, evitando complicações clínicas. De acordo com os 

autores, a vacinação é uma estratégia essencial para o controle da toxocaríase em cães, 

pois desempenha um papel importante para alterar o ciclo parasitário, reduzindo a 

viabilidade dos ovos, a presença destes no meio ambiente e a possibilidade de infecção 

humana. 

Em outro estudo para a prevenção da toxocaríase, Garcés et al. (2020) testaram 

vacinas desenvolvidas com as proteínas recombinantes rTcCad e rTcVcan e observaram 

que houve redução da carga parasitária em modelo murino C57BL/6 de 52% e 53,2%, 

respectivamente. Apesar de os resultados serem satisfatórios, é relevante destacar que a 

dose de 500 ovos de T. canis utilizada no estudo pode não representar uma dose infectante 

realista. Segundo Cox e Holland (2001), menor carga parasitária de T. canis, reflete 

melhor a infecção em roedores e humanos. Assim, a avaliação de futuros candidatos 

vacinais deveria usar uma dose menor de ovos, a fim de simular melhor a infecção natural 

e permitir uma avaliação mais fidedigna da vacina.  

Uma estratégia que vem sendo testada para potencializar a capacidade das vacinas 

em estimular a imunidade humoral e celular é o uso associado a adjuvantes, possibilitando 

que a vacina atinja seu potencial máximo (Han, 2015; Chan e Gack, 2016). Os adjuvantes 

exercem suas funções aumentando a eficácia dos antígenos por meio da estimulação do 

sistema imunológico inato, diretamente pela estimulação de células dendríticas (DCs), 

macrófagos e neutrófilos, que levam à ativação do sistema imune adaptativo (Bonam et 

al., 2017). Diversas são as abordagens baseadas na modulação da microbiota intestinal, 

como o uso de adjuvante vacinal, uma vez que a interação entre microbiota e sistema 
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imune influencia diretamente a magnitude e a qualidade da resposta imunológica induzida 

(Lynn et al., 2022; Hong, 2023; Ardura-Garcia et al., 2024). Por essa razão, adjuvantes 

que promovem resposta Th1 ou uma resposta mista Th1/Th2 balanceada têm sido mais 

promissores para vacinas contra Toxocara (Marthy- Roix et al., 2016).  

Diante do exposto, proteínas recombinantes, além de apresentarem potencial para 

imunodiagnóstico, tornam-se fortes candidatas para o desenvolvimento de vacinas. No 

contexto da toxocaríase, proteínas derivadas de antígenos TES, como a rTES-30, tem sido 

amplamente investigada por sua elevada imunogenicidade e por estar diretamente 

envolvida na interação parasito-hospedeiro, sendo reconhecida pelo sistema imune 

durante a infecção natural, o que a torna uma candidata relevante para estratégias vacinais 

baseadas em proteínas recombinantes (Jacquier et al., 1991; Yamasaki et al., 2000; Santos 

et al., 2018). 

  

2.4 Utilização de probióticos contra agentes infecto-parasitários  

Microrganismos probióticos vêm sendo estudados como alternativas de controle 

e tratamento da toxocaríase em modelos experimentais e apresentam resultados 

promissores (Avila et al., 2012, Cadore et al., 2021, Walcher et al.,2023 Cunha et al., 

2024). De acordo com a Associação Cientifica Internacional de Probióticos e Prebióticos 

(ISAPP), os probióticos são microrganismos vivos que, quando consumidos em 

quantidades apropriadas, proporcionam benefícios à saúde do hospedeiro (Salminen et 

al., 2021). Além disso, o uso de probióticos está relacionado à expressão de receptores 

toll-like (TLRs), que são proteínas presentes nas células do sistema imune inato 

responsáveis por reconhecer padrões moleculares associados a microrganismos. A 

ativação desses receptores influencia a produção de IgA secretória, além de contribuir 

para o fortalecimento da barreira da mucosa intestinal, aumentando a integridade epitelial 

e a proteção de agentes patogênicos invasores (Kaur e Ali, 2022; Zheng et al., 2023).  

Conforme mencionado, os efeitos benéficos dos probióticos ocorrem por meio da 

modulação da microbiota intestinal, da resposta imune e do fortalecimento da barreira 

epitelial, influenciando também a interação com outros microrganismos. Eles são 

utilizados tanto na prevenção quanto no tratamento de doenças gastrointestinais, além de 

atuarem em diversos contextos clínicos associados a diferentes sintomas patológicos (Hill 

et al., 2014; Markowiak e Śliżewska, 2017; O’Toole et al., 2017; Sanders et al., 2019; 

Laranjeira, 2020).  
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Em infecções por helmintos, a microbiota intestinal desempenha papel 

fundamental na regulação da resposta imune, podendo influenciar a polarização Th2, a 

ativação de eosinófilos e a produção de IgE, além de interferir na capacidade do 

hospedeiro de limitar a migração e o estabelecimento larval (Reynolds et al., 2014; 

Ramanan et al., 2016). No intestino, os probióticos fortalecem a barreira epitelial, 

induzindo a produção de citocinas como IL-22 e IL-8, promovendo o aumento de 

secreção de muco pelas células caliciformes e dificultando a adesão de bactérias 

patogênicas. Além disso, algumas espécies possuem mecanismos capazes de neutralizar 

a ação de toxinas que afetam a permeabilidade da barreira epitelial (Bron et al., 2017). 

Probióticos como Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, 

Bifidobacterium longum e Bifidobacterium infantis têm a capacidade de produzir 

moléculas imunomoduladoras no intestino durante a fermentação de carboidratos e outros 

substratos (Bermúdez-Humarán et al., 2019; Laranjeira, 2020). Segundo esses autores os 

efeitos neurotransmissores dos probióticos influenciam no eixo intestino-cérebro 

proporcionando melhoria e bem-estar ao organismo além de ação anti-inflamatória e 

imunomoduladora. Os probióticos exercem seus efeitos não apenas pela presença dos 

microrganismos vivos, mas também por meio de seus metabólitos liberados no meio de 

cultivo, presentes no sobrenadante, os quais apresentam propriedades 

imunomoduladoras. Esses compostos podem atuar diretamente sobre células do sistema 

imune, modulando a produção de citocinas e influenciando a polarização da resposta 

imune (Bermúdez-Humarán et al., 2019; Plaza-Díaz et al., 2019). 

Nesse sentido, o uso de sobrenadantes livre de células (SLC), contendo 

metabólitos e compostos bioativos derivados de probióticos, representa uma abordagem 

promissora, pois permite explorar os efeitos imunomoduladores sem a necessidade da 

administração do microrganismo vivo, aumentando a segurança e a padronização 

experimental (Aguilar-Toalá et al., 2018; Salminen et al., 2021). Estudos demonstram que 

esses metabólitos podem induzir respostas pró-inflamatórias e/ou regulatórias, 

contribuindo para o equilíbrio entre respostas Th1 e Th2, o que é particularmente 

relevante em infecções por helmintos, nas quais a modulação da resposta imune é 

determinante para o desfecho da infecção (Wegh et al., 2019; Shi et al., 2020., Leal-Silva 

et al., 2021). 

Alguns estudos têm demonstrado que os probióticos e seus metabólitos 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 prevenção de doenças infecciosas 
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causadas por vírus, observou que os adjuvantes são componentes importantes que 

potencializam a resposta imune no organismo, amplificando a resposta do sistema 

imunológico e permitindo, dessa forma, a produção de uma maior quantidade de 

anticorpos, além da ativação mais eficaz das células. Inic-Kanada et al. (2016) 

investigaram o uso de probióticos Lactobacillus rhamnosus como adjuvante na 

imunização contra Chlamydia, em modelos BALB/c. Os resultados mostraram aumento 

significativo da resposta imune específica, tanto local como sistêmica, com elevação nos 

níveis IgA na mucosa ocular e de IgG no soro. Além disso, foi observada uma ativação 

das células T CD4+ (T helper) com polarização para perfil Th1e Th17, indicando que o 

probiótico contribuiu para uma resposta celular eficaz, associada à produção de citocina 

como IFN-γ e IL-17, importantes na defesa contra Chlamydia. Esses resultados sugerem 

que o uso do probiótico 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 eficácia da vacina trivalente contra rotavírus 

em suínos gnotobióticos, nos quais Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) foi administrado 

por via oral em nove doses crescentes, variando de 10³ a 10⁶ unidades formadoras de 

colônia (UFC). Os resultados mostraram que o uso do LGG como adjuvante potencializou 

significativamente a resposta imunológica induzida pela vacina (Parreno et al., 2022).   

Nesse contexto, a combinação de antígenos recombinantes com estratégias 

imunomoduladoras baseadas em probióticos ou seus derivados pode representar uma 

abordagem integrada, capaz de potencializar a resposta imune protetora e interferir 

precocemente na migração larval, contribuindo para o desenvolvimento de novas 

estratégias de controle da toxocaríase. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Investigar se a vacina composta por proteína recombinante (Vac-rTES30) possui 

efeito imunogênico e capacidade de induzir proteção contra a infecção por Toxocara 

canis em camundongos Swiss. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

- Avaliar o potencial da vacina Vac-rTES30 em reduzir a infecção experimental por 

T. canis em camundongos;  

 

- Avaliar a capacidade imunogênica da vacina Vac-rTES30 quanto à indução de 

anticorpos específicos contra T. canis em modelo murino; 

 

- Avaliar o papel potencializador do sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus 

ATCC 7469 como adjuvante na ação da vacina Vac-rTES30, para prevenir a infecção 

experimental de camundongos por Toxocara canis. 
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RESUMO: A toxocaríase humana é uma importante zoonose negligenciada de impacto 

mundial causada pelo parasito Toxocara canis e, segundo a OMS, a doença permanece 

um desafio de saúde pública devido à ausência de métodos profiláticos eficazes. A 

prevenção da toxocaríase depende do desenvolvimento de imunógenos capazes de 

inviabilizar o estabelecimento da infecção e do processo inflamatório.  Entre os antígenos 

candidatos a vacina, a proteína recombinante rTES30 tem sido investigada pelo seu 

potencial imunogênico. O presente estudo avaliou o potencial protetor da vacina 

produzida a partir de proteína recombinante de Toxocara canis rTES30 em modelo 

murino de infecção experimental. Camundongos SWISS receberam três doses de 50 µg 

da vacina produzida com antígeno recombinante rTES30 e posteriormente foram 

desafiados com 100 ovos embrionados de T. canis. Além disso, foi avaliado também se a 

https://www.sciencedirect.com/journal/acta-tropica/publish/guide-for-authors
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suplementação prévia com sobrenadante de L. rhamnosus melhora a resposta vacinal. A 

imunização com a proteína rTES30 resultou em soroconversão significativa, indicando 

que a rTES-30 é capaz de estimular a produção de anticorpos específicos contra T. canis. 

No entanto, a resposta humoral induzida não foi suficiente para promover a redução da 

carga larvária, demonstrando ausência de proteção efetiva. Este estudo reforça que, 

embora a rTES30 seja considerada imunogênica, sua utilização isolada não é suficiente 

para prevenir o estabelecimento da infecção por Toxocara canis em modelo murino. 

Diferentes abordagens vacinais baseadas em múltiplos antígenos recombinantes, 

associados ao uso de probióticos e seus metabólitos como adjuvantes imunológicos, 

podem representar estratégias inovadoras e promissoras para o controle da toxocaríase e 

devem ser exploradas em futuros estudos. 

 

Palavras chave: Proteína recombinante; TES-30; Sobrenadante de probiótico; 

Toxocara canis. 

 

4.1.  INTRODUÇÃO 

A toxocaríase humana é uma parasitose tecidual crônica causada por nematódeos 

que vivem no intestino de cães e gatos, respectivamente nomeados de Toxocara canis e 

Toxocara cati (Silva et al., 2022). A relevância do estudo de T. canis se justifica pela 

ampla distribuição geográfica, potencial zoonótico e elevadas taxas de soroprevalência, 

sobretudo em populações vulneráveis, configurando-se como um relevante problema de 

saúde pública (Despommier, 2003; Hotez et al., 2008; Rostami et al., 2019). Além disso, 

a toxocaríase é reconhecida como uma infecção de impacto global, associada a 

desigualdades socioeconômicas e frequentemente negligenciada em políticas públicas de 

saúde (Hotez e Wilkins, 2009; Rostami et al., 2019). A infecção acidental ocorre em 

humanos por meio da ingestão de ovos embrionados presentes no ambiente ou através de 

ingestão de carnes ou vísceras contaminadas com larvas infectantes (L3) (Lopez-Alamillo 

et al., 2025; Xu e Han, 2024; Bonilla-Aldana et al., 2023). Após a eclosão das larvas no 

intestino, estas migram por diferentes tecidos, ocasionando diferentes manifestações 

clínicas incluindo formas visceral, ocular e neurológica, além de quadros subclínicos que 

estão associados a respostas inflamatórias crônicas (Silva et al., 2022).  

Durante o curso da infecção, as larvas de T. canis liberam antígenos de excreção 

e secreção (TES) que modulam a resposta imune do hospedeiro. Esses antígenos TES, 

individualmente ou em combinação, atuam no estabelecimento de infecção, na 
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modulação imunológica, na competição intraparasitária e na evasão das defesas do 

hospedeiro (Wangchuck et al., 2020). A produção de antígenos TES de forma 

recombinante (rTES) e o uso destes em modelos experimentais, têm revelado seu caráter 

antigênico, com destaque para a proteína de 30 kDa, a rTES-30 (Santos et al., 2018).  

O investimento em medidas profiláticas é essencial para reduzir a exposição 

humana ao T. canis. O probiótico Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria com 

significativa capacidade de interação com o sistema imune de mucosa, promovendo o 

equilíbrio da microbiota e modulando respostas inflamatórias e regulatórias (Segers e 

Lebeer, 2014). Além disso, o uso do sobrenadante deste probiótico está relacionado a 

redução da infecção por T. canis (Walcher et al.,2023). Neste contexto, estratégias 

imunomoduladoras, como o uso de vacinas e probióticos, devem ser amplamente 

exploradas para o controle da toxocaríase. Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver 

uma vacina a partir da proteína rTES-30 e avaliar seu uso associado ao sobrenadante do 

probiótico L. rhamnosus na prevenção da infecção por Toxocara canis em modelo 

murino. 

 

4.2. MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1 Recuperação de T. canis e cultivo dos ovos do parasito 

Cães infectados naturalmente com quatro a oito semanas de idade foram tratados 

com o anti-helmíntico pamoato de pirantel (15 mg/kg) por via oral. A seguir, foi realizada 

a histerectomia das fêmeas do parasito para a obtenção de ovos não embrionados, que 

foram incubados a 28ºC, sob oxigenação diária por 30 dias (Avila et al., 2012). 

 

4.2.2 Produção da proteína 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 (37º C, 150 RPM) até a fase 

logarítmica de crescimento (DO600= 0,6- 0,8), quando a expressão da proteína heteróloga 

foi induzida pela adição de 0,5 mM de isopropil β-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG) e 

mantido por 3 horas nas mesmas condições. Após, as células foram separadas por 

centrifugação (10.000 x g, 15 min, 4°C) e suspensas em tampão de lise (0,2 M NaH2PO4, 

0,5 M NaCl, 10 mM imidazol). As células foram lisadas pela adição de 50 mg/ml de 

lisozima por 1 hora à temperatura ambiente sob agitação, seguido de 6 ciclos de 30 s de 

sonicação (60 KHz) e, então centrifugadas novamente (10.000 x g, 15 min, 4°C). Os 
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pellets contendo os corpos de inclusão foram solubilizados com tampão de lise contendo 

8 M uréia por 16 h a 4°C. A proteína recombinante rTES30 foi purificada por 

cromatografia líquida de afinidade com níquel, utilizando coluna His Trap TM FF em 

sistema de cromatografia liquida automatizada AKTAprime TM (GE Healtcare). As 

frações purificadas em tampão de eluição (0,2 M NaH2PO4, 0,5 M NaCl, 8 M ureia e 

500 mM imidazol) foram dialisadas contra tampão fosfato- salino (PBS, pH 7,4) por16h 

a 4°C e quantificadas com kit BCATM Protein Assay (Pierce). A vacina Vac-rTES30 foi 

formulada utilizando 50µg de proteína recombinante em solução fisiológica (NaCl 0,9%) 

e adsorvidas em 15% de hidróxido de alumínio (Al (OH)3) como adjuvante (Santos et al., 

2021).  

   

4.2.3 Cultivo do probiótico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 e produção 

do sobrenadante livre de células 

Considerando resultados anteriores que demonstraram que o sobrenadante livre de 

células (SLC) do probiótico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 possui ação 

imunoestimulante e larvicida contra T. canis (Walcher et al., 2018), este estudo avaliou 

se o uso deste SLC na suplementação dos animais promove uma melhor resposta vacinal. 

O probiótico L. rhamnosus ATCC 7469 foi cultivado em Man, Rogosa e Sharpe (MRS) 

caldo durante 48 h a 37 ° C com 5-10% de CO2 (Moura et al., 2023; Cunha et al., 2024). 

Após o período de incubação a cultura foi centrifugada a 4000 x g por 10 min e o SLC 

foi separado e armazenado a 4ºC. Durante a produção do probiótico, o controle de 

qualidade, a viabilidade celular, a pureza da cultura e a padronização da concentração 

bacteriana foram conduzidos conforme a metodologia descrita por Walcher et al. (2018), 

na qual a viabilidade foi determinada por contagem de unidades formadoras de colônia 

(UFC) mediante plaqueamento em ágar MRS ágar, seguido de incubação a 37 °C por 24–

48 h em condições controladas de microaerofílicas. A pureza da cultura foi avaliada por 

análise morfológica das colônias e coloração de Gram, assegurando ausência de 

contaminantes, enquanto a concentração bacteriana foi padronizada com base na 

densidade óptica (OD600) e confirmada por contagem em placa. Adicionalmente, 

parâmetros como pH do meio e características macroscópicas da cultura foram 

acompanhados ao longo do cultivo, garantindo a reprodutibilidade e estabilidade do 

probiótico utilizado para obtenção do SLC. 
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4.2.4 Delineamento Experimental 

Foram utilizados 48 camundongos Swiss, entre fêmeas e machos, com 5 a 7 

semanas de idade, divididos em quatro grupos. Os grupos foram distribuídos da seguinte 

forma: G1 (Vac+Tx): Vacina Vac-rTES30 + infecção com T. canis; G2 (SLC+Vac+Tx): 

SLC de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 + vacina Vac-rTES30 + infecção com T. 

canis, G3 (Tx):  PBS + infecção com   T. 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 iluminação claro-escuro (12 horas), tendo ração e água ad libitum. Este estudo 

foi previamente aprovado pela Comissão de Ética em Uso Animal da Universidade 

Federal de Rio Grande, sob parecer nº33, processo nº23116.003397/202-75. 

Os camundongos dos grupos G1 e G2 foram inoculados com a vacina Vac-

rTES30, por via subcutânea, em três doses de 50 µg, sendo a primeira dose no dia zero, a 

segunda dose no dia 14 e a terceira no dia 28. O G2 foi suplementado com SLC de L. 

rhamnosus ATCC 7469, no volume de 200 µL pela via intragástrica (IG), durante o 

período de cinco dias anteriores a cada dose vacinal. No G1 e G3 foi administrado PBS 

pela mesma via e mesmo período. Após 10 dias da 3ª dose vacinal (dia 38), os grupos G1, 

G2 e G3 foram infectados experimentalmente com 100 ovos embrionados de T. canis por 

via oral, através de sonda IG. Todos os animais foram submetidos à eutanásia no mesmo 

dia experimental, 2 dias após o desafio experimental com T. canis (dia 40). 

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

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

aplicação das três doses da vacina e a inoculação de Toxocara canis em camundongos Swiss. 

 

 

4.2.5 Avaliação da ação vacinal sobre a carga parasitária 

Dois dias após a infecção experimental, os camundongos foram submetidos à 

eutanásia e tiveram os órgãos analisados. A avaliação nesse período de intervalo permite 

determinar se a vacina impediu a invasão inicial e disseminação tecidual dos parasitos.  

A fim de avaliar o efeito protetor da vacinação, a   intensidade de infecção por larvas de 

T. canis foi determinada por processamento tecidual de órgãos (encéfalo, fígado e 

pulmões, coração, rins, musculatura, olhos) em solução de pepsina 1% e ácido clorídrico 

1% a 37° C, conforme descrito por (Avila et al., 2012). O exame foi realizado em 

microscópio óptico, em aumento de 100 e 400 x. 

 

4.2.6 Investigação da cinética da produção de anticorpos 

Nos dias 14, 28 e 40 foram realizadas coletas de sangue pela via submandibular 

para a obtenção de soro e pesquisa de anticorpos para T. canis. Para realizar a pesquisa 

da imunogenicidade da vacina Vac-rTES30, foi utilizado teste ELISA, conforme descrito 

por Santos et al. (2018). 

Cada poço da placa de microtitulação de fundo plano de 96 poços (Nunc Immuno 

Maxisorp, Thermo Fischer Scientific, EUA) foi sensibilizada com 100 μL de antígeno 
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recombinante diluídos na concentração (100 ng) antígeno em tampão bicarbonato, pH 

9,6. As placas foram incubadas a 4˚C a noite. Após, foram lavadas com PBS-T, para 

remover o antígeno não adsorvido e  bloqueadas com solução PBS-T contendo leite em 

pó a 5% (Nestlé®, Brasil)  por 1 h a 37˚C. Após nova etapa de lavagem, foram 

adicionadas  amostras de soro (100 μL, 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 secundário anti-camundongo IgG ligado à peroxidase 

(Sigma-Aldrich)  a 37˚C por 1 hora. Após a etapa final de lavagem adicionou-se o 

substrato de dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD; Sigma Aldrich), em tampão citrato 

pH 4,0 contendo peróxido de hidrogênio, e as placas foram incubadas por 15 minutos à 

temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reação foi avaliada por leitura das absorbâncias 

em espectrofotômetro a 450 nm. Como controle positivo foram usados soros de 

camundongos sabidamente positivos para T. canis e como controle negativos, animais 

livres de infecção (Santos et al., 2018).  

 

4.2.7 Análise estatística 

Foi utilizada análise de variância (ANOVA) para presença de larvas da digestão 

tecidual seguida do Teste de Tukey, com nível de significância de 0,05 para comparação 

entre médias. 

 

4.3 RESULTADOS  

A avaliação da intensidade de infecção por T. canis foi avaliada por meio da 

técnica de processamento tecidual dos grupos G1, G2, G3, G4 após 48 horas da infecção 

com T. canis, sendo observada a presença de larvas de T. canis no fígado e pulmões dos 

grupos G1, G2 e G3 e ausência de larvas no G4 (Figura 2). Não foram observadas larvas 

no encéfalo, coração, rins, musculatura e olhos de nenhum dos animais dos diferentes 

grupos. Não foram observadas diferenças estatísticas quando comparados os grupos G1, 

G2 e G3 entre si, em relação à intensidade de infecção, indicando que tanto a imunização 

quanto a administração do SLC não foram capazes de promover a redução da infecção 

por T. canis. As médias  do número 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 número de larvas de Toxocara canis recuperados no fígado de camundongos 

Swiss experimentalmente infectados que receberam: vacina rTES 30 (G1), suplementação com SLC de L. 

rhamnosus ATCC 7469 e vacina rTES 30 (G2), somente infectados com T. canis (G3), e G4 tratado com 

PBS controle Negativo sem infecção, sendo observado que não houve resultado estatisticamente 

significativo entre os grupos. 

 

Na figura 3 é possível observar que o G1 (Vac+Tx), no 14º dia, exibiu valores de 

absorbância próximos a 1.0, indicando presença de resposta humoral. No dia 28, houve 

aumento da absorbância nos grupos vacinados, com valores majoritariamente entre 1.0 e 

1.5, sugerindo intensificação da resposta imunológica após a segunda dose. No 40° dia, 

os níveis de anticorpos mantiveram-se elevados, com valores entre 1.5 e 2.5, indicando 

que a terceira dose reforçou substancialmente a resposta específica à rTES30. A avaliação 

da cinética de anticorpos indicou que não houve diferença 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 suplementação com SLC não potencializou a resposta humoral 

induzida pela vacina.  Entretanto, ambos os grupos apresentaram aumento significativo 

dos níveis de IgG ao longo do tempo, principalmente após a segunda e terceira dose. Além 

disso, quando comparados aos grupos não vacinados G3 (Tx) e G4 (Controle PBS), os 

grupos G1 e G2 apresentaram níveis de anticorpos significativamente elevados, enquanto 

os controles permaneceram com valores basais durante todo o período experimental, 

confirmando que a resposta humoral observada é decorrente da imunização com rTES30. 

O G4 (controle PBS), composto por animais não vacinados, manteve valores de 

absorbância próximos de zero ao longo do período experimental com ausência de 

anticorpos detectáveis pela técnica de ELISA.  
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Figura 3. Cinética da produção de anticorpos IgG em camundongos Swiss vacinados com rTES 

30 e experimentalmente infectados por T. canis (Vac+Tx: G1 e SLC+Vac+Tx: G2) e não vacinados (Cont: 

G4 administração somente de PBS). 

 

4.4. DISCUSSÃO  

Um dos primeiros estudos que avaliaram o efeito de uma vacina contra T. 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 redução no número de larvas infectantes em modelo murino. A seguir, estudos foram 

realizados para avaliar e caracterizar as diferentes proteínas do TES nativo, sendo 

identificadas um total de 64 (Silva et al., 2018). A análise proteômica do TES revela um 

conjunto diversificado de proteínas, as quais estão envolvidas em mecanismos variados 

utilizados pelo parasito para interagir com o hospedeiro (Sperotto et al., 2017). Com base 

nesses estudos, uma série de proteínas foram identificadas como candidatas para serem 

usadas no diagnóstico e no desenvolvimento de vacinas. Dentre estas, recebe destaque a 

proteína TES-30 que, na sua forma recombinante, mostrou elevada sensibilidade e 

especificidade para o diagnóstico da toxocaríase (Santos et al., 2018). 

No presente estudo, foi avaliado o efeito protetor de uma vacina desenvolvida com 

a proteína rTES-30 de Toxocara canis. Embora a vacina rTES-30 tenha sido 

imunogênica, esta não foi protetora uma vez que não houve redução da intensidade de 

infecção por larva de T. canis. É importante destacar que o desenvolvimento de vacinas 

contra helmintos representa um desafio significativo uma vez que estes expressam 

sistemas complexos de modulação imunológica por meio de moléculas antinflamatórias 

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 níveis elevados de IgG nos 

dois grupos vacinados, com médias de densidade óptica de 1,044 e 1,326, para G1 e G2, 

respectivamente, estes anticorpos gerados podem não ter sido neutralizantes ou capazes 

de interferir na invasão e migração de larvas. A literatura ressalta que, apesar da indução 

de anticorpos específicos, isoladamente, níveis aumentados de IgG não são um marcador 

de proteção contra infecção por T. canis (Despommier, 2003, Maizels, 2013). Hotez et al. 

(2010) e Loukas et.al. (2016), observaram que as respostas protetoras contra helmintos 

estão associadas a um perfil celular de resposta imune adaptativa do tipo Th2, 

caracterizado pela produção de citocinas como IL-4, IL-5, e IL-13, que promovem a 

produção de IgE, eosinofilia e ativação de macrófagos alternativamente ativados. Vacca 

e Le Gross, (2022) também destacam que os helmintos são capazes de induzir respostas 

humorais intensas concomitante a ativação de vias regulatórias do sistema imune, 

incluindo expansão de células T reguladoras com produção de IL-10, TGF-β e modulação 

da função de células apresentadoras de antígenos. Esse mecanismo permite que o 

hospedeiro produza anticorpos detectáveis por ensaios sorológicos, sem que ocorra a 

eliminação do parasito. Este contexto é aplicável aos resultados do presente estudo nos 

quais os grupos G1 e G2 apresentaram níveis de anticorpos elevados enquanto os grupos 

controles permaneceram negativos reforçando a imunogenicidade da vacina, mas não 

necessariamente sua proteção.  

A escolha pela proteína rTES-30 para o desenvolvimento desta vacina foi baseada 

na sua elevada capacidade antigênica, conforme observado nos testes de 

imunodiagnóstico de Santos et al., (2018). No estudo de Jaramillo-Hernandez et al., 

(2020) foi observado que vacina desenvolvida com a proteína rTcVcan, derivada de 

antígeno de T. canis associados ao adjuvante Quil-A®, promoveu redução inferior a 50% 

das larvas de T. canis em camundongos C57BL/6. Enquanto a proteína rTCVCad, sob as 

mesmas condições, promoveu 25-30% de redução. A discrepância entre esses resultados 

indica que diferenças estruturais e funcionais entre antígenos influenciam diretamente a 

capacidade dessas proteínas de ativar mecanismos efetores da imunidade, como respostas 

Th2 balanceadas, produção de anticorpos funcionalmente relevantes e ativação de células 

efetoras. Neste contexto, a ausência de proteção observada com a rTES30 sugere que 

mesmo a proteína sendo imunogênica, não foi capaz de desencadear uma resposta 

protetora nas condições avaliadas. Uma explicação para esse resultado reside na limitação 

antigênica, sugerindo que a proteína rTES30, usada de forma isolada, possa não conter 

epítopos envolvidos no bloqueio da invasão ou migração tecidual de T. canis, uma vez 
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que uma porção de antígeno específico é fundamental para desencadear uma resposta 

protetora (Maizels et al. 2018). Nesse sentido, estratégias baseadas em múltiplos 

antígenos ou proteínas multivalentes tendem a ser mais eficazes, conforme sugerido por 

Jaramillo-Hernandez et al., (2020), reforçando a hipótese de que a rTES30, quando 

utilizada como antígeno único possui potência imunológica limitada. 

Outro aspecto importante é o tipo de adjuvante vacinal utilizado. No estudo de 

Jaramillo-Hernandez et al., (2020), que avaliaram vacinas produzidas com outras 

proteínas recombinantes de T. canis, a utilização de adjuvante completo/incompleto de 

Freund induziram resposta imunogênica detectável, no entanto não foi observada uma 

redução significativa da carga parasitária. Entretanto, o uso do adjuvante hidróxido de 

alumínio associado ao Quil A ® apresentou melhor desempenho, resultando em maior 

redução de carga parasitária (≈30-40%). De forma semelhante, os achados de Natukunda 

et. al. (2022) contribuem para a compreensão na interpretação dos mecanismos de falha 

ou sucesso de vacinas contra helmintos, especialmente no que se refere à escolha e 

combinação de adjuvantes. Adjuvantes como Quil A® (saponina) associado com 

hidróxido de alumínio induziram respostas mais balanceadas (Th1/Th2), enquanto 

hidróxido de alumínio isolado resultam em resposta Th2 com menor efeito protetor. 

Quanto aos valores, os estudos desse autor apresentaram maior redução da carga 

parasitária na faixa de (≈20-45%) com melhor desempenho quando associado antígeno- 

adjuvante.  

Revisões sobre vacinas recombinantes para helmintos transmitidos pelo solo 

(STH) confirmam que o quanto é difícil a indução 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 prevenção moderada de Teladorsagia circumcincta, mesmo 

com um modelo experimental mais próximo do natural, reforçando que helmintos 

possuem mecanismo potentes de evasão imunológica. Estudo que avaliou o 

desenvolvimento de vacina a partir de proteínas de excreção e secreção Haemonchus 

contortus comprovou uma proteção apenas parcial, apesar da elevada produção 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 

antígenos de helmintos é parcial e que a complexidade da interação parasito-hospedeiro 

representa um dos principais entraves para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes.  

A ausência de proteção observada pela rTES30 no presente estudo pode refletir 

um fenômeno comum as vacinas anti-helmínticas; anticorpos são produzidos, mas não 
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são suficientes para neutralizar mecanismos sofisticados de evasão imunológico 

característico de nematódeos. A imunidade contra T. canis depende de fatores 

combinados, envolvendo respostas celulares e humorais que são capazes de ativar de 

forma suficiente o sistema imune do hospedeiro contribuindo, para controlar a migração 

de larvas e neutralizar a infecção (De Oliveira et al., 2019; Borchard et al., 2022). Assim, 

proteínas isoladas são mais propensas a falhar na indução de uma resposta imune robusta, 

enquanto vacinas mais eficazes, normalmente, combinam múltiplos antígenos e utilizam 

plataformas que são capazes de aumentar a ativação de células efetoras (Nisbet et al., 

2013; Xiong et al., 2023). 

Em conclusão, os resultados obtidos neste estudo demonstram que a imunização 

com a proteína rTES30 foi capaz de induzir a resposta humoral especifica, evidenciada 

pela produção de anticorpos IgG, no entanto, essa resposta não se refletiu na redução de 

carga larval, nem na prevenção do estabelecimento da infecção por Toxocara canis em 

modelo murino. Nas condições avaliadas, tanto a vacinação quanto a suplementação com 

SLC não foram suficientes para promover proteção efetiva. Em conjunto, esses achados 

reforçam a complexidade da resposta imune envolvida na toxocaríase e evidenciam que 

a indução isolada de anticorpos não garante controle da infecção, ressaltando a 

necessidade de estratégias vacinais mais abrangentes, como o uso de múltiplos antígenos, 

adjuvantes mais eficazes e abordagens capazes de induzir respostas imunes integradas em 

estudos futuros. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Até o momento, não existem estudos demostrando a proteção vacinal efetiva com 

rTES30 de forma isolada. Embora a rTES30 tenha falhado como candidata vacinal nas 

condições testadas ela foi bem-sucedida em induzir anticorpos específicos evidenciando 

sua imunogenicidade. Os resultados obtidos fornecem contribuições importantes para a 

compreensão da resposta imunológica induzidas por antígenos recombinantes de T. canis, 

especialmente ao demonstrar que a indução da resposta humoral isolada não se traduz 

necessariamente em proteção contra infecção. Nesse sentido, este estudo reforça 

limitações já descritas para vacinas baseadas em antígenos únicos e destaca a 

complexidade da interação parasito- hospedeiro, Assim, os achados aqui apresentados 

neste estudo fornece contribuições relevantes para o aprimoramento  de estratégias 

vacinais e destaca a necessidade de investigações futuras que evidenciem estratégias 

robustas com combinações de múltiplos antígenos e adjuvantes potentes capazes de 

induzir respostas celulares e humorais eficientes, afim de promover proteção mais 

consistente contra a toxocaríase. 
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7. APÊNDICE I 

A análise individual da produção de anticorpos IgG de acordo com o tempo de 

coleta de sangue nos dias 14, 28 e 35 dos grupos G1 (Vac +Tx), G2 (SLC+Vac+Tx) e G4 

(Controle negativo-PBS) estão representados na figura.  

 

 

 

Figura 4.  Análise individual em diferentes tempos de coleta da quantificação de anticorpos IgG 

de acordo com os grupos:G1 vacina rTES30, G2 vacina rTES30 e suplementação com SLC de L. rhamnosus 

ATCC 7469 e o controle negativo -PBS- (G4)  
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8- ANEXO I 

Documento aprovado pelo comitê de Ética da Universidade Federal de Rio 

Grande, Comissão De Ética Em Uso Animal (CEUA) sob parecer nº33, processo 

nº23116.003397/202-75  
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9. ANEXO II 

 

COMUNICAÇÃO CIENTÍFICA: 

Você já ouviu falar em toxocaríase? Embora pouco conhecida pela população, 

essa é uma doença parasitária considerada negligenciada e com importante impacto na 

saúde pública. Ela é causada principalmente pelo nematódeo Toxocara canis, parasito 

intestinal de cães, e a infecção humana pode ocorrer de forma acidental pela ingestão de 

ovos e larvas do parasito presentes em solo, água ou alimentos contaminados, 

respectivamente. Após entrarem no organismo, as larvas migram para diferentes órgãos, 

provocando processos inflamatórios e, em alguns casos, complicações mais graves, como 

alterações oculares, neurológicas e viscerais. 

Apesar de sua relevância, a toxocaríase ainda recebe pouca atenção, sendo 

frequentemente subdiagnosticada e pouco discutida fora do meio científico. Além disso, 

as opções disponíveis para prevenção e tratamento ainda apresentam limitações, 

especialmente porque as formas larvais podem permanecer alojadas nos tecidos do 

organismo. Diante desse desafio, esta pesquisa de mestrado buscou investigar novas 

estratégias para prevenção da toxocaríase.  

O estudo avaliou o desenvolvimento de uma vacina experimental produzida a 

partir de proteína recombinante de Toxocara canis, associada à suplementação com 

sobrenadante obtido a partir do cultivo do probiótico Lactobacillus rhamnosus ATCC 

7469, em modelo experimental animal (camundongos). As proteínas recombinantes são 

produzidas em laboratório por meio de engenharia genética contendo apenas uma parte 

do agente infeccioso com o objetivo de estimular o sistema imunológico de forma segura 

e direcionada sem risco de causar a doença.  Já os probióticos, além de conhecidos por 

seus benefícios à saúde intestinal, produzem substâncias capazes de regular e equilibrar 

a resposta imunológica e, potencialmente, contribuir para o controle de infecções 

parasitárias. 

Pesquisas como esta são importantes porque ampliam o conhecimento sobre 

alternativas inovadoras para o controle de doenças parasitárias negligenciadas, 

contribuindo para o desenvolvimento de futuras estratégias de prevenção. Além do 

avanço científico, estudos dessa natureza reforçam o compromisso da universidade 

pública com a produção de conhecimento voltado às necessidades da sociedade, 

transformando pesquisa em informação, inovação e impacto social. 
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A aproximação entre ciência e comunidade é fundamental para que doenças 

muitas vezes negligenciadas como a toxocaríase ganhem maior reconhecimento, 

prevenção e atenção em saúde pública. Dessa forma, a divulgação científica torna-se uma 

ferramenta essencial para tornar o conhecimento produzido na universidade mais 

acessível, promovendo conscientização e fortalecendo a conexão entre pesquisa, saúde e 

sociedade. 

 

 

 


