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RESUMO

Infeccdo experimental de Tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus 1757)
por Toxocara canis

A toxocariase é uma doenca de distribuicdo mundial, causada pelos nematédeos
Toxocara canis e T. cati, parasitos cujos hospedeiros definitivos sdo os cées e o0s
gatos, respectivamente. Esses agentes podem também infectar seres humanos, e
suas larvas podem migrar pelo organismo, ocasionando a sindrome de larva
migrans visceral (toxocariase visceral) ou ocular (toxocariase ocular). O consumo de
carne crua ou mal cozida de animais, como ruminantes e aves, tem sido
considerado como uma das vias de transmissdo da doenca para o ser humano. A
avaliacdo da migracdo de larvas de Toxocara spp. em peixes € escasso ha
literatura. Com objetivo de criar um modelo experimental e avaliar a viabilidade da
infeccdo e migracdo tecidual de Toxocara canis em peixes, foram utilizadas 49
tilapias (Oreochromis niloticus), com peso aproximado de 100 a 150 g, obtidas de
uma central de piscicultura. Dois grupos foram formados para avaliagéo da infeccao.
O Grupo | (Gl) composto por 35 animais infectados oralmente, por gavagem, com
1000 ovos larvados de T. canis diluidos em 1,0 mL de solucédo salina tamponada
(PBS pH 7,0). O segundo grupo (GllI) constituido por 14 animais, que receberam,
pela mesma via, 1,0 mL de PBS, e serviram como controle. Os peixes foram
mantidos em caixas plasticas, com fluxo de agua continuo, e alimentados com racao
comercial para peixes duas vezes/dia. Nos dias 1, 2, 5, 10, 15, 30 e 60 po6s-infeccao,
cinco animais do Gl e dois do GlI foram sacrificados, e amostras de figado, sistema
nervoso central, arcos branquiais, musculatura (filé) e o conteudo intestinal foram
coletados e submetidos ao processo de digestdo em acido cloridrico 0,5% e ao
método de Baermann, modificado, para recuperagdo das larvas. Nao foram
encontradas larvas de T. canis em nenhum dos momentos deste experimento. No
conteudo intestinal, foram encontrados ovos larvados (5 ovos em média), em todas
as tilapias infectadas. Os ovos de T. canis podem ser dispersados no ambiente
aguatico pela tilapia.

Palavras-chave: Toxocariase. Peixes. Ciclideos. Toxocara canis.



ABSTRACT

Experimental study of migration of Toxocara canis in Nile Tilapia (Oreochromis
niloticus)

The toxocariasis is a disease of worldwide distribution, caused by nematodes
Toxocara canis and T. cati, parasites whose definitive hosts are dogs and cats,
respectively. These agents can also infect humans, and their larvae can migrate
through the body, causing the syndrome of visceral larva migrans (visceral
toxocariasis) or ocular (ocular toxocariasis). Consumption of raw or undercooked
meat of animals such as ruminants and poultry has been considered as one of the
routes of transmission of the disease to humans. Evaluation of the migration of larvae
Toxocara spp. in fish is scarce in the literature. This study aimed to evaluate the
ability of Toxocara canis to infect and migrate through the tissues of experimentally
infected fish. Forty-nine Nile tilapia (Oreochromis niloticus, Linnaeus 1757) were
evaluated. Two groups were formed for the assessment of infection. Group |
consisted of 35 animals infected by oral gavage with 1,000 T. canis-embryonated
eggs (IG). The second group contained 14 animals that received 1.0 ml PBS by oral
gavage and served as a control group (CG). To recover the larvae, 5 animals from I1G
and two animals from CG were euthanised at 1, 2, 5, 10, 15, 30 and 60 days post-
infection. Samples of the liver, brain, gills, muscle and intestinal content were
collected and subjected to acid digestion and the modified Baermann method. There
were no T. canis larvae detected at any time point during this experiment, but
embryonated eggs were found in the intestinal contents. Our findings suggest that
tilapia could serve as a disseminating vehicle of Toxocara spp. in aquatic
environments.

Keywords: Toxocariasis. Fishes. Cichlids. Toxocara canis.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1Toxocariase

A toxocariase é uma zoonose ocasionada pela ingestdo acidental de ovos
embrionados de nematdédeos do género Toxocara, especialmente Toxocara canis, e
T. cati, cujos hospedeiros definitivos sdo os cdes e gatos, respectivamente (ACHA,
SZYFRES, 1986).

Nos seres humanos, que se comportam como hospedeiros acidentais, ao
eclodirem, as larvas de Toxocara spp. atravessam a parede do intestino delgado e
ganham a circulacéo pela via hepatica, migrando por diversos o6rgaos como figado,
pulmao, coragdo, cérebro, ocasionando a sindrome de larva migrans visceral (LMV)
(BEAVER et al., 1952), ou olhos, dando origem a sindrome de larva migrans ocular
(LMO) (ZINKHAM, 1978). Atualmente, além da toxocariase ocular e visceral, outras
duas formas da doenca, toxocariase oculta (“covert”) e neuroldgica sdo descritos na
literatura (SANTAREM; RUBINSKY-ELEFANT; FERREIRA, 2011b).

As manifesta¢gBes clinicas da toxocariase dependem da carga parasitaria,
distribuicdo das larvas nos tecidos, frequéncia de infecgcdo e a intensidade da
resposta inflamatoria no hospedeiro. No homem, as manifestacbes clinicas da
doenca variam desde casos assintomaticos até, mais raramente, casos de evolucéo
fatal (SCHANTZ, 1989).

As larvas, quando migram pelo organismo, podem ocasionar inflamagao
eosinofilica, hemorragia, necrose ou serem encapsuladas em granulomas, sendo
destruidas ou permanecendo viaveis por muitos anos (MAGNAVAL et al., 2001).

A maior frequéncia de granulomas esta associada a LMO (SCHANTZ, 1989).
Muitas vezes a endoftalmite causada pela forma oftalmica pode ser confundida com
um tumor maligno conhecido como retinoblastoma (PARK et al., 2000; ESPINOZA et
al., 2003; SHIMIZU et al., 2005). Altcheh et al. (2003) observaram que 9,3% de
criancas sororeagentes para T. canis apresentavam estrabismo. Outros relatos
reportam a ocorréncia de uveite também em criangas (AZAR, 2004).

Os sinais de LMV podem estar relacionados a alteragfes respiratorias, como
sibilancia ou asma (JACOBS et al., 1994; ALDERETE et al., 2003; TONELLI, 2005;
FERREIRA et al., 2007), hepatomegalia (ALTCHEH et al., 2003), urticaria (AZUMA
et al., 2002; ALTCHEH et al., 2003) e lesdes hepaticas com a formacgédo de
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abscessos piogénicos (LAMBERTUCCI et al.,, 2001; RAYES et al., 2001), que
podem ser confundidas com linfoma hepético (BACHMEYER et al., 2003).

Outros relatos sobre LVM reportam miocardite (ENKO et al., 2009),
pancreatite (D’ONOFRIO et al., 2006) e alteracbes neurologicas como convulsées
(CARVALHO; ROCHA, 2011), vasculite cerebral (HELBOK et al., 2007) e
meningoencefalite (FERNANDES; RIBEIRO, 2010) associada a confusdo mental
(MAIGA et al., 2007). A toxocariase pode aumentar também os riscos de epilepsia
em paises tropicais e em paises em desenvolvimento (NICOLETTI et al., 2007).

A eosinofilia € um achado comum em casos de toxocariase. Casos de
eosinofilia associada a pleocitose e mielite (DATTOLI, 2011), meningoencefalite
(VIDAL; SZTCJINBOK; SEGURO, 2003), pneumonia cronica (INOUE et al., 2002),
efuséo pleural (ASHWATH; ROBINSON; KATNER, 2004) e pericardica (MATSUKI et
al., 2007) e ascite (CHIRA et al., 2005) tém sido descritos como consequéncia da
toxocariase.

A prevaléncia da toxocariase é maior em paises em desenvolvimento no
Brasil, por exemplo, esta doenca tem sido associada a populacbes com baixos
niveis sécio-econémicos. Em Brasilia, a freqiiéncia de anticorpos anti-Toxocara sp.
em criancas de familias de baixa renda foi de 21,8% (66/302), enquanto na
populacdo infantil de classe média ela correspondeu a 3% (9/300) (CAMPOS
JUNIOR et al., 2003).

No Estado de S&o Paulo, a prevaléncia de anticorpos anti-Toxocara variou de
3,6% (CHIEFFI, 1984) a 24,7% (CASEIRO, 1996) em inquéritos soroepidemioldgicos
em criancas e adolescentes de varios municipios. Na cidade de Sao Paulo, SP,
38,8% das criancas de 14 escolas publicas foram consideradas sororeagentes
(ALDERETE, 2003). Em Presidente Prudente, SP, 11,1% das criancas de duas
diferentes classes sociais foram sororeagentes. A prevaléncia foi de 12,7% para a
populacdo de baixa renda e 9,5% para a de classe média (SANTAREM; RUBINSKY-
ELEFANT; GIUFFRIDA, 2011c).

Em um assentamento no municipio de Teodoro Sampaio, regido do Pontal do
Paranapanema - SP, 20,24% da populacdo apresentaram titulos de IgG anti-
Toxocara spp. (PRESTES-CARNEIRO et al., 2005).

O solo é a principal via de transmissao de T. canis, pois 0s ovos larvados
podem ser acidentalmente ingeridos pelos seres humanos (SANTAREM, et al.

2011a). Estes ovos contém larvas de terceiro estadgio que eclodem no intestino
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delgado, atingem a circulacdo pela via hepética e migram para os diversos tecidos
(DESPOMMIER, 2003).

Pracas e parques publicos representam a principal fonte de infeccdo dos
seres humanos, com vérias descricbes de contaminacdo em &reas de lazer em
cidades do interior de S&o Paulo, como Botucatu (SANTAREM; SARTOR;
BERGAMO, 1998), Sorocaba (COELHO et al., 2001), Ribeirdo Preto (CAPUANO;
ROCHA, 2005) e Mirante do Paranapanema (SANTAREM et al., 2010), onde as
frequéncias corresponderam a 17,5%, 20,5%, 29,7% e 53,3%, respectivamente. Em
Presidente Prudente, a contaminacdo das pracas foi de 96% (SANTAREM;
PEREIRA.; ALEGRE, 2012).

Estudos relatam a infeccdo de seres humanos por larvas de T. canis pela
ingestado de carne crua ou mal cozida de hospedeiros paraténicos. Os ovos larvados,
ao serem ingeridos por esses hospedeiros, liberam as larvas, que invadem o0s
tecidos, permanecendo quiescentes e encapsuladas, ndo completando seu ciclo
(SCHANTZ, 1989).

As infeccOes humanas por ingestdo desses hospedeiros tém sido associadas
ao consumo de figado cru de aves como frango (NAKAGURA et al., 1989;
MORIMATSU et al.,, 2006) e pato (HOFFMEISTER et al., 2007), de coelhos
(STURCHLER; WEISS; GASSMAN, 1990), de ovinos (SALEM; SCHANTZ, 1992) e
de bovinos (YOSHIKAWA et al., 2008). Park et al. (2011) relataram cinco casos de
pacientes humanos com cancer gastrintestinal que possuiam metatases hepaticas e
pulmonares ao diagnéstico por imagem (radiografia e ultrassom). Ao exame
histopatoldgico, porém, as metastases eram na realidade granulomas eosinofilicos
provocados por Toxocara spp. Os pacientes apresentaram titulos de anticorpos anti-
T. canis pelo ELISA e pelo Westernblotting. Os pacientes afirmaram que tinham o
habito de consumir figado bovino cru, porém como um dos fatores de risco para a
infecc&o por Toxocara spp. seria 0 consumo de carne crua de peixes.

A toxocariase tem sido experimentalmente estudada especialmente em
modelos murinos, pois as larvas seguem um ciclo com sinais e sintomas
semelhantes aos produzidos em seres humanos (CHIEFFI et al., 2009). Estudos
com hospedeiros paraténicos cuja carne é destinada ao consumo humano s&o
escassos. Entretanto, em Presidente Prudente, foi observado que 50,1% dos ovinos

apresentavam anticorpos anti-Toxocara spp. (SANTAREM et al., 2011a).
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Embora os ascarideos sejam considerados como parasitos de animais de
sangue quente, ndo ha registro de estudos em animais pecilotérmicos, como 0s
peixes (PHAN; ERSBJLL; DALSGAARD, 2011).

1.2 Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

A piscicultura de agua doce é a atividade que vem se mostrando mais
promissora na producéo de pescado, sendo a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus
Linnaeus, 1757), uma das espécies mais cultivadas mundialmente (JORY;
ALCESTE; CABRERA, 2000).

As tilapias pertencem a Ordem Perciformes, familia Cichlidae, sdo oriundas
do continente africano e encontradas originariamente nas bacias dos rios Nilo, Niger,
Tchade e nos lagos do centro—oeste da Africa (VERANI,1980).

Em relacdo ao sistema digestorio da tilapia, o es6fago é curto, de epitélio
estratificado apresentando auséncia de papilas gustativas e abundancia de células
secretoras de muco (GARGIULO et al., 1996; CATALDI et al., 1988). O estbmago
possui trés regides: proximal, média e distal e quatro camadas de epitélio: serosa,
muscular, mucosa e submucosa (GARGIULO et al., 1996; CACECI et al., 1998). O
intestino das tilapias € longo e espiralado, e, em individuos adultos, corresponde de
7 a 13 vezes o tamanho total do corpo, sendo muito maior que o intestino dos outros
ciclideos (BEVERIDGE; BAIRD, 2000).

No que se refere ao processo de digestdo das tilapias, o alimento é retido
pelos rastros branquiais, localizados nos arcos branquiais. O material pode ser
rejeitado ou ingerido dentro da cavidade bucofaringeana, e quando aceito, é
quebrado pelos ossos faringeanos que o encaminha ao es6fago (BEVERIDGE;
BAIRD, 2000). A amilase, a maltase, a pepsina, a tripsina, as esterases e a fosfatase
alcalina sdo enzimas envolvidas nos processos de digestdo e absorcdo e estédo
presentes no estdbmago das tilapias (TENGJAROENKUL et al., 2000). Segundo
Kubitza (2011), o pH do estbmago da tilapia varia de 1,25 a 1,6.

O potencial aquicola da tilapia-do-Nilo se deve a sua rusticidade, rapido
crescimento, habito alimentar onivoro, arragoamento facil e econdmico, resisténcia a
baixas concentracdes de oxigénio dissolvido, além de apresentar carne de sabor

apreciado e com poucas espinhas (KUBITZA, 2011).
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Segundo a Organizacédo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacao
(FAO, 2005), a tilapia é a espécie que ocupa o terceiro lugar entre 0s peixes mais
utilizados em piscicultura ao redor do mundo, sendo as carpas e 0s salmfes 0s mais
comercializados.

De acordo com Kubitza (2011) e Beveridge (2004), em diversos paises,
inclusive no Brasil, a criacdo de tilapias em tanques-rede de pequeno volume (1,0 a
4,0 m3) representa um sistema importante, pois apresenta vantagens em relacéo a
piscicultura tradicional em virtude do menor investimento inicial, aproveitamento de
acudes, rios e grandes reservatorios, controle da producéo, facilidade no manejo e
despesca e eliminacao de problemas associados a reproducéo excessiva.

Na regido de Presidente Prudente, as tilapias sdo encontradas em grande
namero para a pesca esportiva nos pesque-pague. Além disso, a producdo e
comercializacdo destes peixes se destacam como um ramo promissor do
agronegocio (MARENGONI; SANTOS; 2009).

O consumo de peixe cru em restaurantes de culinaria oriental € popular no
mundo inteiro. A carne crua de tilapia pode servir como via de transmissdo de
diversas zoonoses parasitarias, como giardiase, ocasionada pelo protozoario Giardia
duodenalis (GHONEIM; ABDEL-MOEIN; SAEED, 2012). As trematodioses,
provocadas pelos parasitos Haplorchis pumilio, H. taichui, H. yokogawali,
Centrocestus formosanus, Stellantchas musfalcatus, e Echinochasmus japonicus
(CHI et al., 2008) e por Heterophyes heterophyes, Heterophyes aequalis, Pygidiopsis
genata, Haplorchis yokogawa (LOBNA; METAWEA,; ELSHEIKHA, 2010), além da
gnatostomiase, uma infeccdo gerada pela larva do nematédeo Gnathostoma
spingerum (ISHIWATA et al., 2003), sdo outras zoonoses que tém sido atribuidas
ao consumo de carne crua de peixes, incluindo as tilapias.

Choi et al. (2008) ndo observaram associagéo entre a ingestdo de carne crua
de peixe com a presenca de anticorpos Anti-Toxocara spp. em pacientes com
historico de eosinofilia.

Até o momento, entretanto, nenhum estudo foi realizado para avaliar a
infeccéo de peixes por Toxocara spp.

Dessa forma, o presente estudo teve o0 objetivo de criar um modelo
experimental para avaliagdo da viabilidade de infeccdo e migracdo de Toxocara

canis em tilapias, uma vez que a ingestdo de carne mal cozida ou crua destes



animais poderia servir como via de transmissao ao ser

consequentemente, o desenvolvimento da sindrome toxocariase.

15

humano e,
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RESUMO

Com objetivo de criar um modelo experimental e avaliar a viabilidade da infec¢éo e migracao
tecidual de Toxocara canis em peixes, foram utilizadas 49 tilapias (Oreochromis niloticus),
com peso aproximado de 100 a 150 g, obtidas de uma central de piscicultura. Dois grupos
foram formados para avaliacdo da infecgdo. O Grupo | (GI) composto por 35 animais
infectados oralmente, por gavagem, com 1000 ovos larvados de T. canis diluidos em 1,0 mL
de solucdo salina tamponada (PBS pH 7,0). O segundo grupo (GII) constituido por 14
animais, que receberam, pela mesma via, 1,0 mL de PBS, e serviram como controle. Os
peixes foram mantidos em caixas plésticas, com fluxo de &gua continuo, e alimentados com
racdo comercial para peixes duas vezes/dia. Nos dias 1, 2, 5, 10, 15, 30 e 60 pds-infeccao,
cinco animais do Gl e dois do Gl foram sacrificados, e amostras de figado, sistema nervoso
central, arcos branquiais, musculatura (filé) e o contetdo intestinal foram coletados e
submetidos ao processo de digestdo em acido cloridrico 0,5% e ao método de Baermann,
modificado, para recuperacdo das larvas. Ndo foram encontradas larvas de T. canis em
nenhum dos momentos deste experimento, porém no contetdo intestinal, foram encontrados

ovos larvados.

Palavras-chave: peixe; toxocariase; transmissao; migracao.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the ability of Toxocara canis to infect and migrate through the
tissues of experimentally infected fish. Forty-nine Nile tilapia (Oreochromis niloticus,
Linnaeus 1757) were evaluated. Two groups were formed for the assessment of
infection. Group | consisted of 35 animals infected by oral gavage with 1,000 T. canis-
embryonated eggs (IG). The second group contained 14 animals that received 1.0 ml PBS by
oral gavage and served as a control group (CG). To recover the larvae, 5 animals from IG and
two animals from CG were euthanised at 1, 2, 5, 10, 15, 30 and 60 days post-infection.
Samples of the liver, brain, gills, muscle and intestinal content were collected and subjected to
acid digestion and to the modified Baermann method. There were no T. canis larvae detected
at any time point during this experiment, but embryonated eggs were found in the intestinal
contents. Our findings suggest that tilapia could serve as a disseminating vehicle of Toxocara

spp. in aquatic environments.

Keywords: fish, toxocariasis, transmission, migration
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INTRODUCAO

A toxocariase € uma zoonose ocasionada pela ingestdo acidental de ovos embrionados
de nematddeos do género Toxocara, especialmente Toxocara canis, cujo hospedeiro
definitivo é o cdo, e de T. cati, que infecta felinos (ACHA; SZYFRES, 1986).

O solo € a principal via de transmissdo de T.canis, pois 0s ovos larvados podem ser
acidentalmente ingeridos pelos seres humanos, estes contem larvas de segundo estagio que
eclodem no intestino delgado, atingem a circulacdo pela via hepéatica e migram para 0s
diversos tecidos (DESPOMMIER, 2003).

Entretanto, estudos apresentam dados que evidenciam a infecgéo de seres humanos por
larvas do nematodeo, pela ingestdo de carne crua ou mal cozida de hospedeiros paraténicos,
como frango (NAGAKURA et al., 1989; MORIMATSU et al., 2006), pato (HOFFMEISTER
et al., 2007), coelhos (STURCHLER et al., 1990), ovinos (SALEM; SCHANTZ, 1992) e
bovinos (YOSHIKAWA et al, 2008; CHOI et al., 2012).

Nos hospedeiros paraténicos, ao eclodirem, as larvas do parasito atravessam a parede
do intestino delgado e ganham a circulacdo pela via hepatica, migrando por diversos 6rgaos
como figado, pulméo, coracdo, cérebro, onde permanecem quiescentes e encapsuladas, mas
sem completar seu ciclo (SCHANTZ, 1989).

Em seres humanos, a migracéo das larvas pode ocasionar a sindrome de larva migrans
visceral (LMV), ou toxocariase visceral (BEAVER et al., 1952), e nos olhos, origina a
sindrome de larva migrans ocular (LMO), ou forma ocular (ZINKHAM, 1978; MAGNAVAL
etal., 2001; ALTCHEH et al. 2003; AZAR, 2004).

Embora os ascarideos sejam considerados como parasitos de animais de sangue
quente, ndo ha registro de estudos em animais pecilotérmicos, como os peixes (PHAN et al.,
2011).

Recentemente, Park et al. (2011) relataram cinco casos de pacientes com cancer
gastrintestinal que possuiam metastases ao diagnostico por imagem (radiografia e ultrassom).
Ao exame histopatologico, porém, as metastases eram granulomas eosinofilicos provocados
por Toxocara spp. Os pacientes apresentaram titulos de anticorpos anti- T. canis pelo ELISA
e pelo Westernblotting. Os autores associaram como fator de risco para a infec¢do, 0 consumo
de figado cru de diversas espécies de animais, mas também aventou a hipdtese de consumo de

figado de peixe cru.
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A piscicultura de agua doce € a atividade que vem se mostrando mais promissora na
producdo de pescado, sendo a Tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1757) uma
das espécies mais cultivadas mundialmente (JORY et al., 2000).

O potencial aquicola da Tilapia-do-Nilo se deve a sua rusticidade, rapido crescimento,
habito alimentar onivoro, arragoamento facil e econdmico, resisténcia a baixas concentracoes
de oxigénio dissolvido, além de apresentar carne de sabor apreciado e com poucas espinhas
(KUBITZA, 2011).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a infec¢cdo por larvas de T.

canis em tildpias infectadas experimentalmente.

MATERIAL E METODOS

1. Animais

Utilizou-se 49 tilapias (Oreochromis niloticus), pesando entre 100 a 150 gramas,
provenientes do setor de Piscicultura da instituicdo de origem.

Foi estabelecido um periodo de aclimatacdo de 30 dias nos tanques. Os animais foram
alocados em trés tanques plasticos de 350 litros mantidos em ambiente controlado com
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo e temperatura de 25+5°C.

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam racdo peletizada

comercial para peixes, com fluxo de 4gua aberto sob aeracéo constante.

2. Obtencédo de ovos de Toxocara canis

Fémeas adultas de T. canis foram obtidas de filhotes de cées infectados naturalmente,
mantidos no Canil da institui¢do de origem.

Para obtencéo dos ovos do parasito, foi sequido o procedimento descrito por Pecinali
et al. (2005), com algumas modificacdes. As fémeas adultas (Ls) do nematddeo foram lavadas
com solucéo fisiologica, para retirada de material fecal, e histerectomizadas, com ajuda de
estereomicroscopio, em sua porcao uterina. Os ovos foram dispostos em solucéo de formalina
2%, por 28 dias, em ambiente controlado de temperatura (37° C), estufa com demanda
bioquimica de oxigénio-BOD (Quimis®), ambiente para embrionamento e desenvolvimento
larval.

Apos este periodo, o material foi lavado em solucdo fisioldgica, por centrifugacdo a
2.000 r.p.m. durante trés minutos.
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Aliquotas de 1000 ovos foram contadas em cdmara de Neubauer e diluidas em 1,0 mL

de solucéo salina tamponada (PBS pH 7,2), para realizacdo da infec¢do experimental.

3. Grupos Experimentais

Os peixes foram sorteados aleatoriamente para formagéo de 2 grupos experimentais:

Grupo I: 35 peixes infectados com 1.000 ovos larvados de T. canis. O grupo foi
distribuido em dois subgrupos (18 e 17 animais), para adequacdo da densidade populacional
nas caixas plasticas.

Grupo I1: 14 tildpias serviram como grupo néo infectado (Controle).

4. Infeccdo dos Animais

Antes da infeccdo, os animais foram submetidos individualmente a anestesia, em um
recipiente de 10 litros de agua contendo solugdo anestésica (40mg de benzocaina; 5 mL &lcool
etilico 70% por litro d'dgua) (ROSS; ROSS, 1999) Os animais foram considerados
anestesiados quando da reducéo da atividade natatoria.

Para assegurar o sucesso do procedimento de administracdo do inoculo, foi realizada a
administracdo da solucéo de azul de metileno 0,001%, a fim de observar a impregnagéo do
conteudo estomacal pelo corante.

A dose adotada para infecgéo no estudo foi de 1.000 ovos larvados de T. canis, uma
vez que é a quantidade mais empregada na infec¢cdo de murinos, considerados o modelo
experimental para avaliacdo da migracio de larvas do parasito (BARDON et al., 1994;
CHIEFFI, 1984).

Para avaliagdo da infectividade dos ovos foi realizado um bioensaio em camundongos
com uma aliquota unica de 1000 ovos (TAIRA et al., 2003), onde foi observada a presenca de
larvas no figado dos animais apos 48 horas de infeccgéo.

Para a infeccdo das tilapias, foi adotado, com pequenas modificacfes, 0 procedimento
descrito por Pecinali et al. (2005) onde os animais receberam oralmente, com auxilio de
agulha de gavagem. Para evitar o regurgitamento do indculo, as tilapias permaneceram sob
jejum prévio de 12 horas. Logo apds a infeccdo, os animais eram alimentados.

O grupo controle recebeu, pela mesma via, 1,0 mL de PBS (7,2), por gavagem.
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5.Colheita das Amostras

Apos a infeccdo (dia 0), cinco animais do Gl e dois do GlI foram eutanasiados em 24,
48 horas e 5, 10, 15, 30 e 60 dias apos a infeccéo.

Para sacrificio dos animais, foi seguido 0 mesmo protocolo anestesico para infeccao,
até a auséncia de movimentos respiratérios.

Amostras de figado, SNC, arcos branquiais, musculatura lateral esquerda e o contetdo
intestinal foram obtidas dos animais e colocadas individualmente em frasco estéril e mantidas

sob refrigeracdo até o processamento.

6. Processamento das Amostras

O SNC e fragmentos de figado, arcos branquiais, e musculatura lateral (1,0cm?) foram
submetidos as técnicas de Baermann, modificada (RUGAI et al., 1954), e ao processo de
digestdo &cida descrita por Wang e Luo (1998).

Na técnica de Baermann, as amostras permaneceram em sistema de overnight em
temperatura ambiente. No processo de digestéo, os tecidos permaneceram sob agitacdo por 12
horas em estufa incubadora a 37° C, em solucéo de acido cloridrico e pepsina (pepsina, 5g;
HCI 37%, 10 mL em 1000mL de agua destilada). Apos incubacéo, o material foi centrifugado
a 1.500 r.p.m. durante 2 minutos.

Trés aliquotas de 25,0 puL do sedimento obtido em ambas as técnicas foram analisadas
em microscopia otica (40X e 10X), entre lamina e laminula de 22X22 mm, para pesquisa de
larvas de T. canis.

Para analise do intestino, foi realizada a raspagem da parede intestinal, cujo conteido

foi analisado pela técnica de Baermann.

Aspectos Eticos
Os protocolos experimentais contidos no projeto de pesquisa foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da institui¢do de origem n° 900.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na falta de dados na literatura consultada, este é o primeiro estudo a respeito
toxocariase em peixes infectados experimentalmente. De acordo com nossos resultados,
houve falta de evidéncia da migracdo de T. canis nos peixes infectados experimentalmente.
Entretanto, autores tém avaliado o consumo de carne de peixe cru como um fator de risco para
a toxocariase (PARK et al., 2011).

Adotamos a tilapia do Nilo como o modelo experimental para avaliar uma possivel
migracdo de larvas de T. canis, uma vez que é uma das espécies mais cultivadas e
amplamente consumidas ao redor do mundo. Além disso, atividades de recreacdo incluindo a
pesca desportiva sdo populares em diversos paises. No Brasil, ha a criacdo de peixes em
tanques, onde geralmente a tilapia do Nilo é criada para ser capturada em “pesque-pague”,
onde apos a pesca, o filé de tilapia é imediatamente cortado em filetes para ser servido cru
(Sashimi).

A tilapia também tem sido considerada reservatorio potencial para doencas zoonoticas,
causadas por protozoarios comuns aos animais de estimacdo humanos (cées e gatos) como a
giardiase. Recentemente no Egito, foi realizado um estudo para avaliar a presenca de Giardia
duodenalis em peixes, cuja prevaléncia do genotipo zoonotico A correspondeu a 2,1% em
cultura de Tilapia nilotica (Ghoneim et al., 2012). Anteriormente, na Australia, Yang et al.
(2010) verificaram a presenca de trofozoitos e cistos de G. duodenalis no intestino de peixes
selvagens de agua doce e salgada. As andlises filogenéticas indicaram a presenca de quatro
genotipos zoonoticos, incluindo os grupos A e B.

Em nosso estudo, algumas medidas foram adotadas para reduzir uma possivel falha na
infeccdo. Em primeiro lugar, foi realizado um bioensaio em camundongos para avaliar a
infectividade dos ovos de T. canis (Taira et al., 2003), uma vez que 0S murinos Sao
considerados como o melhor modelo para estudar o comportamento migratdrio de Toxocara
spp. (Bardon et al., 1994). O nimero médio de larvas recuperadas do figado de peixes
infectados no nosso estudo correspondeu a 95, que foi maior do que as 88 larvas recuperadas
por Cardillo et al. (2009) e menor do que as 168 observadas por Dunsmore et al. (1983) a
partir do figado de camundongos infectados oralmente com 1000 ovos embrionados de T.
canis e T. cati, respectivamente, e avaliada 48 h apds a infeccéo.

O numero de ovos larvados utilizados para a infeccdo neste estudo foi de 1000. Esta
quantidade de ovos, bem como as técnicas utilizadas para a recuperacdo de larvas tém sido

amplamente utilizadas no estudo experimental sobre toxocariase em murinos (Abo-Shehada et
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al, 1984;. Bardon et al, 1994;. Xi, Jin, 1998; Reiterova et al, 2003;. Cho et al, 2007). Além
disso, além disso foi administrada aos peixes uma dose de solugdo corante de azul de metileno
antes da infeccdo, a fim de verificar o sucesso da deposicdo oro-gastrica do indculo.
Coincidentemente, este procedimento foi adotado por Tysnes et al. (2012), com a mesma
finalidade, em um estudo experimental em peixe-zebra (Danio rerio) modelo utilizado para
infeccdo por G. duodenalis.

Embora nenhuma larva foi recuperada dos tecidos avaliados, observou-se a presenca
de ovos no conteddo intestinal 24 e 48 h apds a infeccdo. No entanto, nenhuma tentativa foi
feita a fim de avaliar a presenca de ovos na &gua, nem para a infectividade de ovos
recuperados a partir do intestino de peixes.

Levando em consideracdo que cées e gatos podem viver nas proximidades de fazendas
de peixes e suas excretas podem contaminar os lagos (Lima dos Santos e Howgate, 2011), e
que a tilapia se comporta como um filtro de alimentos (feed-filter), uma vez que elas podem
colher eficientemente o material organico da agua ( Popma e Masser, 2012), nossos resultados
preliminares sugerem a possibilidade de que a tilapia poderia servir como um vetor de
veiculacdo de Toxocara spp. em ambientes aquaticos.

Embora nédo tenha sido estudado o contetdo estomacal das tilapias, provavelmente a
acdo do &cido cloridrico do estdbmago dos animais ndo fosse eficiente para que ocorresse 0
processo de digestdo da membrana dos ovos de T. canis, fazendo com que estes fossem
eliminados integralmente com as fezes. O pH do estdmago da tilapia é acido (pH=1,25 a 2,0),
segundo Kubitza (2011), em cées que € ligeiramente inferior a 1,8 + 0.07 (LUI et al. 1986).
Contudo, varios fatores, especialmente o tipo de alimento e o estresse, podem modificar o pH
estomacal das tilapias.

Segundo Despommier (2003), alguns invertebrados, como a minhoca, podem
transportar ovos embrionados de T. canis. De acordo com o presente estudo, 0 peixe, mesmo
nédo sendo um invertebrado, parece se comportar como um carreador mecanico de ovos.

Embora ndo haja infec¢do de til&pias por T. canis, de acordo com os dados do presente
estudo, experimentos para elucidar o comportamento de larvas de Toxocara spp. em outras
espécies de peixes serdo possiveis com 0 modelo apresentado.

A utilizacdo de tildpia como modelo experimental proporciona facilidade de manuseio.
Além disso, a manutengdo de peixes em tanques permite o controle de temperatura da agua, a
quantidade de alimento consumido, além da observacdo didria dos animais. O modelo

utilizado no presente estudo foi inovador, permitindo sua repetibilidade com baixo custo.
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Considerou-se que, apesar das limitacfes, o modelo utilizado neste estudo preliminar é
util e pode ser melhorado de modo a avaliar o potencial de outras espécies de peixe como

reservatorio potencial de Toxocara spp. e outros parasitas em estudos futuros.
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ANEXO

Ovos larvados de Toxocara canis recuperados do conteltdo intestinal de Tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus 1757) infectada experimentalmente por T.

canis.
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