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RESUMO

No presente trabalho, abordamos um estudo sobre a toxocariase, que € uma zoonose
negligenciada causada por larvas de Toxocara spp. (T. canis e T. cati). A prevaléncia é maior
em regides tropicais e também entre populagdes de baixa renda. Estudos experimentais tém
demonstrado a ocorréncia de transmissdo vertical. Em humanos, existem poucos dados
publicados sobre a transmissao vertical de Toxocara spp. e sobre a cinética da infeccdo; além
disso, a associagdo com atopia e asma tem gerado dados controversos. Dessa forma, um
estudo de coorte representa 0 melhor modelo para estudar essas questdes. Objetivo:
Determinar a frequéncia da soropositividade da infeccdo por Toxocara spp. em maes
gravidas, nos corddes umbilicais e em criangas, desde seu nascimento até 60 meses de idade.
Investiga-se a possibilidade de transmissdo vertical e a existéncia da associacdo dessa
parasitose com asma e atopia em criancas de cinco anos, de um estudo do coorte feito em
Quininde-Equador. Metodologia: A populacdo foi composta por 290 mées pareadas com
seus cordBes umbilicais e 290 criancas, de 7 a 60 meses de idade. Um questionario
epidemioldgico foi realizado em cada idade e as amostras de sangue foram coletadas nas
diferentes idades. A asma foi determinada através de sibilo nos ultimos 12 meses. A atopia foi
determinada atraves de teste de punctura cutaneo com diferentes alérgenos. A soroprevaléncia
de Toxocara spp. foi determinada mediante ELISA indireto para detectar IgG anti- Toxocara
spp. e a analise da cronicidade da infeccdo foi feita pela deteccdo de 1gG de avidez, utilizando
para ambos ensaios antigeno excretor-secretor da fase larval de Toxocara canis. O ponto de
corte do ensaio obtido foi de DO de 0,273. Resultados: A soroprevaléncia em mulheres
gravidas foi de 80,7% e do sangue de corddo umbilical 84,1%; nas criancas aos 7 meses foi de
0,0%; aos 13 meses, foi de 9,3%; aos 24 meses, de 48,4%; aos 36 meses, foi de 64,9%; e aos
60 meses, foi de 80,9 %; a infecgdo por Toxocara spp. em todos os grupos estudados foi
cronica. A andlise da incidéncia da soropositividade nas criangas por periodo do ano, houve
maior incidéncia aos 2 anos de idade (36,2%). O indice de eosinofilia acima de 5% foi
positivamente associado a soropositividade para Toxocara spp.; a prevaléncia de sibilo nas
criangas de 60 meses foi de 19,1%; rinite foi de 17,4%; atopia a &caro foi de 13,1; e atopia a
qualquer alérgeno 21,2%. N&o foi encontrado associa¢do entre asma e a soropositividade para
IgG anti-Toxocara spp. nas criangas. O Unico fator de risco associado a soropositividade para
Toxocara spp. nas mdes foi moradia em area rural. Enquanto que nas criangas, a Soro
positividade estava associada com presenca de cdes em domicilio (OR = 5,14; IC 95% 1,13 —
23,45); com sexo masculino (OR = 1,68; IC 95% = 0,98 — 2,88); e presenca de gato em
domicilio (OR = 2,22; IC 95 % = 1,27 — 3,90). A soropositividade para Toxocara spp. foi
associada positivamente com o0s niveis elevados de eosindfilos. Conclusdo: A
soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxocara spp. has mées é alta e as criangas comegam
a se infectar cedo e vai aumentando com a idade. A infeccédo é cronica. A incidéncia maior foi
aos dois anos de idade. Nas mdes morar em zona rural foi fator de protecédo para a
soropositividade para Toxocara spp. O principal fator de risco de soropositividade para
Toxocara spp. nas criangas do estudo foi a presenca de cées e de gato em casa. Esses fatores
foram encontrados nos primeiros anos de vida da crianca, porém nas idades maiores ndo se
encontrou esta associacdo. Provavelmente seja porque 0s anticorpos persistem nas outras
idades ou ocorram reinfeccdo frequente.

Palavras-chave: Asma. Fatores de risco. Incidéncia. Soroprevaléncia. Toxocara



ABSTRACT

In the present work, we present a study on toxocariasis, which is a neglected zoonosis caused
by Toxocara spp. larvae. The prevalence is higher in tropical regions and among low-income
populations. Experimental studies have demonstrated the occurrence of vertical transmission.
In humans, there are few published data on the vertical transmission of Toxocara spp. and on
the kinetics of infection; In addition, the association with atopy and asthma has generated
controversial data. Thus, a cohort study represents the best model for studying these issues.
Objective: To determine the frequency of seropositivity of Toxocara spp. In pregnant
mothers and children, from birth to 60 months of age. There is a possibility of vertical
transmission and the existence of the association of this infection with asthma and atopy five
years oldin children of five years, from a cohort study made in Quinindé-Ecuador.
Methodology: The population was composed of 290 mothers and 290 children, from 0 to 60
months of age. An epidemiological questionnaire was performed for the mothers and for each
age period of the children; blood samples were collected at the different age groups. Asthma
was determined by wheezing in the last 12 months. Atopy was determined by skin prick test
with different allergens. The Toxocara spp. seroprevalence was determined by indirect
ELISA. The chronicity of the infection was estimated by a IgG avidity ELISA, using
excretory-secretory antigen of the larval phase of Toxocara canis. The assay cut-off was OD
of 0.273. Results: The anti-Toxocara spp. 1gG seroprevalence in pregnant women was 80.7%;
in umbilical cord blood was 84.1%; at 7 month it was, zero %; at 13 months, it was 9.3%; at
24 months, it was 48.4%; at 36 months, it was 64.9%; and at 60 months, it was 80.9%. The
Toxocara spp. infection all studied groups was chronic. There was a greater incidence at two
years of 36, 2%. Eosinophil indices above 5%was associated with Toxocara spp
seropositivity. The prevalence of wheezing among children aged 60 months was 19.1%;
Rhinitis was 17.4%; Atopy to mite was 13.1; and atopy to any allergen was 21.2%. No
association was found between asthma markers and Toxocara spp. seropositivity the risk
factors associated with Toxocara spp. was presence of dogs and cats at home (OR = 2.22,
95% CI = 1.27-3.90). Toxocara seropositivity was positively associated with elevated levels
of blood eosinophils. Conclusion: the seroprevalence of anti-Toxocara spp. 1gG was high in
the mothers and the children started to get infected early and it increased with age. The
infection was chronic in all studied groups. The highest incidence of Toxocara spp.
seropositivity was at two years of age, Mothers living in rural areas were protected against
being seropositive. The main risk factor for the children in the study was the presence of dogs
and cats at home. These factors were found in the first years of the child's life, in the older
ages we did not find this association. It is probably because the antibodies persist in the other
ages or there are recurrent infection.

Keywords: Asthma. Incidence. Risk factors. Seroprevalence. Toxocara
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1.0 INTRODUGAO

A toxocariase € uma zoonose cosmopolita comum e negligenciada, mais frequente
encontrada em paises em desenvolvimento. Essa zoonose € causada por nematodeos
intestinais do género Toxocara, helmintos que habitam o intestino delgado dos hospedeiros
definitivos, como por exemplo, cdes (Toxocara canis) e gatos (Toxocara cati) entre outros
(RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010). Nos hospedeiros definitivos, existem trés vias de
transmissdo: 1) por via transmamaria; 2) por ingestdo direta de ovos presentes no solo; e 3)
por via transplacentaria. Em canideos as larvas destes parasitos podem permanecer em estado
dormente nas fémeas, sendo reativadas durante a gestacdo, migrando através da placenta e
infectando os filhotes antes do nascimento (SCHNIEDER; LAABS; WELZ, 2011).

Os seres humanos séo hospedeiros paraténicos, e se infectam pela ingestdo acidental
dos ovos embrionados de Toxocara spp., eliminados pelos hospedeiros definitivos no solo,
contaminando o ambiente e os alimentos ou pelo contato com pelos de animais (CONG, WEI
et al., 2014; DUTRA et al., 2013). O grande nimero de ovos excretados e a capacidade de
resistir a condi¢fes ambientais favoravel, como temperatura e umidade, podem influenciar nas
altas prevaléncias reportadas em seres humanos (MANINI et al., 2012). O parasito ndo se
desenvolve completamente no ser humano e as larvas migram por 6rgaos e sistemas por
meses, e até mesmo anos, causando reacdes inflamatorias sistémicas ou locais de acordo com
o local afetado (DESPOMMIER, 2003; ROLDAN et al., 2010). As principais manifestacoes
clinicas sdo: Larva Migrans Visceral (LMV), Larva Migrans Ocular (LMO),
Meningoencefalite Eosinofilica (EME), neurotoxocariase e toxocariase oculta ou encoberta
(infeccdo assintomatica) (CHEN et al., 2012; MACPHERSON, 2013). Apesar de a infeccao
vertical de Toxocara spp. ter sido descrita em animais experimentais (AVILA et al., 2009),
esta forma de transmissao ndo tem sido descrita, exceto por um caso reportado de toxocariase
ocular congénita em humanos (MAFFRAND et al., 2006).

Estudos epidemiolégicos mostram que a toxocariase tem uma distribuicdo mundial,
pode ser encontrada em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. E é mais prevalente em
paises com clima tropical e subtropical, tanto na populagdo urbana quanto na rural. Pode
afetar todas as idades e qualquer género, sendo mais prevalentes nas criangas menores de 10
anos. Isto se deve ao fato delas brincarem em areas contaminadas pelos animais de estimacao
como cées e gatos, como por exemplo, em pragas publicas, pela falta de higiene adequada e

maior contato com animais parasitados. Alguns estudos sorolégicos sobre prevaléncia de



Toxocara spp. em criangas mostraram taxas em torno de 50% (FIGUEIREDO, S. D. P et al.,
2005; MENDONCGCA et al., 2012; SILVA et al., 2016), enquanto em adultos a taxa de
prevaléncia varia de 8,7% a 65,0 % (NEGRI et al., 2013; ROLDAN et al., 2009; SOUZA et
al., 2011). Os fatores de risco para a toxocariase podem variar de acordo com a localidade do
estudo, eficiéncia do controle da populagéo canina e felina, condi¢des socioecondmicas, idade
e género do hospedeiro humano (OVERGAAUW; VAN KNAPEN, 2013; STRUBE;
HEUER; JANECEK, 2013).

A infeccdo causada pelo Toxocara spp. pode se desenvolver de forma cronica e
assintomatica, sendo o teste de ELISA indireto o principal diagnostico utilizado. Essa técnica
ndo discrimina se uma infecgdo é recente ou tardia, mas tal limitacdo pode ser superada
através da determinacdo de avidez de anticorpos, sendo observado, em casos cronicos, uma
alta avidez de ligacdo da imunoglobulina G (IgG) ao antigeno, enquanto a baixa avidez €
observada em infecgdes agudas (DZIEMIAN et al., 2008).

A relacdo entre helmintos, atopia e asma, € uma questdo controversa, especialmente
em ambientes tropicais, onde ambas as condi¢fes sdo comuns. As doencas compartilham os
mecanismos de imunidade, tais como IgE e eosindfilos. Pesquisas vém demonstrando que
criangas infectadas com Toxocara apresentam elevados niveis de IgE especificos para o
parasita e aeroalérgenos, com elevadas taxas de eosinofilia e hiperreatividade das vias aéreas,
desencadeando sintomas clinicos de quadro de infecces respiratdrias como asma, rinite
alérgica e atopia (PINELLI, ELENA et al., 2007).

Este trabalho teve os seguintes objetivos: investigar a prevaléncia de anticorpos 19G
anti-Toxocara spp. em mdes e criangas desde seu nascimento até os 5 anos; avaliar uma
possivel transmissdo vertical; investigar a cinética de soropositividade para Toxocara spp. ao
longo do tempo em um grupo de criancas e investigar possiveis associacfes da
soropositividade por Toxocara spp. com marcadores de atopia e asma em uma populacédo de

Quinindé, Equador.



2.0 REVISAO DE LITERATURA

Toxocariase € uma doenca parasitaria causada pela infeccdo do hospedeiro por
parasitos do género Toxocara (principalmente T. canis, cujo hospedeiro definitivo é o céo, e
T. cati, parasito de gatos (CARVALHO; ROCHA, 2011). As infeccBes causadas por T. canis
ocorrem com maior frequéncia se comparadas com o T. cati. Esse ascarideo, em estado
adulto, habita o intestino delgado do cdo e do gato onde as fémeas do parasito liberam grande
quantidade de ovos, e que sdo eliminados com as fezes. A contaminacdo em humanos ocorre
guando os ovos larvados sdo ingeridos acidentalmente. Sendo o homem um hospedeiro
paraténico, o parasito ndo completa seu ciclo, e em sua forma larvéria pode migrar por meses
a anos por diversos 6rgdos e pelos sistemas, ocasionando reacfes inflamatdrias locais e
sistémicas (DESPOMMIER, 2003; STRUBE; HEUER; JANECEK, 2013)

2.1 Caracteristicas do Toxocara spp. e morfologia

O género Toxocara pertence a classe Nematoda, familia Ascarididae e &€ composto por
mais de 30; as duas espécies mais comuns e prevalentes, sdo o T. canis e T. catis (HUAPAYA
H et al., 2009; NOH et al., 2012). O desenvolvimento do parasito completa no intestino
delgado do hospedeiro definitivo e se apresenta nas seguintes formas evolutivas: ovos ndo
embrionados, ovos embrionados, larvas no primeiro, segundo, terceiro, e quarto estagios;
além de vermes adultos, macho e fémea. O verme adulto macho mede de 4 cm a 10 cm de
comprimento e o verme fémea de 6 cm a 18 cm. A fémea sobrevive de quatro a cinco meses
aproximadamente, fazendo a postura de 25 mil a 200 mil ovos por dia, que sdo eliminados nas
fezes de cées e gatos infectados (STRUBE; HEUER; JANECEK, 2013).

O ovo é eliminado sob a forma ndo embrionada. O periodo de embrionamento é de
quatro a seis semanas aproximadamente, em ambiente adequado (qualidade do solo,
temperatura e umidade da terra), tornando-se infectantes (BERROCAL, 1980; KROTEN et
al., 2016).



2.1.1 Ciclo de vida do Toxocara canis nos animais

O ciclo de vida desse parasito nos cdes se apresenta da seguinte forma: os ovos
embrionados contendo a larva em estagio L3 que se encontram no ambiente sdo ingeridos por
hospedeiros definitivos. Quando os ovos ingressam ao intestino, eclodem e liberam as larvas,
as quais penetram na mucosa do intestino delgado. Elas entram na circulagdo sanguinea e véao
migrando por diferentes 6rgdos como pulmao, onde ocorre a mudanca da fase L3 paraa L4. A
L4 é deglutida e volta ao intestino no qual se transforma em verme adulto. Apos a copula, a
fémea elimina os ovos que sdo excretados pelas fezes e contaminam o ambiente.

Outra forma comum de transmissdo entre canideos, sdo pelas larvas que ficaram
encistadas nos tecidos e que sdo reativadas pelos horménios da gravidez no ultimo trimestre
da prenhes das cadelas, que infectam as suas crias através da placenta. As larvas migram
também para as glandulas mamaérias pela corrente sanguinea e os cdes recém-nascidos ao
amamentar podem se infectar pelo leite da mae com larvas no estagio L3 (LEE, A. C. Y. et
al., 2010).

2.1.2 Ciclo de vida do parasito no homem

O ser humano ingere de forma acidental os ovos embrionados presentes no solo e em
aguas contaminadas, sendo um hospedeiro paraténico. A contaminacao ocorre, porém, com
menor frequéncia em alimentos contaminados com ovos embrionados ou pela ingestdo de
larvas contidas em carnes malcozidas de outros hospedeiros intermediarios (como o coelho,
porco ou frango) (CHOI et al., 2012).

O ciclo biologico do parasito ndo se completa, isso acontece porque, no ser humano,
ndo é capaz de chegar até a fase de verme adulto. Quando o ser humano ingerem 0s ovos
embrionados, o pH acido do estdbmago mais o pH alcalino do duodeno promove a eclosao dos
ovos e liberacdo das larvas no intestino delgado, que migram para o figado e pulmdes, mas
ndo alcangam o intestino e ndo chegam a etapa adulta. Ao invés disso, as larvas migram
através do corpo, e vao invadindo varios érgdos e sistemas, tais como figado, pulmdes, olhos
e cérebro, embora, apos a infeccdo, parte das larvas acabem morrendo. Dependendo do 6rgéo
afetado, as larvas podem permanecer encapsuladas em estado latente, sobrevivendo meses ou

anos, ou pelo o resto da vida, ocasionando reacfes inflamatorias associadas com eosinofilia,
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hemorragia, necroses, e formagdo de granulomas (ARCHELLI; KOZUBSKY, 2008;
BERROCAL, 1980).

A maioria das pessoas infectadas sdo assintomaticas, entretanto a infec¢do pode levar
a enfermidade denominada Larva Migrans Visceral (VLM), sendo essa doenca mais frequente
em criangas menores de cinco anos. Reconhecem-se geralmente quatro tipos de sindromes
associadas a infecgdo pelo Toxocara spp. que afeta 0 homem: Sindrome de Larva Migrans
Visceral (SLV), Sindrome de Larva Migrans Ocular (SLO), a neurotoxocariase e a
toxocariase assintomatica (FINSTERER; AUER, 2013; PAUL et al., 2009).

Figura 1. Ciclo de vida de T. canis nos hospedeiros definitivos e hospedeiros paraténicos.
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Figura 1 — Ciclo de vida de T. canis: O Toxocara canis completa o seu ciclo de vida nos cées, 0s seres
humanos sdo hospedeiros acidentais. 1) Ovos ndo embrionados sdo liberados nas fezes do hospedeiro definitivo;
2) Estes tornam-se embrionados e infectantes no ambiente; 3) Segue a ingestdo dos ovos por outros caes; 4) Os
ovos embrionados, eclodem no intestino e penetram pelo epitélio intestinal do animal; 5) Estagios encistados séo
reativados em cadelas durante a fase final da gestagdo e infectam os filhotes por via transplacentaria ou mamaéria;
6) Os filhotes sdo a maior fonte de contaminacdo ambiental por ovos de Toxocara canis; 7) A infec¢do também
pode ocorrer devido a ingestdo de carne de outros hospedeiros paraténicos, como pequenos mamiferos (ex:
coelho) infectados com ovos de T. canis e 0s ovos eclodem liberando as larvas que atravessam a parede intestinal
e migram para diversos tecidos, onde serdo encistados.; 8) O ciclo torna-se completo quando os cées, ingerem
esses hospedeiros acidentais, se infectam e desenvolvem os vermes adultos que passam a fazer oviposi¢do no
intestino.;9) Os humanos sdo hospedeiros acidentais, que podem se infectar através da ingestdo de ovos
infectantes presente no solo, ou através da ingestdo de carne de outro mamifero infectado.;10) Depois da
ingestdo, os ovos eclodem e as larvas penetram na parede intestinal e alcancam a circulacdo migrando para uma
variedade de tecidos (figado, coracdo, pulméo, cérebro, olhos); 11) As larvas podem causar reagoes inflamatorias
graves nos sitios de infeccdo. As duas principais manifestagdes da toxocariase humana séo a larva migrans
visceral e a larva migrans ocular. O diagnostico é realizado através da sorologia ou por identificacdo das larvas
em biopsia ou autopsia. Fonte: CDC (Centers for Disease Control and Prevention)



2.1.3 Antigenos de Toxocara canis excretados e secretados pelas larvas (Ag TES)

Durante o processo de migracao pelos tecidos, as larvas de Toxocara canis em estagio
3 permanecem metabolicamente ativas excretando e secretando produtos antigénicos (Ag
TES), causando inflamagdo nos tecidos e reagBes alérgicas. A producdo do Ag TES
experimentalmente foi demostrado inicialmente por DE SAVIGNY e colaboradores (DE
SAVIGNY, 1975).

Os antigenos excretdrios e secretérios (TES) sdo compostos por uma mistura de
moléculas antigénicas glicosiladas complexas, tal como mucinas (MUC) e lectinas (CTL), que
interagem com o sistema imune do hospedeiro. As larvas eliminam a cuticula rica em mucinas
guando elas tém contato com o anticorpo e com as células que atuam na defesa do hospedeiro.
Essas moléculas sdo reconhecidas como estranhas no corpo do ser humano e sdo capazes de

desencadear uma resposta imune (MAIZELS, 2013).

2.2 Resposta imune ao Toxocara spp.

A resposta imune desencadeada pelo contato do Toxocara spp. com o hospedeiro varia
de acordo com os 6rgdos e tecidos afetados. Nos pulmdes, a resposta inflamatoria é constante
por Varios meses; ja em tecidos como cérebro e musculos, a resposta € menor, onde as larvas
podem ficar em estado de hipobiose. Na fase inicial da infecgdo ocorre uma resposta
imunoldgica inata, caracterizada por alto nivel de eosinofilos, e um aumento especifico no
namero de neutréfilos, basofilos e mondcitos no sangue (CAMILLO et al., 2014). Quando as
larvas de Toxocara infectam o hospedeiro, elas sdo atacadas por células polimorfonucleares
como eosinofilos, neutréfilos, basofilos e macrofagos (NAGY et al., 2012).

A larva de T. canis tem como caracteristica sobreviver por longos periodos e continuar
a migracdo pelos tecidos. Isso acontece porque a larva contém uma capa externa rica em
glicoproteinas chamada cuticula. Essa cuticula vai ser trocada periodicamente, liberando
moléculas na circulacdo sanguinea, com capacidade imunomodulatdrias, que promovem a
evasao da resposta imune, dificultando as respostas celular e humoral do hospedeiro por
alteracdo da variacdo antigénica, proporcionando um ambiente propicio para o parasito
sobreviver por longos periodos (LOUKAS et al., 2000; PAGE et al., 1992).

Pesquisas mostram que em modelos animais 0s antigenos excretorios e secretérios do

Toxocara spp. estimulam uma resposta adaptativa de tipo Th2; também existe um aumento de
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IFN-y circulante no plasma o que é carateristico de resposta Thl. O IFN- y reage com células
B, T, NK e macréfagos, e € um mediador chave das respostas imunes mediadas por células
(PECINALLI et al., 2005), e ocasionam aumento dos linfécitos CD4* e CD8". Os antigenos
TES recrutam macrofagos alternativamente ativados e eosindfilos, e promove o
desenvolvimento da resposta imunolégica de tipo Th2 modificada com aumento das citocinas
IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10 (MAIZELS, 2013).

O aumento de IL-4 vai estimular a proliferacdo e desenvolvimento das células B, com
a troca de isotipo de IgM para IgE e producdo de anticorpos especificos IgG anti-Toxocara
spp. e anticorpos inespecificos (CARVALHO; ROCHA, 2011). O aumento da IL-4 também
contribui para a estimulacdo de mastdcitos, o que aumenta a resposta inflamatdria quando eles
se degranulam. De maneira semelhante, esse aumento induz os macrofagos a produzirem IL-1
0 que também vai estimular células B e uma resposta Th2.

Adicionalmente, o aumento de IL-5 estimula a producgdo de eosindfilos, aumentando
sua quantidade tanto nos tecidos como na corrente sanguinea. Quando a larva de T. canis
persiste por longos periodos nos tecidos, ela vai amplificar o processo inflamatério, na
tentativa de combater a infeccdo com a producédo de citocinas tais como IFN- y IL-13, IL-5,
IL-6, podendo levar a formacdo de granulomas eosindéfilicos. (NAGY et al., 2012).

Quando os processos pré-inflamatorios sdo ativados, em contrapartida, o processo de
regulacdo também € ativado, ocorrendo proliferacdo de células T regulatdrias (Treg) que
tentam manter a homeostase através também da producdo de IL-10 (ARANZAMENDI;
SOFRONIC-MILOSAVLIEVIC; PINELLI, 2013; TORINA et al., 2005).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria imunossupressora que tem a funcao de inibir
a formagéo de granulomas contra o parasito. Esta citocina regula a inflamacéo e a fibrose
evitando a formacéo de fibrose eosinofilica; isso acontece porque a IL-10 atua diretamente no
fibroblasto diminuindo a producéo de colageno. Esse mecanismo de controle evita a resposta

imune exacerbada quando o Toxocara esta circulando pelo organismo (NAGY et al., 2012).

2.3 Epidemiologia e fatores de risco para infegdo por Toxocara spp.

Toxocariase € uma zoonose cosmopolita e ocorre com maior frequéncia em paises de

regides tropicais e subtropicais da América, Africa e Asia (Figura 2), que sdo considerados



paises endémicos, dada uma estreita interacdo entre 0 homem, com 0s animais de estimacéo,
tal como os cées e gatos (DESPOMMIER, 2003).

Figura 2 — Distribuicdo global da toxocariase — Regifes de clima quente e temperado sdo as mais
prevalentes, como os continentes América Latina, Africa e Asia.
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Fonte: (Delgado, 2009)

Os niveis de soroprevaléncia de Toxocara canis sao maiores em paises de regides
tropicais e entre populacGes de baixa renda e higiene escassos (MANINI et al., 2012; SOUZA
et al., 2011). Essa doenca afeta todas as idades e ambos sexos, sendo mais prevalentes em
criancas na idade escolar (MENDONCA et al., 2013).

A idade é um fator de risco importante. Em um estudo com criancas de 5 a 7 anos de
idade no estado de Harnett, Carolina do Norte, EUA, a prevaléncia foi de 23,1%, sendo mais
comum nas zonas rurais (WORLEY et al., 1984). Outros fatores de risco que estdo



associados a soroprevaléncia de Toxocara spp. sdo baixa renda, local de moradia (zona rural
ou urbana) e o sexo masculino (ESPINOZA et al., 2010).

Estudos epidemiologicos reportam que a soropositividade para o Toxocara spp. varia
de acordo com as carateristicas socioecondmicas de cada pais e a regido na qual moram,
encontrando-se prevaléncias de 2,4% na Dinamarca (STENSVOLD et al., 2009); 8,5% em
zonas urbanas e 4,6% em zonas rurais da Espanha (GARCIA, 1989); 1,6% na ltalia, na regio
de Marcas, em areas urbanas e rurais (HABLUETZEL et al., 2003); 83% no Caribe
(THOMPSON et al., 1986); e 86,75% na Micronésia, Republica das Ilhas Marshall (Taiwan)
(FU et al., 2014).

Os paises de América Latina demostram uma prevaléncia muito heterogénea, variando
desde 20% até 78%. No Peru, em dois estudos diferentes realizados em zona urbana e rural, a
prevaléncia variou de 20,46% (area urbana) a 35,66% (area rural) (ESPINOZA et al., 2010).
No Paraguai, um estudo feito em uma zona rural com criangas menores de 15 anos encontrou-
se uma prevaléncia de 78% (RIVAROLA et al.,2009). Na Venezuela, em uma comunidade
indigena, foi relatado 21,7% de soropositividade para Toxocara spp. (DIAZ-SUAREZ et al.,
2010). Em Cuba, num estudo com criancas, a prevaléncia foi de 38,8% (SARIEGO et al.,
2012). No México, em criangas de 2 a 16 anos, a prevaléncia encontrada foi de 22,2%
(ROMERO NUNEZ et al., 2013). No Equador, ha poucos estudos sobre a prevaléncia de
Toxocara spp., entretanto, um estudo feito com 180 criancas de idade de 5 a 10 anos, em um
hospital em Quito, a prevaléncia foi de 30% (TORRES; LOPEZ, 2004).

No Brasil existe também diversidade de prevaléncia: em Capela do Socorro, Séo
Paulo, em criangas menores de 14 anos, a prevaléncia foi de 54,8% (FIGUEIREDO, S. et al.,
2005). Em um estudo transversal, com 34 familias, feito no estado do Amazonas, a
prevaléncia foi de 52% (DAMIAN et al.,, 2007). Em uma zona rural de Séo Paulo, a
prevaléncia foi de 21,5% (PRESTES-CARNEIRO et al., 2008). Também no Parana, a
prevaléncia foi de 32,22% (CARVALHO; ROCHA, 2011). Em regibes periféricas de
Salvador, e em trés bairros diferentes de estudo foi encontrado 48,4%, 46 % e 65 %
(MENDONCA et al., 2013); (DATTOLI et al., 2011); (SOUZA et al., 2011),
respectivamente. Na regido metropolitana de Salvador, em areas semirrural e urbana foi
encontrada uma prevaléncia de 63,6% (SILVA et al., 2016).



2.4 Toxocariase na gestacéo

O Toxocara spp. pode afetar todas as idades. Pesquisas indicam que outro grupo
afetado pela infeccdo do Toxocara spp. € o das gestantes. Existem poucos estudos sobre a
ocorréncia do Toxocara spp. na gravidez, e a sua transmissdo vertical. Mulheres gestantes
infectadas pelo Toxocara spp. podem ter alterac@es tanto na saude reprodutiva quanto no
desenvolvimento imunoldgico da crianca. Existem poucos estudos relatados e a prevaléncia
de soropositividade em gestantes variando de 6,43% (SANTOS et al., 2015) a 33 %
(TAYLOR et al., 1996).

Estudos experimentais com modelos animais tém relatado a ocorréncia de transmisséo
vertical de larvas e anticorpos 1gG anti-Toxocara, sendo mais frequente em infeccdo aguda,
mas também com menos frequéncia em infeccdo crbnica. Lee e colaboradores utilizando
modelos experimentais com toxocariase aguda demostraram a ocorréncia de infeccdo
congénita, encontrando larvas deste parasita no Utero, placenta, fetos de camundongos (LEE,
K. T, 2015). Por outro lado, em um estudo feito em camundongos BALB/c fémeas e suas
proles durante infeccdo cronica, encontrou anticorpos IgG anti-Toxocara em suas proles,
confirmando a transmisséo vertical das larvas (SCHOENARDIE, E. et al., 2014).

O primeiro relato da infeccdo congénita em humanos foi feito na Argentina
(MAFFRAND et al., 2006). Nesse relato, foi diagnosticado retinopatia em um recém-nascido
prematuro, onde foi detectada uma imagem compativel com larva de Toxocara no exame de
fundo de olho. Além disso, foi detectado eosinofilia alta e a presenca de anticorpos IgG foi
negativa para o0 neonato e positiva para a mae. Existem indicios da possibilidade da passagem
de larvas do Toxocara spp. através da placenta, porém sdo necessarios mais estudos para

determinar qual o impacto da infeccdo humana na vida reprodutiva.

2.5 Diagnosticos da toxocariase

Como relatado anteriormente, 0 homem é um hospedeiro paratemico para o Toxocara,
por esse motivo o diagnostico da infecgdo ndo pode ser realizado pelo parasitolégico de fezes,
pois estes hospedeiros ndo eliminam ovos nas fezes. O diagnéstico utilizado com maior
frequéncia é através da deteccdo de anticorpos no soro pela técnica soroldgica de ELISA

indireta, utilizando como antigenos, produtos excretados/secretados pela larva L3 cultivada
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em meio de cultura. Estes produtos antigénicos sdo originados dos 6rgdos secretores do
parasito, da glandula esofagica e do poro secretor (ALCANTARA-NEVES, N. M. et al.,
2008; DE SAVIGNY; TIZARD, 1977). A técnica tem uma alta sensibilidade e especificidade.

Apesar do parasito utilizado para a obtencdo do fator excretado ser o T. canis, esse
ensaio ndo é capaz de discernir as infeccdes por este parasito ou pelo T. cati. (ALCANTARA-
NEVES, N. M. et al., 2008). Além disso, o Toxocara canis reage cruzadamente com varios
helmintos, e pelo fato de outras helmintiases serem prevalente em paises subdesenvolvidos, é
recomendado evitar a reatividade cruzada absorvendo os soros da populacdo de estudo com
extrato bruto de Ascaris lumbricoides, melhorando a especificidade do ELISA (KENNEDY et
al., 1987).

2.6 Doencas alérgicas

ManifestacBes alérgicas sdo altamente prevalentes em muitas partes do mundo.
Estima-se que mais de 20% da populacdo mundial sofre de doencas alérgicas (WHO, 2002),
sendo a alergia uma reacdo de hipersensibilidade imediata desencadeada por mecanismos
imunolégicos especificos. Estas condi¢bes sdo resultados da geracdo de uma resposta Th2
induzidos por antigenos ambientais diversos e producédo de anticorpos de tipo IgE (CORREA,
J.; ZULIANI, 2001).

A atopia é uma predisposicao genética, caracterizada pela producdo de altos niveis de
anticorpos IgE, em resposta a varios antigenos (que sdo indcuos para individuos nao
atopicos). O individuo atopico desenvolve reacdes de hipersensibilidade imediata a alérgenos
como o pdlen, alimentos, acaros da poeira e outros (JOHANSSON et al., 2004).

A asma é uma doenca crbnica, cosmopolita e estima-se que cerca de 334 milhGes de
pessoas sdo afetadas por essa doenca, sendo mais prevalente em criangas, de paises
industrializados e em areas urbanas (GLOBAL ASTHMA NETWORK, 2014). Apesar de a
asma ter uma etiologia complexa, grande parte dos casos sdo secundarios a hipersensibilidade
Tipo | provocada por exposicdo aos alérgenos e ocorre associado a outros quadros alérgicos
como eczema e rinite (marcha atopica) (MASOLLI et al., 2004). A hipersensibilidade Tipo | é
caracterizada por uma resposta imune de Tipo Th2 com alta producéo das citocinas IL-4, IL-5

e IL-13 que estimulam a produgdo de IgE, de eosinéfilos e de muco culminando com a
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modificacdo do epitélio pulmonar, que passa a ser caracterizado por uma alta proliferacdo de
fibroblastos, mioblastos, ocasionando fibrogénese e formacgéo de cicatriz. Clinicamente o
remodelamento brénquico provoca hiperresponsividade das vias aéreas, sibilancia, tosse e
apneia que ocorrem episodicamente (WEISS; BOSTON, 2000).

Nas trés Ultimas décadas, as doencas alérgicas, incluindo a asma, aumentaram em
proporgdes epidémicas e expandiram em paises ocidentais desenvolvidos como Reino Unido,
Austrélia, Nova Zelandia e Republica da Irlanda para paises em desenvolvimento da Africa,
América Latina e partes da Asia (ASHER et al., 1995; PEARCE, N et al., 2007).

A prevaléncia de asma em todo o mundo ¢ variada de 0,8% na China e 2,4% na india,
até 32,6% na Nova Zelandia e 37,6% na Costa Rica em criangas de 13 a 14 anos (LAl et al.,
2009). Houve um incremento de asma na América Latina, principalmente nas zonas urbanas e
periféricas (BARRETO, M. L. et al., 2010; PATEL; JARVELIN; LITTLE, 2008). Estes
aumentos de prevaléncia da asma e das demais doencas alérgicas podem ser explicadas pela
hipotese da higiene formulada nos anos 1989 por Strachan, o qual propds que criancas
expostas a infeccdes por diferentes patbgenos como bacteérias, virus, helmintos criam protecéo
contra alergia (Strachan, 1989). Maior higiene, uso exagerado de antibioticos, vacinagéo,
diminuicdo de uso de lactobacilos ndo permite uma maturacdo do sistema imunolégico do
individuo, logo uma resposta exacerbada Th2 a estimulos indcuos se destaca (UMETSU et
al., 2002; WOLD, 1998).

Estudos mostram que as infecces provocadas por helmintos podem também proteger
contra doencas alérgicas; apesar desses patdgenos induzirem aumento predominante de
linfocitos Th2 na fase aguda, na fase cronica da infeccdo ocorre uma resposta Th2 modificada
que cursa com um perfil de resposta regulatéria, com aumento de células T regulatorias
produtoras de IL-10 (SMITS et al., 2010; YAZDANBAKHSH; MATRICARDI, 2002).

No entanto os relatos das infecces causadas por Ascaris lumbricoides e por Toxocara
spp., sdo contraditérios e parece ndo proteger contra as alergias (ZHU et al., 2015).
Entretanto, os relatos de nosso grupo mostraram que a infeccdo por A. lumbricoides
(ALCANTARA-NEVES et al., 2012) e soropositividade para IgG anti-Toxocara spp.
(MENDONCGCA et al., 2012) estavam associados com diminuicéo da reatividade cutanea, mas
ndo se associavam com asma atdpica e ndo atopica. Além disso, encontramos associacao
positiva de soropositividade para Toxocara spp. com IgE alérgeno especifica (MENDONCA
etal., 2012).
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2.6.1 Asma e resposta imune mediada pela IgE

As reacOes alérgicas que sdo mediadas por IgE, sdo iniciadas quando o individuo é
exposto a um alérgeno como poeira, polen, pelos de animais, dentre outros. A sensibilizacao
ocorre quando um antigeno entra em contato com células apresentadoras do antigeno (APCs),
como as células dendriticas (CDs); elas fagocitam o alérgeno, que é fragmentado e
apresentado aos linfocitos TCD4+ naive via MHC de classe Il, induzindo a diferenciagédo
destes para o perfil Th2. A ativacdo das células Th2 por alérgenos induz a producdo e
secre¢do de citocinas Th2 como IL-4, IL-13 e IL-5. A IL4 é uma citocina principal na
resposta alérgica e atua na troca de isotipo de células B, e ajudam o linfdcito B a diferenciar-
se em plasmacitos, que irdo produzir anticorpos IgE, que se liga aos seus receptores de alta
afinidade (FCERI) e baixa afinidade (FCERII) presentes nos mastocitos, basofilos e eosindfilos
e linfécitos B. Em uma segunda exposi¢do ao antigeno os mastdcitos sdo ativados atraves da
ligagdo cruzada de duas moléculas de IgE com o alérgeno; ap0s ativacédo estas células liberam
granulos contendo moléculas com atividade inflamatéria (histamina, leucotrienos,
prostaglandinas e citocinas) que induzem uma resposta de hipersensibilidade Tipo | em
individuos atdpico. Essas reacGes imunolégicas culminam com sintomas clinicos que podem
afetar diversos Orgdos: como a pele, ocasionando urticaria, angioedema e eczema; trato
gastrointestinal causando nausea, vémito e dor abdominal junto com diarreia; trato
respiratorio ocasionando rinite, tosse e sibilancia; além de reacGes sistémicas podendo levar
ao éxito letal, devido a hipotensdo, conhecido como anafilaxia (CORREA, J.; ZULIANI,
2001).

Apesar de a literatura abordar a resposta Th2 como principal componente da asma
alérgica, nem toda asma é atribuida a atopia. Estudos relatam que esta condi¢do ndo chega a
ser responsavel nem por 50% de toda a prevaléncia de asma (PEARCE, N et al., 2007;
PEARCE, NEIL; PEKKANEN; BEASLEY, 1999; SOUZA DA CUNHA et al., 2010). Os
fatores de risco para esses dois fenotipos de asma podem divergir (BARRETO et al., 2010).
As formas ndo alérgicas da asma sdo desencadeadas por fatores ambientais tais como,
poluentes do ar, virus, estresse e obesidade (WENZEL, 2012).

Estudos sobre a heterogenicidade da resposta asmatica ainda sdo incipientes e nédo
deixam claro se todos os mecanismos relatados na asma ocorrem de forma associada ou
dissociadas. Atualmente ja se sabe que os componentes Thl e Th17 também sdo encontrados

na asma. O infiltrado neutrofilico € encontrado no epitélio de pacientes asmaticos e esta
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associado com uma maior gravidade de asma e resisténcia ao uso de corticdides (HOSOKI et
al., 2015; SUBRATA et al., 2009). Em criancas e adolescentes das regibes periféricas de
Salvador os pacientes asmaticos apresentavam elevada producédo de IFN-y (FIGUEIREDO, C.
A. et al.,, 2012). Os mecanismos envolvidos na asma nao alérgicos sdo heterogéneos, a
linfoproteina timica estromal (TSLP) representa uma importante funcdo na asma, ela é
liberada por células epiteliais em resposta a diversos mecanismos danosos, a ativacdo dessa
proteina leva a maturacdo de células dendriticas e apresentacdo de antigenos a células T, além
de aumentar o recrutamento de células NKT, que associado a uma maior gravidade de asma
(NAGATA et al., 2007; SUBRATA et al., 2009). As células linfoides inatas (ILcs) tém sido
descritas atualmente nos estudos da fisiopatologia da asma. Estas células sdo subdividas em
ILcls, ILc2s e ILc3s; as ILcls sdo produtoras de IFN-y e TNF-a, enquanto as ILc2s sdo
produtoras de IL-5 e IL-13 e as ILc3s produtoras de IL-17 e IL-22. Elas ndo possuem uma
caracteristica fenotipica clara, entretanto foram identificadas através dos marcadores de
linhagem c-kit. As células NK pertencem a familia das ILc1s estéo associadas com infiltrado
eosinofilico e inflamacdo nas vias aéreas de pacientes asmaticos (WOO et al., 2014). As
ILcs2 sdo a maior fonte de citocinas Th2 na imunidade inata e sdo ativadas pelas citocinas
TSLP (IL-7), IL-25 e IL-33. Enquanto a ILcls e ILc2s parecem ter um papel importante na
asma alérgica as ILc3s foram identificadas como envolvidas na asma associada com
obesidade (WOO et al., 2014).

2.6.2 Helmintos e asma

Como mencionado anteriormente, a asma € mais prevalente em paises
industrializados, e em menor prevaléncia em paises em desenvolvimento. As infec¢bes por
helmintos tém uma distribuicdo geogréfica inversa, sendo mais presentes nos paises em
desenvolvimento. Desta forma, eles podem ser em parte responsaveis por suprimir ou inibir o
desenvolvimento da asma (COOPER, 2009).

Estudos tém demonstrado o papel imunorregulatorio de antigenos de helmintos, em
geral, melhorando as condic6es pré-inflamatorias, levando a reducdo do risco de ter alergias
(MAIZELS, 2005). Dentre eles, podemos citar o Schistosoma mansoni (AMU et al., 2010), o
Trichuris trichiura e o Ascaris lumbricoides (GEIGER et al., 2002).
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As infecgBes helminticas que estimulam células Th2, também possuem um papel
protetor, reduzindo o risco de alergia, e levaram a uma reformulacdo da hipdtese da higiene
ressaltando o papel de células T regulatorias na modulacdo das respostas inflamatdrias, tanto
no perfil Thl como no perfil Th2 (ALCANTARA-NEVES et al., 2012).

Além da protecdo por infeccBes helminticas sobre as doencas alérgicas, nos paises
desenvolvidos, observou-se que viver em ambientes rurais também é um fator de protecdo
para estas doencas, isto se deve as exposicdes as atividades agricolas de granjas rurais; ao
contato direto com o arar a terra em ambiente rodeado de animais; beber leite de vaca fresco,
ajuda nessa protecdo. Em paises em desenvolvimento, acontece 0 mesmo, porém, além desses
fatores ambientais, também se atribui uma protecdo maior quando ocorrem infeccGes
parasitarias helminticas crénicas na primeira infancia ou durante da gravidez das mées das
criancas (COOPER, 2009; VON MUTIUS, 2010).

Diferentes pesquisas tém demostrado que infecgdes helminticas persistentes,
reinfecgdes e elevada carga parasitaria, elevam a producéo de citocinas regulatorias, como a
IL10. A persisténcia dessas infeccGes faz com que haja protecdo contra doencas alérgicas e
asma, e isto porque existe uma estimulacdo de regulacdo anti-inflamatoria, por causa dos
desafios imunes persistentes, o que pode explicar a relacdo inversa de muitas infeccbes com
doencas alérgicas (SMITS et al., 2010).

Temos outros exemplos de infeccBes provocadas por helmintos zoondéticos. Nos
hospedeiros humanos, eles tém a carateristica de ndo se desenvolver até a fase adulta, e as
larvas ficam migrando por longos periodos nos tecidos. Essas infec¢es causam sintomas que
mimetizam a asma, quando as larvas migram pelos pulmdes, o sistema imune produz uma
reacdo inflamatéria que as destroem. Durante essas infeccdes, parece haver uma falha na
regulacdo imunoldgica, provavelmente isto se deve ao fato do hospedeiro acidental e o
parasito ndo evoluirem conjuntamente; temos como exemplos de infec¢bes causadas por
Toxocara spp., Ascaris suum e Anquilostomas conhecidas como sindrome de Loffler, que
mimetiza clinicamente a asma (HEUKELBACH; FELDMEIER, 2008).

2.7 Modelos experimentais de infec¢do por T. canis e asma

Nos modelos experimentais, as larvas de T. canis migram para diferentes tecidos,
incluindo os pulmdes. As larvas induzem uma resposta imunitaria do tipo Th2 nos pulmdes,

em conjunto com um aumento de eosindfilos, macréfagos, linfocitos e IgE.
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Em um estudo feito por Buijs e colaboradores, foi demostrado que no modelo
experimental com camundongo BALB/c, a infecgdo por T. canis causou alguns fendmenos
como eosinofilia, niveis altos de IgE e edema, e isso também pode ser observado na asma
alérgica. (BUIJS; LOKHORST; et al., 1994). Por outro lado, Pinelli e colaboradores
observaram, que em ratos BALB/c, tanto na infec¢do por T. canis como no tratamento com
OVA, tinham alteracGes histoldgicas semelhantes, como por exemplo aumento da producdo
de IgE. Os camundongos BALB/c seria a estirpe mais apropriada para investigar 0s

mecanismos envolvidos entre a infeccdo por T. canis e aasma (PINELLI, E et al., 2001).

2.7.1 Infeccdo por Toxocara spp. € alergia

Estudos epidemioldgicos tém mostrado resultados controversos sobre soropositividade
para Toxocara spp. e manifestacdes alérgicas incluindo asma, piorando os sintomas e outros
estudos ndo encontram essa relacdo (FERNANDO et al., 2009). Talvez a razdo dessa
contradicdo seja devida alguns fatores como: diferentes desenhos de estudo, tipos de ensaio
soroldgico, diferentes critérios para determinar a soropositividade, idade e género.

Em um estudo feito na Holanda, com criancas de 4 a 6 anos, a infeccdo pelo Toxocara
spp. se associou com manifestacdes alérgicas, levando um aumento da producdo de
imunoglobulina IgE especifica contra alérgenos (BUIJS; BORSBOOM,; et al., 1994). Um
estudo caso-controle feito na Malasia também encontrou uma possivel associagdo entre o
desenvolvimento da asma na infancia e exposicdo ao Toxocara (CHAN et al., 2001). A
infeccdo por T. canis foi encontrada associada positivamente (OR 2,39 95% CI 1,17-4,85) a
sintomas da asma em um estudo feito na Amazonia no Brasil, onde a exposi¢do a Toxocara é
muito comum (FERREIRA et al., 2007).

Pesquisas realizadas em amostras provenientes de um banco de doadores de sangue
em Salvador encontrou uma associagdo positiva significativa entre a infec¢do por Toxocara
spp., 0s niveis de eosindfilos e a producdo de IgE total (DATTOLI et al., 2011). Outro estudo
conduzido com criangas encontrou uma associagdo positiva entre a soroprevaléncia de
Toxocara spp. e eosinofilia, IgE total e IgE especifica para aeroalérgenos; além de relatar
reducdo da Reatividade do Teste Cutaneo (SPT), ndo foi observado associacdo entre a

infeccdo com asma atopica e ndo atopica (MENDONCA et al., 2012). A reducdo do SPT em
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individuos soropositivos para Toxocara spp. pode ser entendida como uma possivel
imunomodulacdo induzida pelo parasito, alterando a capacidade das IgE em mediar o SPT,
assim como por um aumento de IL-10 suscitado pelo parasito, como descrito por
(ALCANTARA-NEVES, N. et al., 2014).
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HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1

HO) A infeccdo causada por o Toxocara spp. ndo se transmite por transmissdo vertical nos
seres humanos;

H1) A infeccdo causada por Toxocara spp. se transmite por transmissdo vertical nos seres
humanos.

3.12

HO) A infeccdo causada por Toxocara spp. ndo esta associada a condi¢Bes socioecondmicas e
ambientais;

H1) A infeccdo causada por Toxocara spp. estd associada a condi¢es socioecondmicas e
ambientais.

3.1.3
HO) Criancas expostas a infec¢do por Toxocara spp. ndo apresentam associacdo com atopia e
asma;
H1) Criangas expostas a infeccdo por Toxocara spp. apresentam associacdo com atopia e
asma.

3.2 OBJETIVOS GERAIS:

Determinar a prevaléncia e fatores de risco associados a infeccdo por Toxocara spp., avaliar a
possibilidade de transmissdo vertical e investigar possiveis associacdes entre Toxocara spp.
com atopia e asma em um estudo de coorte de médes e criangas, no municipio de Quinindé,

Equador.

3.3 Objetivos especificos:

e Determinar a soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxocara spp. em mulheres
gravidas, no corddao umbilical e nas respectivas criancas desde os 7 meses até 5 anos
de idade;

e Verificar possiveis fatores de risco de infeccdo por Toxocara spp. nas diferentes
idades;

e Avaliar a cinética da transmissdo do Toxocara spp. em criangas desde 7 meses até 0s 5
anos;

e Verificar possiveis associacdes de Toxocara spp. com atopia e asma em criancas de 5

anos.
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4.0 CAPITULO 1: Manuscrito 1

Titulo. Soroprevaléncia de Toxocara spp. em mulheres gravidas, transmissdo congénita
da toxocariase e fatores associados a infeccdo numa coorte de maes e criangas até os 7
meses de idade do municipio de Quinindé-Equador

RESUMO

Introducdo: Toxocariase € uma zoonose negligenciada causada por larvas de Toxocara canis
e Toxocara catis, parasitos de cées e gatos respectivamente. Esta doenca tem sido relatada em
todo o mundo, porém a prevaléncia é maior nas regides tropicais e subtropicais em
populacdes de baixa renda. Em cées e gatos, os hospedeiros definitivos, a infeccdo ocorre por
via oral — fecal, transmamaria e transplacentaria. Estudos experimentais em modelo murino
tém demonstrado a ocorréncia de transmissdo vertical. Infeccdes por helmintos durante a
gravidez podem estar associadas a disturbios reprodutivos. Além disso, estudos sobre a
ocorréncia de toxocariase na gravidez e de transmissao vertical em humanos sdo escassos.
Objetivo: Determinar a soroprevaléncia de Toxocara spp. em mulheres gravidas, em corddes
umbilicais e em criancas até os 7 meses e possivel transmissdo vertical da toxocariase, além
de avaliar os fatores de risco desta infecgdo em um estudo de coorte de mées e criangas no
municipio de Quinindé, Equador. Metodologia: Foram estudadas 290 mulheres gestantes e
seus filhos de até 7 meses. Os anticorpos anti-Toxocara spp. foram determinados no soro e
corddo umbilical por ELISA indireto de avidez. O ponto do corte para deteccdo de IgG anti-
Toxocara spp. foi de 0,273. Resultados: Apos as analises, obteve-se 0 seguinte resultado: A
soroprevaléncia de IgG anti-Toxocara spp. has mulheres gravidas foi de 80,7% e no sangue
dos corddes foi de 84,1%. Todas as criancas até o sétimo més foram soronegativas. O indice
de avidez encontrado foi maior do que o ponto do corte estabelecido >50%, indicando uma
alta avidez o que caracteriza infeccdo cronica. Quanto aos fatores de risco da infeccdo por
Toxocara spp. investigados, o Unico encontrado nas mdes foi morar em area rural.
Conclusdo: Soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxocara spp. em mulheres gravidas
moradores de Quinindé é elevada e a analise de avidez mostra a infec¢do cronica, indicando
gue ndo houve transmissdo da mae para filho. Poucos sdo os realizados estudos de
soroprevaléncia no Equador, e isso demonstra a necessidade de cuidados, pois viver com
animais de estimacdo pode aumentar o risco de contrair esta infeccdo parasitaria
negligenciada.

Palavras-chave: ELISA de avidez. Fatores de risco. Mulheres gravidas. Toxocariase.

19



Seroprevalence of Toxocara spp. In pregnant women, congenital transmission of
toxocariasis and factors associated with infection in a cohort of mothers and children up
to 7 months of age in the municipality of Quinindé-Ecuador

SUMMARY

Introduction: Toxocariasis is a human neglected zoonosis caused by larvae of Toxocara
canis and T. catis, parasites of dogs and cats respectively. This disease has been reported
worldwide, but the prevalence is higher in tropical and subtropical regions in low-income
populations. In dogs and cats, the definitive hosts, the infection occurs orally - fecal,
mammary and transplacental (in dogs). Experimental studies in murine model have
demonstrated the occurrence of vertical transmission. Helminth infections during pregnancy
may be associated with reproductive disorders. In addition, studies on the occurrence of
toxocariasis in pregnancy and vertical transmission in humans are scarce. Objective: To
determine the seroprevalence of Toxocara spp. in pregnant women, umbilical cords and
children at 7 months and possible vertical transmission of toxocariasis. In addition, to
avaluate the risk factors of this infection in a cohort study of mothers and children in
Quinindé, Ecuador. Methodology: 290 pregnant women and their children up to 7 months
were studied. Anti-Toxocara spp. IgG were determined in serum and umbilical cord by
indirect avidity ELISA. The cut-off point for detection of anti-Toxocara spp. 1gG was 0.273.
Results: Seroprevalence of anti-Toxocara spp. 1gG in pregnant women was 80.7% and in
cord blood was 84.1%. All children up to the seventh month were seronegative. The avidity
index found was greater than the established cutoff point> 50%, indicating a high avidity
which characterizes chronic infection. Regarding the risk factors for Toxocara spp. Infection
the only one found in the mothers was to live in rural areas. Conclusion: Our data show that
seroprevalence of 1gG antibodies to Toxocara spp. in pregnant women living in Quinindé is
high and the avidity analysis shows that the infection that was acquired in the past was
chronic, indicating that there was no transmission from mother to child. There are few studies
of seroprevalence in Ecuador, demonstrating the need for care, since living with pets may
increase the risk of contracting this neglected parasitic infection.

Keywords: Avidity ELISA. Pregnant women. Risk factors. Toxocariasis.
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4.1 INTRODUCAO

A toxocariase humana € uma zoonose negligenciada causada por larvas de Toxocara

spp. (T. canis e T. catis). O ser humano é hospedeiro paraténico, e infeccdo ocorre
acidentalmente através da ingestdo de ovos embrionados. Esta parasitose possui quadro
polimorfo como: Larva Migrans Visceral (LMV), Larva Migrans Ocular (LMO) e formas
assintomaticas (BEAVER, 1956; CARVALHO; ROCHA, 2011).
A toxocariase humana tem sido relatada em todo o mundo, porém a prevaléncia é maior em
regides tropicais e subtropicais e mais ainda entre populagdes de baixa renda. A toxocariase é
tdo ou mais prevalente do que a ascaridiase em criancas de classe social baixa (SOUZA et al.,
2011) e pode afetar qualquer pessoa, sendo a soroprevaléncia variada: 30% (TORRES;
LOPEZ, 2004); 65,4% (SOUZA et al., 2011); 47% (MENDONCA et al., 2012) 63,6%
(SILVA et al., 2016); (FIALHO; CORREA, 2016); 40,1% (KANOBANA et al., 2013),
(SCHOENARDIE, E. R. et al., 2013). Em adultos, as prevaléncias relatada foram de 44,92%
(ROLDAN et al., 2010b) e 25.4% (VARGAS et al., 2016).

Em mulheres gravidas, existem poucos estudos de prevaléncia, incluindo un estudo
realizado no Reino Unido com 33% de tasa de positividade (TAYLOR et al., 1996). Em outro
estudo conduzido em Brasilia, com mulheres gravidas, a soropositividade para Toxocara spp.
foi de 6,4% (SANTOS et al., 2015). Nos cées, os hospedeiros definitivos, a transmissdo
ocorre normalmente por transmissdo transmamaria e transplacentaria, ou seja, o fato de
transferir as larvas através da placenta, confirma que, quase todos os filhotes das cadelas
prenhas infectadas nascem infectados com Toxocara spp. (CARVALHO; ROCHA, 2011).
Estudos experimentais em modelo murino, mostram que a transmisséo vertical acontece com
menor intensidade do que ocorre em cdes (SCHOENARDIE, E. et al., 2013).

Em humanos, a forma de contagio € através da ingestdo de ovos embrionados
presentes em solos contaminados com fezes de animais e alimentos contaminados. Outra
forma de contdgio poderia ser transplacentéria, jA& que, em infec¢bes experimentais em
hospedeiros acidentais, a transmisséo pode ocorrer via placenta em infec¢des agudas.

Um caso de transmisséo vertical pelo Toxocara spp. foi reportado em que uma crianca
recém-nascida, diagnosticada como portadora de toxocariase ocular congénita. Além de
retinopatia ela possui eosinofilia elevada, e a mée apresentou soropositividade para Toxocara
spp. (MAFFRAND et al., 2006). Estes achados sugerem que as infecgdes por helmintos na

gravidez podem influenciar no desenvolvimento da resposta imune fetal (MPAIRWE;
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TWEYONGYERE; ELLIOTT, 2014). Além disso, as infec¢Oes por estes parasitos poderiam
proteger contra o desenvolvimento de alergia na infancia (COOPER et al., 2016).

Existem poucos estudos sobre a prevaléncia de infec¢do por Toxocara spp. durante e
depois da gravidez. No Equador, ndo existem trabalhos sobre a infeccdo por Toxocara spp.
em mulheres gravidas. Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar a
soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxocara spp. em mulheres grévidas e a possibilidade
de transmissdo congénita em um estudo de coorte no municipio de Quinindé, na provincia de

Esmeraldas, no Equador.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Populacgao do estudo

A populacdo analisada pertence a um estudo de coorte prospectivo que acompanha as
criancas desde o nascimento chamado ECUAVIDA, que se encontra em andamento e ocorre
em Quinindé, na provincia de Esmeraldas, no Equador (Figura 1). O estudo maior é formado
por 2.404 recém-nascidos que foram recrutados no hospital Pedro Alberto Buffoni do
municipio de Quinindé, durante o periodo de novembro de 2005 a dezembro de 2009. A area
de estudo tem um clima tropical, a temperatura média anual é de 30 ° C, com uma umidade
relativa de 75% e uma altitude de até 200 m. Quinindé tem uma populacdo com
aproximadamente 150 mil habitantes que vivem em trés municipios e seis comunidades
rurais. Sua economia é baseada principalmente em atividades agricolas, como plantacdo e
colheita de palma africana, palmito e cacau, sendo a palma africana considerada como a fonte
econémica principal. A populacdo de estudo tem saneamento e servigos basicos limitados,
assim como acesso limitado a servicos de dgua potével.

A amostra do presente estudo foi composta de 290 mulheres e seus filhos,
selecionadas de 300 gestantes que moravam préximo ao hospital, que tiveram partos sem

complicagdes e participavam de um projeto chamado de coorte imunoldgico.
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Figura 1. Localizagdo geogréfica das &reas de recrutamento da populacéo do estudo.

Figura 1. Local da populagdo estudada. (A) Mapa do Equador mostrando localizagdo do distrito de
Quinindé, Provincia de Esmeraldas, Equador e localizagdo geogréafica das familias da coorte. (Circulo
sombreado) (cortesia do General Bibliotecas, Universidade do Texas em Austin, TX). A area de recrutamento
para o coorte foi definida pelas fronteiras geogréaficas deste distrito. (B) Mapa mostrando as paroquias do distrito
de Quinindé, incluindo La Concordia. H, Hospital Padre Alberto Buffoni. (COOPER et al., 2015).

4.2.2 Consentimentos e Questionarios

As mulheres gravidas participantes do estudo assinaram o termo de consentimento pds
informado e o protocolo do estudo foi aprovado pelos comités de ética. As gestantes
responderam a um questionario de dados sobre fatores demogréaficos e socioeconémicos, além
de caracteristicas do agregado familiar e a historia obstétrica das mesmas. Um novo
questionario foi aplicado aos 7 meses apds o parto com o objetivo de valorar as criangas a

idade de 7 meses.

4.2.3 Amostras sanguineas

Foram coletados 3 mL de sangue venosa das mulheres gravidas no momento do parto
e dos respectivos corddes umbilicais e dos bebés aos 7 meses de nascidos se coleto sangue

venosa, em tubos de plastico (BD Vacutainer, Plymouth, UK), contendo heparina de sédio
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como anticoagulante. Depois os tubos de sangue foram centrifugados a 2.500 rpm por 10
minutos e o plasma foi transferido para tubos tipo Eppendorf, devidamente etiquetados e
mantidos em temperatura -20°C até a realizacdo dos ensaios de ELISA para a determinacéo de

anticorpos IgG anti-Toxocara spp.

4.2.4 Obtencoes do antigeno excretdrio/secretorio de larvas de Toxocara canis

O antigeno TES foi preparado pelo método descrito por De Savigny (DE SAVIGNY,
1975) e adaptado por Alcantara - Neves e colaboradores (ALCANTARA-NEVES, N. M. et
al., 2008). Os vermes adultos fémeas de T. canis foram obtidos de filhotes de cées apds o
tratamento com piperazina ou proverme (180 mg/kg p.c.). As fémeas adultas de Toxocara
canis foram dissecadas e obtivemos os uteros, destes foram retirados os ovos, os quais foram
incubados numa solucdo de formalina a 2%, na temperatura de 28°C e oxigenados durante 30
dias, até se transformarem em ovos embrionados e com a ajuda de hipoclorito a 5% 0s ovos
foram induzidos a eclosdo. As larvas de T. canis do terceiro estagio foram incubadas a 37°C,
5% de CO2 em meio RPMI-1640 suplementado com gentamicina (0,2mg/ml) e anfotericina
(2,5 pg/ml). A cada quatro dias as larvas eram recuperadas e centrifugadas a 3.500 rpm por 10
minutos a 24°C. O sobrenadante contendo o TES foi coletado e adicionado inibidor de
protease (Fluoreto de fenilmesulfonamida (PMSF; Sigma, St. Louis, MO, EUA). Em seguida
o0 antigeno foi concentrado em filtro Amicon (Miliporecorporate, MA, USA) com membrana
de 3 KD. A seguir, o sobrenadante foi dialisado contra uma solugdo salina tamponada com
fosfato pH 7,4 (PBS). A determinacéo da concentracdo de proteina foi realizada utilizando o
método de Folin Wu (Lowry et al. 1951).

4.2.5 Preparo do antigeno somatico de Ascaris lumbricoides

Antigenos somaticos foram produzidos para investigacdo da reatividade cruzada entre
T. canis e A. lumbricoides. Parasitos adultos foram colocados em uma placa de Petri (Os
vermes adultos de A. lumbricoides, foram cortados transversalmente em fragmentos de
aproximadamente 1 mm de comprimento em 10 mL de PBS, pH 7,4 por 2 gramas dos
fragmentos dos vermes. Todo o conteudo foi transferido para um tubo plastico de 50 mL
(Falcon, TPP, Suica), e adicionado 25 pl para cada grama de parasito, de coquetel inibidor de
proteases (Sigma/Aldrich Chemical Co. St. Louis, MO, EUA). Os fragmentos foram
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submetidos a choque térmico em nitrogénio liquido (5 a 10 ciclos de 30 segundos com
intervalo de 30 segundos), cada ciclo intercalado com trituragdo com homogeneizador de
tecidos, realizada em 5 ciclos de 5 minutos. A suspensdo dos parasitos foi centrifugada a
10.000 RPM por 10 min. Para dosagem proteica dos antigenos somaticos, foi empregado o
método de Folin Wu (Lowry et al., 1951).

4.2.6 Absorcdes dos soros com antigeno somatico de Ascaris lumbricoides

As amostras de plasma sanguineos das mulheres gestantes, dos corddes umbilicais e
das criancas ao 7 meses de idade, foram absorvidos com antigeno somaético de A.
lumbricoides, para evitar a rea¢do cruzada entre antigeno de T. canis e 0s anticorpos IgG anti-
Ascaris lumbricoides. Para tal, os soros foram diluidos em tampé&o de fosfato de sddio, 0,150
M, pH 7,4 (PBS) contendo polietilenoglicol PEG 15.000 15% (Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO, USA) e 0,1% de azida (Sigma Chemical Co. San Louis, MO, EUA). Em seguida os
soros foram homogeneizados por 30 minutos a 4°C e centrifugados a 8.500 rpm por 10
minutos; o sobrenadante foi retirado livre de 1gG anti-A. lumbricoides foram congelados até o
uso.

4.2.7 Deteccao de anticorpos 1gG anti-Toxocara spp. em soros

Os soros foram submetidos ao método de ELISA indireto de acordo com Mendonca e
colaboradores (MENDONCA et al., 2013). Resumidamente, microplacas de polietileno de 96
pocos foram sensibilizadas com antigeno excretério secretério das larvas do Toxocara canis
(TES) na concentragdo de 3.5 pg/ml, diluido em tampédo carbonato/bicarbonato, pH 9,6
(100pl/poco) e incubadas overnight a 4°C. Os locais de ligacdo livres foram blogueados com
10% de solucdo de soro fetal bovino diluido em PBS/Tween-20 /Tween-20 (SIGMA, San
Louis, MO, USA) a 0,05% (PBS-T), por um periodo de uma hora. Os soros foram diluidos a
1:1.000 em PBS/T contendo 2,5 % de soro fetal bovino (GIBCO, América do Sul, Brasil)
(PBS/T/SBF) foram adicionados aos poco. Apos incubacdo e lavagens foi adicionado o
anticorpo secundario anti-lgG humano biotinilado (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA)
diluido a 1/2000 em PBS/T/SFB e as placas foram incubadas. A revelacdo da reacao foi feita
com streptavidina-peroxidase (Pharmigen San Diego, CA, USA), diluida a 1/1000 em
PBS/T/SFB 2,5 seguidas apds incubacéo e lavagens seguido pela adi¢do do cromogeno (OPD,

ortofenilenodiamina), (Sigma Chemical Co. San Louis, MO, USA) na concentragéo de 0,05
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mg/ml; a reacdo de parada foi feita com 25ul de H2SO4, 2 N e lida utilizando em leitor de
ELISA, usando um comprimento de onda de 450 nm. Todas as incubac¢@es foram realizadas a
temperatura ambiente por 60 minutos com excecdao do cromogeno que foi incubado por 30
minutos.

O ponto de corte do ensaio (DO=0,273) foi calculado como a média da densidade
Optica, mais trés desvios padrbes das DOs dos soros de 10 maes e de criangas com menos de
2% de eosinofilos no sangue, com exames parasitologicos de fezes negativos e auséncia de
contato com cées e gatos. Para determinar a avidez de ligacdo dos anticorpos ao antigeno,
depois da incubacdo dos soros, uma duplicata do cada soro foi tratada com ureia 6 M (Ureia
Sigma Chemical Co. San Louis, MO, USA) diluida em PBS-T por um periodo de 10 minutos,
e em seguida, o ensaio foi continuado como referido acima. Para determinar o indice de
avidez de IgG anti-Toxocara spp., foi usado o célculo para indice de avidez relativa:
percentagem de reducdo (PR) = 100 - D.O. soros com ureia x 100/D.0O. dos soros sem ureia.
Um soro foi considerado de baixa avidez, quando o PR foi menor que 50% (DZIEMIAN et
al., 2008).

4.2.8 Andlises estatisticas

Para descrever os dados na amostra estudada, foi utilizada a distribuicdo de
frequéncias. As seguintes variaveis foram estudadas como fatores de risco para a aquisi¢do da
infeccdo por T. canis (resultado): nivel de escolaridade das maes, presenca de cdes ou gatos
dentro o fora da casa, etnia, tipo de banheiro, se moravam em superlotacdo, tinham infecGes
helminticas, e se moravam em uma &rea rural ou urbana. Primeiro, realizamos uma analise
univariada entre cada fator potencial de risco e o resultado. Posteriormente, construiu-se um
modelo multivariavel, com as analises logisticas bivariada e multivariada foram calculadas
com razdo de chance (Odds Ratio - OR) e intervalo de confianca (IC) de 95%. Na anélise
multivariada, ficaram no modelo final, as variaveis com significancia estatistica menor que
20% como educacdo, renda, superlotacdo e zona onde moravam. Os dados obtidos foram
analisados pelo software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) verséo 19.0.
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4.3 RESULTADOS

Foram analisadas um total de 290 amostras de soro de maes gravidas, 290 amostras de
soro de corddo umbilical e 267 de soro das criancas aos 7 meses, pela técnica ELISA indireto
usando como antigeno o TES, para identificar anticorpos IgG anti-Toxocara spp. e determinar
a soroprevaléncia, nos diferentes grupos mencionados. No grupo das mées, estes resultados
foram associados com fatores de risco para a infeccdo por Toxocara spp.

As mées apresentavam uma idade entre 17 e 30 anos e os partos foram sem
complicagdes. Das maes examinadas, 80,7%(234/290) foram soropositivas para IgG anti-
Toxocara spp. e 84,1% (244/290) dos corddes umbilicais das criangas foram soropositivos, e

todas as criangas de 7 meses foram soronegativas (Figura 2).
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Figura 2: Soroprevalencia de anticorpos IgG anti - Toxocara spp. mae, soro de cordéo
umbilical e em criangas de 7 meses
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Figura 2. A) Soroprevélencia de anticorpos 1gG anti - Toxocara spp. no sangue das mées, sangue do corddo
umbilical, e de criancas aos 7 meses. B) Medianas das densidades Opticas dos soros de mées, sangue cordéo e
das criangas aos 7 meses, antes e ap0s tratamento com ureia. *p < 0.05; ** p < 0.01, teste de Mann Whitney.
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Todos os soros das maes e dos cordBes umbilicais soropositivos tiveram indice de
avidez de IgG anti- Toxocara spp. maior que 50%, indicando uma elevada avidez e que as
infeccbes das maes eram cronicas; portanto ndo houve transmissdo vertical da parasitose
(Figura 3).

Figura 3- Indice de Avidez de 1gG anti — Toxocara spp. em soros de maes e de corddes
umbilicais.
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Figura 3- indice de avidez obtido através do ELISA de lgG anti - Toxocara spp. em soros de maes e de
corddes umbilicais. Linha indica o cut-off para diferenciacdo entre os grupos baixa e alta avidez (Indice avidez
=50 %).

Das 290 maes estudadas, 288 com dados completos participaram da analise de

diferentes variaveis associadas com a presenca de soropositividade ao Toxocara spp. Destas,
232 maes soropositivas, 146 (80,7%) estudaram até a primario; 111 (81,0%) ganhavam um
salario menor que o basico 104 (85,2%) moravam em superlotacéo e 67 (75,3%) moravam em
uma zona rural.

Entretanto, a analise multivariada demostrou que morar em uma zona rural tem uma
associacao negativa significante (OR ajustada = 0,51 95% IC = 0,77- 0,97) utilizou-se anélises
univariada e multivariada de variaveis como educacéo, renda e superlotacdo, mas ndo foram

estatisticamente significantes (Tabela 1)
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Tabela 1. Frequéncia das variaveis estudadas e suas associacdes com soropositividade de 1gG
anti-Toxocara spp. em 290 méaes de um estudo de coorte no municipio de Quinindé, Equador,

2005 - 2009
IgG anti-Toxocara spp.
Negativo Positivo
Fatores de risco n =*288 n =56 n =232 OR Bruta OR Ajustada**
(19,4%) (80,6%) (1C 95%) (1C 95%)

Idade
>= 30 anos 70 (24,3) 13 (18,6) 57 (81,4) 1
<= 20 anos 76 (26,4) 12 (15,8) 64 (84,2) 1,22(0,51-2,88) faladed
21 —29 anos 142(49,3) 31(21,8) 111(78,2) 0,82(0.40-1,68) falaid
Educacdo materna
Secundaria 56 (19,4) 15 (26.8) 41 (73,2) 1 1
Primaria 181 (62,8) 35(19,3) 146 (80,7) 1,02(0,56-1,06) 1,54(0,75-3,15)
Analfabeta 51 (17,7) 6 (11,8) 45(88,2) 2,00(0,81-4,97) 2,78(0,93 - 8,26)
Etnia
Afro Equatoriano 90 (31,1) 19 (21,1) 71 (78,9) 1
Mestico 198 (68.8) 37(18,7) 161(81,3) 1,16 (0,63 -2,16) Fkk
Salério base
>=240 211 (73,3) 37 (17,5) 121 (80,1) 1 1
<240 77 (26.7) 19 (24,7)  111(81,0) 1,54(0,82-2,89) 1,50 (0,78 -2,91)
Tipo de banheiro
Banheiro 93 (32,3) 17 (18,3) 76 (81,7) 1
Latrina/campo 195 (67.7) 39 (20,00 156 (80,00 0,89 (0,47 -1,68) faleie
Cées dentro de casa
Né&o 241 (83,7) 47 (19,5) 194 (80,5) 1
Sim 47 (16,3) 9 (19,1) 38(80,9) 1,02 (0,46 - 2,26) EEE
Cées fora da casa
Né&o 73 (25,3) 16 (21,9) 57 (78,1) 1
Sim 215 (74,7) 40 (18,6) 175(81,4) 1,28(0,64 -2,36) okl
Gato dentro de casa
Né&o 241 (83,7) 48 (19,9) 193 (80,1) 1
Sim 47 (16,3) 8 (17,0) 39 (83,00 1,21(0,53-2,76) il
Gato fora da casa
Né&o 174 (60,4) 36 (20,7)  138(79,3) 1
Sim 114 (39,6) 20 (17,5) 94 (82,5) 1,23(0,67-2,25) kel
Superlotacdo do domicilio
Né&o 166 (57,6) 38(22,9) 128(77,1) 1 1
Sim 122 (42,4) 18 (14,8) 104 (85,2) 1,71(0,92-3,18) 1,50(0,79 - 2,85)
Zona de moradia
Urbana 199 (69,1) 34 (17,1)  165(82,9) 1 1
Rural 89 (30,9) 22 (24,7) 67 (75,3) 0,63(0,54-1,15) 0,51 (0,77-0,97)
Infeccdo por helmintos
Né&o 151 (52,4) 30(19,9) 121(80,1) 1
Sim 137 (47,6) 26 (19,0) 111(81,00 1,54(0,82-2,89) falaked

* Andlise realizada com 288 mulheres gravidas que tinham todas as variaveis.
** Ajustadas por escolaridade, salario basico, superlotacdo e zona.
***Variaveis excluidas do modelo multivariado por ter um valor de p superior a 0,20.
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4.4 DISCUSSAO

As maes aqui estudadas eram oriundas de um estudo prospectivo de criangas desde 0s
nascimentos, feito em um distrito rural da provincia de Esmeraldas, municipio de Quinindé,
Equador. Neste trabalho, examinamos se existiam anticorpos IgG anti-Toxocara spp. em
mulheres gravidas, nos soros dos cordBes umbilicais e em criangas aos 7 meses, e se a
soropositividade esta associada a algum fator de risco.

Existem poucos dados publicados sobre a soroprevaléncia de 1gG anti-Toxocara spp.
na gravidez e uma possivel transmissdo congénita da toxocariase. Nossos dados indicam que a
soroprevaléncia de IgG anti-Toxocara spp. das mulheres gréavidas foi de 80.7%, de 84,1% em
soro de corddo umbilical, e 0% nas criangas aos 7 meses, indicando que a taxa de infeccdo é
alta, embora ndo tenha ocorrido transmissdo aos filhos. A toxocariase &€ uma zoonose
negligenciada, que requer a atencdo e agdes em salde publica segundo reportam os Centros
para Controle e Prevencdo de Doengas (CDC).

O presente estudo nos sugere que esta alta prevaléncia, e o fato de nunca ter sido
estudada anteriormente nessa comunidade seja decorrente da toxocariase ser uma parasitose
negligenciada, com diagndstico limitado e que ndo € feito como rotina. Por ser também uma
doenca que cursa principalmente de forma assintomatica, com sintomas nao especificos na
maioria dos casos, passa despercebida e pode afetar pessoas com diferentes idades.

Um estudo realizado em uma comunidade em Santa Ldcia no Caribe, em criancas de
seis meses a seis anos de idade, reportou uma prevaléncia de 86% (THOMPSON et al., 1986).
Outro estudo feito por (FU, C. et al., 2014), em criancas de 7 a 12 anos das llhas Marshall
(Taiwan), encontrou uma soroprevaléncia de 86,75%. As altas prevaléncias relatadas sao
semelhantes aquela observada em nosso estudo, assim como as condicGes de vida e
saneamento das populacdes avaliadas.

A soroprevaléncia de anticorpos 1gG anti-Toxocara spp. no grupo de mulheres
gravidas deste estudo foi maior quando comparada com outros estudos. Um trabalho feito nos
Estados Unidos por (TAYLOR et al., 1996) mostrou a prevaléncia de 33%, em um grupo de
mées gravidas pareadas com os soros de corddo umbilical, onde ndo encontrou anticorpos de
tipo IgM em sangue do corddo. Na China, em um estudo transversal realizado em individuos
sadios, psiquiatricos e mulheres gravidas a prevaléncia foi de 9,19% (CONG, W et al., 2014).
No Brasil, na cidade de Brasilia-DF, encontrou-se uma prevaléncia de 6,5% (SANTOS et al.,
2015)
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Em Salvador, no Estado da Bahia/Brasil, Rodrigues e colaboradores encontram em
uma populagdo de adultos, 65% de prevaléncia (SOUZA et al., 2011), enquanto que
Mendonca e colaboradores reportaram uma prevaléncia de 46% em criancas de 4 a 11 anos
(MENDONCA et al., 2013).

O estudo de avidez de anticorpos IgG permite diferenciar se uma infecgdo é recente ou
tardia. Anticorpos com alta avidez representam uma infecgdo tardia, enquanto os de baixa
avidez descartam a possibilidade de infeccdo tardia, e sugerem que a infeccdo é recente.
Entretanto, a confirmacdo se a infeccdo é recente pode ser feita atraves da identificacdo de
anticorpos IgM.

As andlises de avidez de IgG, dos soros das maes e dos cordfes umbilicais neste
estudo mostraram que todos os soros estavam acima do ponto do corte de 50%, indicando que
as maes se infectaram no passado e a infeccéo € de fase crénica. Além disto, demonstra se 0s
titulos presentes no sangue de cordao foram transmitidos pelas maes durante a gravidez. 1sso
mostra que ndo houve uma transmisséo do Toxocara spp. da mae para o feto. Levando em
consideracdo as pesquisas, em modelos animais, a transmissdo acontece com mais frequéncia
na fase aguda na gravidez (SCHOENARDIE, E. et al., 2014). Nossos resultados
demonstraram que os anticorpos de IgG anti-Toxocara spp. foram produzidos em resposta a
infeccd@o por Toxocara anterior a gravidez.

Como ja é mencionado anteriormente 0s anticorpos da classe 1gG atravessam a
placenta, passando da mée para o feto durante a gravidez. Os niveis de anticorpos 1gG da mée
frequentemente esta correlacionados com os de sangue corddo (CASANOVA, 2003;
KRISTOFFERSEN, 2000; TOIVANEN; MANTYJARVI; HIRVONEN, 1968). Isto
dependera do nivel de 1gG da mae, quanto mais anticorpos sdo transferidos pode saturar o
receptor do feto (FcRn), de forma que ele ndo recebe mais IgG. Entdo, quando a mae tem
niveis elevados no sangue, o do corddo sera menor, mas se a mde tem niveis medianos, pode
haver um maior nivel de 1gG no corddo umbilical. Por outro lado, existem pesquisas
anteriores que detectaram niveis de anticorpo de IgG sangue do corddo mais elevados que 0s
da mae (MANTYJARVI; HIRVONEN; TOIVANEN, 1970; OKOKO et al., 2001; VAN DEN
BERG et al., 2014).

Nosso estudo observou que isso acontece mostrando que os titulos de anticorpo 1gG
anti - Toxocara spp. dos corddes se apresentaram mais altos que das maes (OD 0,622 - 0,794).

Assim 0s niveis de anticorpos totais e especificos transmitidos da mae para o feto vai
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depender de alguns fatores, tais como: o tipo de subclasse de IgG; natureza dos antigenos;
idade gestacional e alteragdes placentarias (PALMEIRA et al., 2012).

Nos hospedeiros definitivos do Toxocara spp., como nos cdes, a transmissdo das
larvas de T. canis ocorre atraves da placenta ou através do leite materno  durante a
amamentacdo de seus filhotes. Nas cadelas gestantes, as larvas que ficaram em estado
dormente nos tecidos se reativam e este processo acontece durante o 42° dia (PARSONS,
1987; SCHNIEDER; LAABS; WELZ, 2011). Desta forma, supfe-se que eventos fisioldgicos
dos hospedeiros estdo associados com a reativacao das larvas. Além disso, as cadelas prenhes
tém uma carateristica especial, de que a transmissdo vertical aconteca até duas gestacOes
subsequentes, por conta da duracdo do tempo de vida das larvas que podem ficar em estado
dormente por 358 dias nos hospedeiros definitivos como os cédes, (SCHNIEDER; LAABS;
WELZ, 2011); e entdo, essas larvas poderiam alcancar uma segunda gestacdo
(OVERGAAUW; NEDERLAND, 1997).

Vaérias pesquisas tém descrito o processo de deteccdo, reativacdo e migracao das larvas
de T. canis nas cadelas gravidas e que este efeito possui influéncias provavelmente pelo
horménio prolactina (OSHIMA et al., 1961) referido por PRESS, 2016. Reporta-se que a
administracdo de prolactina em modelos experimentais de camundongos reduz o nimero de
larvas presas nos tecidos (JIN; AKAO; OHTA, 2008). Foi observado que a migracdo das
larvas de T. canis acontece da mae para seus filhos através da succdo da glandula maméria e
este efeito foi promovido pela aplicacdo parenteral da prolactina nos camundongos. Essas
observacBes sugerem que a reativacdo da larva é causada pelo efeito direto do horménio
prolactina no desenvolvimento da larva do Toxocara spp., no entanto, a reativacdo pode ser
também causada pelo efeito dos hormdnios na fisiologia ou na resposta imune do hospedeiro.
Este efeito da prolactina ajudaria a estimulacdo das larvas e influenciaria em seu crescimento
e movimentacdo, ajudando a elas a migrarem pela placenta até chegar aos filhotes
(IGNACAK et al., 2012) .

Modelos in vitro mostram como o hormdnio prolactina é capaz de ativar as larvas
dormentes na gravidez e o poder de transmitir a seus filhos as larvas através da placenta e via
mamaria. As células sdo ativadas por hormdnios, neste caso pela prolactina, e isto se deve aos
receptores especificos (PRLr) e, portanto, as células com receptores especificos sdo alvo desse
horménio em particular. Outra possibilidade é que o T. canis esta adaptado evolutivamente a
reconhecer a prolactina de seu hospedeiro definitivo, e isto se deve a sequéncia do fragmento

das larvas que mostrou uma similitude com o fragmento génico que codifica o receptor de
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prolactina (PRL-R) do cdo doméstico. Isso indica que existe uma similaridade entre a larva e
0s receptores de prolactina, provavelmente unicamente se ativam as larvas dormentes nos cées
(hospedeiros definitivos) (CHAVEZ-GUITRON et al., 2016).

Em hospedeiros acidentais, como no caso dos seres humanos, é pouco frequente a
transmissdo transplacentéria, porém existiu um caso de retinopatia de um recém-nascido
(MAFFRAND et al., 2006). Maffrand e colaboradores, relataram que ndo encontraram
anticorpos 1gG anti-Toxocara spp. na crianga, mas sim na mae, e que a larva transpassou a
placenta e migrou até os olhos, causando uma retinopatia. Isto quer dizer que vai depender da
carga parasitaria da mde e a infeccdo tende acontecer na fase aguda, pelo menos no ultimo
trimestre de gestacdo, para que possa acontecer uma possivel transmissdo nos seres humanos.
Desta forma, pode-se supor que, diferentemente das cadelas, onde os horménios ativam as
larvas dormente do T. canis, os hormonios presentes nas mulheres gravidas ndo foram capazes
de ativar as larvas dormentes, e que possivelmente isso pode ocorrer no ser humano.

Um dos fatores de risco para a infeccdo causada por T. canis é ter cdes e gatos em
casa; ja que estes animais sdo um reservatorio importante e os hospedeiros principais destes
parasitos. Existem alguns estudos que mostram essa associacdo (FU, C. et al., 2014,
MANINI et al., 2012; MENDONCA et al., 2013).

Na populagdo estudada, podemos observar que ndo houve associacfes significantes
entre 0s possiveis fatores de risco estudados e a presenca de Toxocara spp.; provavelmente a
alta prevaléncia encontrada dificultou as analises logisticas, diminuindo seu poder. Além
disto, possivelmente uma alta contaminacdo dos solos das ruas e outros ambientes coletivos
como por exemplo, os parques, impedem o reconhecimento do contato dos animais
domésticos como fator de risco de aquisicdo desta helmintiase. Nossos resultados mostraram
que independentemente de ter dentro ou fora de casa os animais de estimacdo, apesar de
serem 0s principais contaminantes para o ser humano, ndao encontramos uma relacdo. Por
outro lado um estudo piloto feito na China por Cong encontrou uma associacao significante
com a presenca de cdes em casa, e 0 contato com cées e gatos se configuram como fatores de
risco para Toxocara spp. (CONG, W et al., 2014). Outro estudo feito no Brasil encontrou
associacdo com contato com cdes e com um baixo status socioecondmico (SANTOS et al.,
2015).

Apesar de ndo encontrarmos associacdo entre ter animais de estimacéo e outras fontes
da infecgdo na populacgdo estudada, podemos dizer que, em Quinindé, tem muitos cdes de rua.

Estes eliminam seus ovos embrionados nos solos, facilitando o contagio direto com o ser

34



humano. Em Quinindé, ndo existe legislacdo alguma sobre o controle canino e h&d muitos céaes
nas ruas que acabam eliminando seus excretos em qualquer lugar. Existe uma alta populacéo
canina nas casas de Quinindé, onde nao existe um controle de vermifugacdo e as cadelas
emprenham frequentemente. As crias, em sua maioria, j& nascem infectadas com muitos
vermes, eliminando seus ovos no solo, que podem ser transmitido as pessoas da comunidade.
Provavelmente, a alta exposi¢do, os baixos niveis de higiene e a falta de saneamento basico
poderiam levar a alta soroprevaléncia.

O diagnostico no ser humano pela pesquisa de anticorpos 1gG anti-Toxocara spp. nao
é feito de rotina, por isso pessoas infectadas podem permanecer ndo diagnosticadas as larvas
de Toxocara spp. pode migrar nos tecidos do hospedeiro acidental por muitos periodos, e
permanecer vivas nos tecidos levando a continuo estimulo antigénico. Isto eleva os niveis da
IgG, bem como as reinfeccBes constantes que as pessoas estdo expostas, por nao existir
controle em animais de estimagéo.

A tendéncia da soroprevaléncia do Toxocara spp. ser alta ou baixa vai depender do
local onde os estudos foram realizados (zona urbana ou zona rural). Além disso, existe um
fator que poderia influenciar com maior frequéncia em paises desenvolvidos, como no caso
da migracdo global seja na rural, ou seja na area urbana (MACPHERSON, 2013). Existem
estudos que mostram que pessoas que moram em zonas urbanas ou rurais podem se contagiar
com o Toxocara spp., como é caso dos Estados Unidos, pais no qual pode-se encontrar
muitos emigrantes (WON et al., 2008).

Comparando as zonas de residéncias urbana as residéncias de zona rural de paises
desenvolvidos e em desenvolvimentos séo diferentes. Nossos resultados indicam que, a
maioria das mées soropositivas de nossa populagdo moram mais em areas urbanas, quando
comparado com a zona rural, observamos que existiu uma associa¢do negativa morar em zona
rural (OR Ajustada = 0,51; CI 95 % = (0,77-0,97). Uma possibilidade seria 0 nimero de
soropositivas que € menor na area rural; também as casas sdo dispersas e 0s animais de
estimacdo ficam fora das casas, e eliminam suas excretas mais longe das pessoas; outra
alternativa seria que Quinindé possui areas urbanas com caracteristicas de areas rurais, com
muito terreno baldio onde cdes e gatos defecam livremente, e o0 contagio aumenta

independente de morar em zona urbana ou rural.
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5.0 CAPITULO 2: Manuscrito 2

Titulo: Soroprevaléncia de toxocariase em criangas de 7 a 60 meses de idade; e analise da
cinética da soropositividade e associacdo com asma em Quinindé, Esmeraldas, Equador.
RESUMO

Introducdo: A infeccdo humana pelo Toxocara spp. (T. canis e T. catis) pode ocasionar
sindromes denominadas de toxocariase visceral (ou larva migrans visceral), toxocariase ocular
e a toxocariase oculta. Normalmente, a infeccdo humana se da pela ingestdo de ovos
embrionados presentes no solo, 4gua ou alimentos. Os seres humanos atuam como um
hospedeiro acidental de Toxocara canis e Toxocara cati. A soroprevaléncia de infec¢do por
Toxocara spp. ¢é elevada em paises tropicais, maior em criangas. Toxocara spp. pode ser um
fator de risco importante para asma em seres humanos. Objetivo: Investigar a soroprevaléncia
de anticorpos 1gG anti-Toxocara spp. em criancas dos 7 aos 60 meses, analisar a cinética da
infeccdo ao longo do tempo, avaliar possiveis fatores de risco da infeccdo, além de averiguar
uma possivel associacdo entre a soroposividade para IgG anti-Toxocara spp. com atopia e
asma em criancas de cinco anos. Métodos: A populacdo foi composta por 290 criancgas
estudadas em diferentes idades de 7 a 60 meses. As criangas fazem parte de um estudo de
coorte prospectivo realizado em Quinindé-Equador em 2005. Assim, utilizamos como
metodologia a aplicacdo de um questionario epidemiolédgico, as amostras de sangue foram
coletadas e a asma foi determinada através da presenca de sibilancia nos Gltimos 12 meses. A
soroprevaléncia de Toxocara spp. foi determinada por ELISA indireto, a anélise da
cronicidade da infeccdo foi feita com IgG de avidez, ambos foram realizados usando como
antigeno produtos excretores-secretores da larva de Toxocara canis. O ponto de corte do
ensaio foi de 0,273. Resultados: A soroprevaléncia de Toxocara spp. nas criangas de 7 meses
foi de 0,0%, aos 13 meses foi de 9,3%, aos 24 meses foi de 48,4%, aos 36 meses foi de 64,9%
e aos 60 meses de 80.9%. A andlise de incidéncia, a cada ano, nas crian¢as foi maior aos 24
meses com 36,2%. Todas as criangcas mostram infeccdo cronica. Os fatores de risco da
infeccdo por Toxocara spp. has criancas de 13 meses foi a presenca de cdes em casa (OR
Ajustada = 5,16 95% IC = 1,16 - 23,08). Aos 24 meses, presenca de cdes em casa (OR ajustada=
2,03 95% IC= 1,02-4,04) e a presenca de helmintos (OR ajustada= 2,40 95% IC = 1,08-5,37) sdo
fatores de risco para infecgdo por Toxocara spp. Aos 36 meses, ser do sexo masculino (OR
Ajustada= 1,70 95% IC =1,00 - 2,93), presenca de gato em casa (OR ajustada = 2,24 95% IC = 1,28-
3,93) e infeccBes helminticas (OR ajustada = 1,85 95% IC = 0,99-3,62) sdo fatores de risco para
infeccdo por Toxocara spp. Com 60 meses ser do sexo masculino (OR ajustada = 1,88 IC = 0,95-
3,70) e infecgdes helminticas (OR ajustada = 2,62 95% IC = 0,97-7,08) séo fatores de risco para
infecgdo por Toxocara spp. Os indices de eosinofilia acima de 4% foram de 13,3 % aos 13
meses; 34,6 % aos 24 meses; 45,0 % aos 36 meses e de 54,2 % aos 60 meses. A prevaléncia
de sibilo aos 60 meses foi de 19,1%, a de rinite foi de 17,4 %, de atopia a acaro foi de 13,1% e
a de atopia a qualquer alérgeno foi de 21,2%. Os resultados mostram que ndo houve
associacdo com os marcadores alérgicos. Conclusfes: As criangas do estudo comecam a
infectar-se com Toxocara spp. aos 13 meses de idade e vdo aumentando a prevaléncia ao
longo do tempo, chegando a uma prevaléncia elevada aos cinco anos, com 80,9%. A infecgédo
é cronica e os anticorpos persistem por longos periodos. N&o houve associagdo entre presenca
de sorologia positiva para Toxocara spp. € asma.

Palavras-chave: Asma. Fatores de risco. Incidéncia. Persisténcia. Soroprevaléncia.
Toxocariase.
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Seroprevalence of Toxocara spp. In children from 13 to 60 months of age and analysis of
infection Kkinetics and possible association with asthma in a population Quinindé-
Esmeraldas, Ecuador

SUMMARY

Introduction: Human infection with Toxocara spp. (T. canis and T. catis) can lead to
syndromes called visceral toxocariasis (or visceral larva migrans), ocular toxocariasis and
occult toxocariasis. Usually, the human infection occurs by ingesting embryonated eggs in
soil, water, or food. Humans act as an accidental host of Toxocara canis and Toxocara cati.
The seroprevalence of Toxocara spp. is high in tropical countries, higher in children.
Toxocara spp. may be an important risk factor for asthma in humans. Objective: To
investigate the seroprevalence of IgG antibodies to Toxocara spp. in children from 7 to 60
months, to analyze the kinetics of infection over time, to evaluate possible risk factors of the
infection and to investigate a possible association between seropositivity for anti-Toxocara
spp. 1gG with atopy and asthma in five-year-old children. Methods: The population was
composed of 290 children studied in different ages from 7 to 60 months. The children are part
of a prospective cohort study conducted in Quinindé-Ecuador in 2005. An epidemiological
questionnaire was performed, blood samples were collected and asthma was determined as the
presence of wheezing in the last 12 months. The seroprevalence of Toxocara spp. was
determined by indirect ELISA, analysis of infection chronicity was done with avidity 1gG,
both were performed using excretory-secretory products of Toxocara canis larvae as antigen.
The cut-off point of the test was 0.273. Results: The seroprevalence of Toxocara spp. in 7-
month-old children was 0.0%, at 13 months it was 9.3%, at 24 months was 48.4%, at 36
months was 64.9% and at 60 months was 80.9%. The incidence analysis, each year, in
children was higher at 24 months, with 36.2%. TAII children show chronic infection. The risk
factors for Toxocara spp. in children of 13 months was the presence of dogs at home
(adjusted OR = 5.16 95% CI = 1.16 - 23.08). At 24 months, presence of dogs at home
(Adjusted OR = 2.03 95% CI = 1.02-4.04) and presence of helminths (Adjusted OR = 2.40
95% CI = 1.08-5, 37) are risk factors for Toxocara spp. infection. At 36 months, to be male
(Adjusted OR = 1.70 95% CI = 1.00 - 2.93), cat presence at home (adjusted OR = 2.24 95%
Cl = 1.28-3, 93) and helminthic infections (Adjusted OR = 1.85 95% CI = 0.99-3.62) are risk
factors for Toxocara spp. infection. With 60 months being male (Adjusted OR = 1.88 CI =
0.95-3.70) and helminthic infections (Adjusted OR = 2.62 95% CI = 0.97-7.08) are risk
factors for Toxocara spp. infection. Eosinophilia rates above 4% were 13.3% at 13 months,
34.6% at 24 months, 45.0% at 36 months and 54.2% at 60 months. The prevalence of:
wheezing was 19.1%, rhinitis was 17.4%, atopy to mite was 13.1% and atopy to any allergen
was 21.2%. The results show that there was no association with allergic markers.
Conclusions: Children in the study got infected with Toxocara spp. at 13 months and
prevalence increase over time, reaching a high prevalence at five years, with 80.9%. The
infection is chronic and the antibodies persist for long periods. There was no association
between the presence of positive serology for Toxocara spp. and asthma.

Keywords: Asthma. Incidence. Persistence. Risk factors. Seroprevalence. Toxocariase.
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5.1 INTRODUCAO

A toxocariase humana € uma doenca de distribuicdo mundial que afeta todas as idades,
sendo mais vulnerdveis as criancas em idade escolar. Esta doenca é causada por larvas de
nematddeos do género Toxocara. As espéecies causais principais sdo T. canis e T. catis,
parasitos intestinais de cdes e gatos, respectivamente, sendo o homem um hospedeiro
paraténico e a doenca uma zoonose negligenciada (DESPOMMIER, 2003).

Os quadros clinicos da toxocariase depende da carga parasitaria, dos locais para quais
0 parasito migra e da resposta imune do hospedeiro. Os quadros clinicos reportados sao:
Larva Migras Visceral (LVM), Larva Migrans Ocular (LMO), toxocariase neuroldgica (NT) e
toxocariase assintomatica (AHN et al., 2014; MACPHERSON, 2013; ROLDAN et al., 2010).

O homem se infecta pela ingestdo de ovos e é um hospedeiro paraténico, e a larva ndo
completa seu ciclo, migrando pelos 6rgdos e sistemas por longos periodos, até mesmo anos,
excretando e secretando antigenos que imunomodulam o hospedeiro e induzem a producdo de
anticorpos que persistem por longos periodos (MAIZELS, 2013).

Estudos epidemiol6gicos mostram que ter cdes e gatos em casa € um fator de risco
para adquirir a doenca (MENDONCA et al., 2013). Além disso, existem relatos que ndo ha
associacdo com ter animais em casa, e a infeccdo pode ser adquirida em pragas, parques,
areias, solos contaminados ou por outra via, como alimentos como carnes pouco cozidas que
contém larvas de Toxocara spp. As criancas pequenas sdo as mais susceptiveis a infeccgéo,
porque brincam mais com os animais, além de terem maus hébitos higiénicos (CHOI et al.,
2012; FIALHO; CORREA, 2016; MANINI et al., 2012). A toxocariase tem uma distribuicao
cosmopolita com uma prevaléncia maior em paises em desenvolvimento da América, Africa e
Asia de clima tropical ou subtropical. Na América Latina a soroprevaléncia de Toxocara spp.
varia de 28,8 a 62,3% (MOREIRA et al., 2014). Em estudos epidemiolégicos realizados no
Brasil, a soroprevaléncia variou de 8,7% a 65,4%;(COLLI et al., 2010; CORREA, C. R. S;;
BISMARCK, 2010; FRAGOSO et al., 2011; MATTIA et al., 2012; MENDONCA et al.,
2013; NEGRI et al., 2013; SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2011). No Equador, existem
poucos estudos sobre a prevaléncia de Toxocara spp. Em um trabalho realizado em Quito, a
soroprevaléncia foi de 30% (TORRES; LOPEZ, 2004).

O método mais comumente utilizado para determinar anticorpos 1gG anti-Toxocara

spp. € o ELISA indireto, utilizando como antigenos fatores excretados/secretados por larvas
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do T. canis (DE SAVIGNY; TIZARD, 1977). Entretanto essa técnica ndo classifica se a
infecdo é recente ou tardia. Existem estudos clinicos usando a ELISA de avidez, e uma
técnica que ajuda a diferenciar infeccdo recente e crénica, mostrando que alta avidez indica
infeccdo crbnica e a baixa avidez indica infeccdo recente. Porém estas técnicas tém suas
limitagdes, pois ndo confirmam uma infeccdo recente (DZIEMIAN et al., 2008;
MENDONCA et al., 2013). Outra limitacdo desta técnica é que ela é uma espécie especifica,
a qual ndo se pode discernir qual a espécie de Toxocara envolvida na infeccédo
(MENDONCA et al., 2013).

As infecgOes parasitérias helminticas transmitidas atraves do solo afetam 2 bilhdes da
populagdo mundial, sendo os helmintos mais prevalentes Ascaris lumbricoides e Trichuris
trichiura. Essas infeccdes sdo mais prevalentes em lugares com pouco saneamento e onde 0
abastecimento de agua é limitado (ZIEGELBAUER et al., 2012). Hoje com a melhoria das
condigOes de saneamento no Brasil estas infecgdes sdo menos prevalentes (BARRETO, M. et
al., 2010). Assim a toxocariasis que ndo sofre a influéncia de saneamento, se tornou a
infeccdo por geohelminto mais frequente em prevaléncia e distribuicio mundial
(MACPHERSON, 2013).

Estudos mostram que infecBes por helmintos se associa com menos doengas alérgicas,
principalmente nas infecgdes cronicas devido a imunomodulagdo causada por estes parasitos
(ALCANTARA-NEVES, N. et al., 2014; MAIZELS, 2005). Entretanto alguns relatos em
criancas, mostraram que as infeccGes por Toxocara spp. podem aumentar as doencas alérgicas
(KANOBANA et al., 2013; PINELLI, E; ARANZAMENDI, 2012). Outros mostraram
auséncia da associacdo dessa infeccdo com alergia e asma (SHARGHI et al., 2001). Um
estudo do nosso grupo mostrou que a soropositividade para Toxocara Spp. Se associou com
menos hiper-reatividade cutdnea, com mais IgE anti-alérgenos, mas ndo se associou com
asma (MENDONCA et al., 2012).

Diante das controvérsias relatadas, propomos neste estudo investigar os fatores de
risco de aquisicdo da infeccdo por Toxocara spp. Além disso, temos o interesse em estudar a
cinética, da infeccdo em longo prazo no ser humano, e uma possivel associa¢do da infeccdo
com manifestaces alérgicas, como a atopia e asma, em uma populacdo de criancas de um
estudo de coorte desde o nascimento na cidade de Quinindé, na provincia de Esmeraldas,
Equador.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Populacéo do estudo

A populagdo da analise pertence a um estudo prospectivo desde 0 nascimento
chamado ECUAVIDA, que é formado por 2.404 recém-nascidos que foram recrutados no
Hospital Pedro Alberto Buffoni do distrito de Quinindé, na provincia de Esmeraldas, no
Equador. Eles foram recrutados durante o periodo de novembro de 2005 a dezembro de 2009
e o Projeto permanece em andamento. Os critérios de elegibilidade foram os seguintes: (1)
bebé saudavel com idade inferior a 14 dias; (2) coleta de amostra de fezes da mae; (3) a mée
ter 17 anos ou mais; (4) familia residente no distrito de Quinindé por pelo menos dois anos
com planos de permanecer por mais pelo menos trés anos. A area de estudo tem um clima
tropical, a temperatura média anual de 30°C e umidade relativa de 75%; altitude de até 200 m.
Quinindé é composto por uma populacdo com aproximadamente 150 mil habitantes que
vivem em trés cidades e seis povoados rurais. Sua economia € baseada em atividades
agricolas, principalmente do cultivo de palma africana, com acesso limitado a &gua potavel,

saneamento e servigos basicos.

5.2.1.1 Consentimentos e questionarios

Os pais ou responsadveis das criancas assinaram um termo de consentimento
informado. O protocolo foi aprovado pelos comités de ética do Hospital Pedro Vicente
Maldonado, Universidade San Francisco de Quito e Pontificia Universidade Catdlica do
Equador. O estudo est4 registrado como um estudo observacional (ISRCTN41239086). O
termo de consentimento incluiu autorizar e responder um questionario epidemioldgico e a
anélise de amostras de sangue das criangas coletadas nas diferentes idades.

As maes responderam a um questionario sobre dados demogréaficos, socioecondémicos
e caracteristicas do agregado familiar, além de suas historias obstétricas. Ap0s 0 nascimento
das criancas, foi administrado um questionario em espanhol com base no questionario da Fase
Il do International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) para coletar
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informacgBes sobre os fatores soOcio-demograficos, alergia e sintomas de asma. Os

questionarios foram realizados 7, 13, 24, 36 e 60 meses ap6s 0 nascimento das criangas.

5.2.1.2 Participantes do estudo

Foram estudadas criancas com as seguintes idades: 7, 13, 24, 36 e 60 meses de idade.

(Figura 1 do fluxograma).

Figura 1 — Fluxograma da selecdo da populag
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5.2.2 Definicdes de sibilancia e atopia

Os dados foram coletados por meio de questionarios. A sibilancia recente foi definido
como pelo menos um episddio de sibilos nos Gltimos 12 meses. Foram considerados atopicos,

todas as crianc¢as que tiveram o SPT com resposta positiva e pelo menos um alérgeno.

5.2.3 Testes de punctura cutanea

A sensibilizacdo alérgica foi medida nas criancas de 60 meses de idade usando testes
cutdneos com extratos de nove alérgenos (Greer Laboratories, Nuway Cir Lenoir, CN EUA)
1) acaros (HDM; Dermatophagoides pteronyssinus/ e D. farinae); 2) barata americana
(Periplaneta americana); 3) pelo de gato; 4) pelo de cées; 5) polen de gramineas (mistura de
grama); 6) fungos (novo mix do estoque de fungos); 7) ovo; 8) leite; 9) amendoim. Solugéo
salina e histamina foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. A
reacao foi observada depois de 15 minutos da aplicacdo dos alérgenos. O teste foi considerado
positivo quando o didmetro da papula apresentou 2 mm a mais do que o valor do controle

negativo.

5.2.4 Amostras sanguineas

Trés mL de sangue foram coletados de cada crianca nos diferentes periodos de 7, 13,
24, 36 e 60 meses de idade em tubos de pléstico (BD Vaccutainer, Plymouth, UK), contendo
heparina de sédio como anticoagulante. Ap6s contagem de eosinofilos, os tubos de sangue
foram centrifugados a 2.500 rpm por 10 minutos e o plasma foi transferido para tubos tipo
Eppendorf, devidamente etiquetados e mantidos em temperatura -20°C até a realizacdo dos

ensaios de ELISA para a determinacgéo de anticorpos 1gG anti-Toxocara spp.
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5.2.5 Amostras de fezes

As amostras de fezes para diagnosticar infeccbes por helmintos intestinais foram
coletadas nas diferentes idades 7, 13, 24, 36 e 60 meses de idade. Essas amostras foram
examinadas utilizando uma combinacdo de métodos, incluindo, exame direto de solugdo
salina, 0 método de Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972) e o método de
concentracdo de formol e acetato de etila (YOUNG et al., 1979). Uma amostra positiva foi

definida pela presenca de pelo menos um ovo em pelo menos um métodos de deteccao.

5.2.6 Obtencdes do antigeno excretorio/secretdrio de larvas de Toxocara canis

O antigeno TES foi preparado pelo método descrito por DE SAVIGNY (1975),
adaptado por Alcantara-Neves e colaboradores (ALCANTARA-NEVES, N. M. et al., 2008).
Os vermes adultos fémeas de Toxocara canis foram obtidos de filhotes ap6s o tratamento com
piperazina (180 mg/kg p.c.). Os ovos foram incubados numa solucdo de formalina a 2%, a
28°C e aerada diariamente durante 30 dias, até embrionamento posteriormente, a eclosdo dos
ovos foi induzida, com hipoclorito de s6dio & 5% e as larvas foram incubadas a 37°C, 5% de
CO2 em meio RPMI-1640 suplementado com gentamicina (0,2mg/ml) e anfotericina (2,5
ug/ml). A cada quatro dias, as larvas foram recuperadas e centrifugadas a 3.500 rpm por 10
minutos a 24°C; o sobrenadante contendo TES foi recolhido e adicionado inibidor de protease
(Fluoreto de fenilmesulfonamida (PMSF; Sigma, St. Louis, MO, EUA). A concentracdo do
antigeno foi realizada em camara fria a 4°C com filtro Amicon (Miliporecorporate, MA,
USA) com membrana permissiva para moléculas menores de 3000 KD). Em seguida, o
antigeno foi dialisado contra uma solucdo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS). A
determinacdo da concentracdo de proteina foi realizada utilizando o método de Folin Wu
(Lowry et al. 1951).
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Figura 2 — Obtencdo do antigeno excretorio/secretorio de T. canis. A) Vermifugagdo de cies; B) Fémeas gravidas de T. canis; C) Fixacdo e dissecacdo; D) Uteros
dissecados; E) Ovos de T. canis incubados em formol sob visualizagdo; F) Eclosdo dos ovos de T. canis; G) Separagdo das larvas. H) Cultura das larvas com RPMI; 1)
concentracdo do Ag TES; J) Dialise do antigeno excretado/secretado.
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5.2.7 Deplecéo de 1gG reativas a antigenos de Ascaris lumbricoides dos soros estudados

Os anticorpos 1gG anti-Ascaris lumbricoides que reagem cruzado com antigeno de T.
canis foram absorvidos dos soros apds incubacdo com antigeno somético de A. lumbricoides.
Para tal, os soros foram diluidos em tampdo de fosfato de sddio, 0,150 M, pH 7,4 (PBS)
contendo polietilenoglicol PEG 15.000 15% (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) e
0,1% de azida (Sigma Chemical Co. San Louis, MO, EUA). Em seguida os soros foram
homogeneizados por 30 minutos a 4°C e centrifugados a 8.500 rpm por 10 minutos; o
sobrenadante foi retirado livre de 1gG anti-A. lumbricoides.

5.2.8 Ensaios imunes enzimaticos

Microplacas de polietileno de 96 pogos foram sensibilizadas com antigeno excretério e
secretorio das larvas do Toxocara canis (TES) na concentracdo de 3.5 pg/ml, diluido em
tampdo carbonato/bicarbonato, pH 9,6 (100pul/poco) e incubadas overnight a 4°C. Os locais de
ligacdo livres foram blogueados com 10% de solucdo de soro fetal bovino diluido em
PBS/Tween-20 (SIGMA, San Louis, MO, USA) a 0,05% (PBS-T), por um periodo de uma
hora. Os soros foram diluidos a 1:1.000 em PBS/T contendo 2,5 % de soro fetal bovino
(GIBCO, América do Sul, Brasil) (PBS/T/SBF) e foi adicionado 100ul por poco.

Apds incubacdo e lavagens foi adicionado o anticorpo secundario anti-lgG humano
biotinilado (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA), diluido a 1/2.000 em PBS/T/SFB e as
placas foram incubadas. A revelacdo da reacdo foi feita com streptavidina-peroxidase
(Pharmigen San Diego, CA, USA), diluida a 1/1.000 em PBS/T/SFB 2,5 seguidas apos
incubacdo e lavagens seguido pela adicdo do cromdgeno (OPD, ortofenilenodiamina), (Sigma
Chemical Co. San Louis, MO, USA) na concentracdo de 0,05 mg/ml; a reacdo de parada com
25ul de H2SO4, 2 N e lida utilizando em leitor de ELISA, usando um comprimento de onda
de 450 nm. Todas as incubac6es foram realizadas a temperatura ambiente por 60 minutos com
excecdo do cromdgeno que foi incubado por 30 minutos.

O ponto de corte do ensaio (DO=0,273) foi calculado como a média da densidade
Optica, mais trés desvios padrdes das DOs dos soros de 10 maes e de criangas com menos de
2% de eosinofilos no sangue, com exames parasitologicos de fezes negativos e auséncia de

contato com cdes e gatos. Para determinar a avidez de ligacdo dos anticorpos ao antigeno,
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depois da incubacdo dos soros, uma duplicata do cada soro foi tratada com ureia 6 M (Ureia
Sigma Chemical Co. San Louis, MO, USA) diluida em PBS-T por um periodo de 10 minutos,
e em seguida, o ensaio foi continuado como referido acima. Para determinar o indice de
avidez de IgG anti-Toxocara spp., foi usado o célculo para indice de avidez relativa:
percentagem de reducdo (PR) = 100 - D.O. soros com ureia x 100/D.0O. dos soros sem ureia.
Um soro foi considerado de baixa avidez, quando o PR foi menor que 50% (DZIEMIAN et
al., 2008).

5.2.9 Andlise estatistica

Na andlise foram incluidas criancas que participaram do projeto desde os 7, 13, 24, 36
e 60 meses por separado com suas respetivas variaveis para cada idade e que tinham dados
completos. A incidéncia foi calculada para analisar os casos novos de infeccdo por Toxocara
spp. Esta foi medida com umas analises de frequéncias. As seguintes variaveis foram
estudadas como fatores de risco para a aquisi¢do da infecgdo por Toxocara spp.: Se a crianca
frequentava creches, escolaridade materna, presenca de cdes ou gatos em casa e infeccdes
helminticas, nas diferentes idades. Foi utilizada analise logistica, tendo a razdo de chance com
intervalo de confianca ao nivel de 95%, tanto na analise bivariada quanto na analise
multivariada. As variaveis com significancia estatistica menor que 20% na anélise bivariada
de cada grupo de idade por separado foram acrescentadas ao modelo multivariado.

Na andlise para a associacdo entre Toxocara spp. (exposicdo) e os resultados de
eosinofilia, sibilo, renitis, SPT acaro, SPT a qualquer alérgeno foram realizadas analises
univariadas e multivariadas, utilizando regresséo logistica. Em todos 0os modelos estatisticos,
as seguintes variaveis foram consideradas possiveis fatores de confusdo: género, escolaridade
materna, e infeccdo intestinal por helmintos. As andlises foram realizadas no software

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) verséo 19.0.

5.3 RESULTADOS

Foram estudadas criangas que pertencem a um estudo de coorte desde o nascimento. Aos 7,
13, 24, 36 e 60 meses de idade foram determinadas a soroprevaléncia, incidéncia dos
anticorpos IgG anti-Toxocara spp. nas diferentes faixas etarias alem de associar estes

resultados com fatores de risco para a infeccdo por este parasito. Além disso, foram
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investigadas possiveis associa¢es da soropositividade para Toxocara spp. com atopia e asma.
A prevaléncia da soropositividade dos anticorpos 1gG anti-Toxocara spp. nas diferentes faixas
etarias estudadas foram de: 0,0% aos 7 meses; 9,3% aos 13 meses; aos 24 meses a prevaléncia
foi de 48,4%; aos 36 meses foi de 64,9%; e aos 60 meses foi de 80,9%. (Figura 3).

Figura 3: Prevaléncia de anticorpos 1gG anti - Toxocara spp., em soros de criancas 7 a
60 meses com e sem ureia.
A)

100

80

60

40

% Prevaléncia.

20

El -em Urela
o Com Urea
1.5

-
=)

Absorbancia lgG
o
4]

0.0

Figura 3 A) Soroprevaléncia de anticorpos 1gG anti - Toxocara spp. de criancas de sete a 60 meses; B)
medianas das densidades dpticas dos soros das criangas soropositivas, antes e apds tratamento com ureia. *p <
0.05; ** p < 0.01, teste de Mann Whitney.
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A maioria das infec¢Oes detectadas ocorreram de forma crénica, uma vez que baixa
avidez foi encontrada apenas em soros de trés criancas, uma com 13 meses e duas com 60

meses (Figura 4).

Figura 4- Indice de avidez de IgG anti — Toxocara spp. em soro de criangas de 13 até 60
meses
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Figura 4- Indice de avidez de 1gG anti — Toxocara spp. em soro de criancas de 13 até 60 meses; linha indica
o indice avidez: 50 % ou mais indica infecgdo cronica. As barras horizontais indicam a mediana.
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As incidéncias por grupo de idade analisadas foram: 10,3 % aos 13 meses; 36,2% aos

24 meses; 19,3% aos 36 meses; 15,2% aos 60 meses (Figura 5).

Figura 5. Incidéncia de 1gG anti - Toxocara spp., em criancas de 7, 13, 24, 36 e 60 meses
de idade.

50

P
=

encia
£
=

F ]

% INnci
[ o |
[ |

10

7-13m 13-24m 24-36m 36-60m

Das 267 criancas estudadas aos 13 meses de idade, 225 com dados completos
participaram da analise; das 21 criangas soropositivas, 12 (10,9 %) eram de sexo masculino e
9 (7,8%) de sexo feminino; 12 (8,3%) das mdes estudaram até a escola primaria; 19 das
criangas (12,3%) tinham presenca de cées em casa; 7 (10,1%) tinham gato; e 3 (13,6%)
tinham infecgdo por helmintos e 3 (16,7%) frequentavam a creche. Para analisar a associagéo
entre as variaveis mencionadas e 0 Toxocara spp., utilizou-se analises univariada e

multivariada. Apenas a presenca de cdes em casa Se associou positivamente (OR ajustada = 5,16
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95 % CI1=1,16-23,08) com a soropositividade para Toxocara spp. nas criancas quando tinham
13 meses. (Tabela 1).

Aos 24 meses, foram analisadas 261 criancas dos quais 187 que tinham dados completos
participaram da analise; das 90 criancas soropositivas, 49 eram do sexo feminino (47,1%) e
41 do sexo masculino (49,4%); quanto ao nivel de educacdo das mées das criangas infectadas,
16 (40%) estudaram a escola secundéria, 61 (51,3%) estudaram até a priméaria e 13 (46,4)
eram mées analfabetas. Setenta e um criangas (53%) tinham cées em casa; 40 (56,3%) tinham
gatos; 22 (64,7%) infeccdes por helmintos e 11 (50,2%) frequentavam creche. Essas criancgas
tiveram como fator de risco de serem soropositivos para toxocariase, ter caes em casa (OR
Ajustada= 2,03 95% CI =1,02 - 4,04) e infeccdo por helmintos intestinais (OR ajustada = 2,40 95
% C1=1.08 - 5,37) (Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia das varidveis estudadas e suas associagdes com soropositividade de IgG anti-Toxocara spp. em

criancas de 13 e 24 meses de idade de um estudo do coorte no municipio de Quinindé - Equador no periodo de 2009 e 2014

1gG anti-Toxocara spp.

Fatores de risco N Positivo Negativo OR Bruta OR Ajustada
n (%) n (%) (1C 95%) (1C 95%)

13 Meses n=225 21 (9,3) 204 (90,7)

Sexo da crianca

Feminino 115 (51,1) 9(7,8) 106 (92,2) 1

Masculino 110 (48,9) 12(10,9) 98 (89,1) 1,44 (0,58 - 3,57) Fkk

Educacao materna

Secundaria 44 (19,6) 3(6,8) 41 (93,2) 1 1

Primaria 144 (64,0) 12 (8,3) 132 (91,7)  0,73(0,29 - 1,81) 1,29 (0,34 - 4,86)

Analfabeto 37 (16,4) 6 (16,2) 31 (83,8) 2,23 (0,80 — 6,20) 3,10 (0,70 — 13,72)

Presenga de cdes em casa

Né&o 70 (31,1) 2(2)9) 68 (97,1) 1 1

Sim 155 (68,9) 19 (12,3) 136 (87,7)  4,75(1,07 - 20,9) 5,16 (1,16 - 23,08)

Presenca de gato em casa

Né&o 156 (69,3) 14 (9,0) 142 (91,0) 1

Sim 69 (30,7)  7(10,1) 62 (89,9) 1,14 (0,44 - 2,98) ok

*Infec¢do por helmintos

Néo 203 (90,2) 18(8,9) 185 (91,1) 1

Sim 22 (9,8) 3 (13,6) 19 (86,4) 1,62 (0,44 - 6,02) Fkk

Creche

Né&o 207 (92,0) 18(8,7) 189 (91,3)

Sim 18 (8,0) 3(16,7) 15 (83,3) 2,10 (0,55 — 7,94) falada

24 Meses n=187  91(484) 97 (516) 82 g;c‘f/f;‘ O(F;glgu;g/i};’a

Sexo da crianga

Feminino 104 (55,6) 49 (47,1) 55 (52,9) 1

Masculino 83 (44,4) 41 (49,4) 42 (50,6) 1,10 (0,61 - 1,95) falake

Educacao materna

Secundéria 40 (21,4) 16 (40,0) 24 (60,0) 1

Primaria 119 (63,6) 61 (51,3) 58 (48,7) 1,41 (0,78 - 2,58) ERERES

Analfabeto 28 (15,0) 13 (46,4) 15 (53,6) 0,92 (0,41 - 2,06)

Presenca de cdes em casa

Né&o 53(28,3) 19(35,8) 34 (64,2) 1 1

Sim 134 (71,7) 71 (53,0) 63 (47,0) 2,02 (1,05 - 3,89) 2,03 (1,02 — 4,04)

Presenca de gato em casa

Né&o 116 (62,0) 50 (43,1) 66 (56,9) 1 1

Sim 71(38,0) 40(56,3) 31 (43,7) 1,70 (0,94 - 3,09) 1,42 (0,76 - 2,64)

*Infec¢do por helmintos

Né&o 153 (81,8) 68 (44,4) 85 (55,6) 1 1

Sim 34 (18,2) 22 (64,7) 12 (35,3) 2,29 (1,06 — 4,96) 2,40 (1,08 — 5,37)

Frequenta creche

Né&o 165 (88,2) 79 (47,9) 86 (52,1) 1 R

Sim 22 (11,8) 11(50,2) 11 (50,0) 1,09 (0,45 — 2,65)

*** Variaveis excluidas do modelo multivariado com um valor de p superior a 0,20

** Ajustadas por a variavel significante em cada idade.

* Andlise realizada com criangas que tinham todas as variaveis.
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Aos 36 meses foram estudadas 268 criancas, sendo analisadas 261 delas que tinham
dados completos. Destas 169 eram soropositivas para Toxocara spp., sendo 87 (71,3%) do
sexo masculino; 102 (62,6%) das mées estudaram até a escola primaria; 140 (67,0%) tinham
presenca de cdes em casa; 91 (74,6%) tinham gato em casa; 49 (76,6%), estavam infectadas
por helmintos; 27 (69,2%) frequentavam creches. Os seguintes fatores de risco para adquirir a
infeccdo por Toxocara spp: como ser do sexo masculino (OR ajustada = 1,70 95 % IC = 1,00-
2,93), presenga gatos em casa (OR ajustada= 2,24 95 % IC = 1,28-3,93). A variavel infeccéo por
helmintos se mostrou borderline (OR ajustada= 1,85 95 % IC = 0,99 - 3,62) (Tabela 2).

Aos 60 meses, foram estudadas 247 criancas; dentre as quais, 237 tinham dados
completos para a analise, sendo que dentro desta amostra, 191 foram soropositivas e 95
(85,6%) eram do sexo masculino; 126 (82,9%) as maes estudaram até a escola primaria; 174
(81,7%) tinham cées em casa; 154 (82,4 %) tinham presenca de gato em casa; e 49 (90,7%)
tinham alguma infeccdo por helmintos. As analises multivariadas nas criancas de sexo
masculino e infeccdo por helmintos demonstraram uma associagdo positiva borderline (OR
Ajustada = 1,88 95% IC = 0,95-3,70); (OR ajustada = 2,62 95% IC = 0,97-7,08) respectivamente
(Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia das varidveis estudadas e suas associagdes com soropositividade de IgG anti-Toxocara spp. em
criangas de 36 e 60 meses de idade de um estudo do coorte no municipio de Quinindé - Equador no periodo de 2009 e 2014

Concluséo

1gG anti-Toxocara spp.
Fatores de risco N Positivo Negativo OR Bruta OR Ajustada

n (%) n (%) (1IC 95%) (1C 95%)
36 Meses n=261 169 (64,8) 92 (35,2)
Sexo da crianga
Feminino 139 (53,3) 82 (59,0) 57 (41,0) 1 1
Masculino 122 (46,7) 87 (71,3) 35 (28,7) 1,73 (1,03 - 2,90) 1,70 (1,00 - 2,93)
Educacdo materna
Secundaria 51(19,5) 32(62,7) 19 (37,3) 1 1
Priméria 163 (62,5) 102 (62,6) 61 (37,4) 0,77 (0,45 - 1,31) 0,85 (0,43 - 1,68)
Analfabeto 47 (18,0) 35(74,5) 12 (25,5) 1,74 (0,85 - 3,55) 1,52 (0,61 —3,77)
Presenga de cdes em casa
Né&o 52(19,9) 29 (55,8) 23 (44,2) 1 1
Sim 209(80,1) 140 (67,0) 69 (33,0) 1,61(0,87 - 2,99) 1,11 (0,57 - 2,16)
Presenca de gato em casa
Né&o 139 (53,3) 78 (56,1) 61 (43,9) 1 1
Sim 122 (46,7) 91 (74,6) 31 (25,4) 2,20 (1,35 - 3,90) 2,24(1,28 - 3,93)
*Infec¢do por helmintos
Né&o 197 (75,5) 120 (60,9) 77 (39,1) 1 1
Sim 64 (24,5) 49 (76,6) 15 (23,4) 2,10 (1,10 - 4,00) 1,85 (0,99 - 3,62)
Creche
Né&o 222 (85,1) 142 (64,0) 80 (36,0)
Sim 39 (14,9) 27 (69,2) 12 (30,8) 1,27 (0,61 — 2,64) Fkk
60 Meses n=237  191(80,6) 46 (19,4) 82 g;c‘,‘/f)";‘ O(F;glgugg;f;’a
Sexo da crianga
Feminino 126 (53,2) 96 (76,2) 30 (23,8) 1 1
Masculino 111 (96,8) 95 (85,6) 16 (14,4) 1,85 (0,95 - 3,63) 1,88 (0,95 - 3,70)
Educacéo materna
Secundaria 45(19,0)  31(68,9) 14 (31,1) 1
Primaria 152 (64,1) 126 (82,9) 26 (17,1) 1,50 (0,77 - 2,87) EEE
Analfabeto 40 (16,9) 34 (85,0) 6 (15,0) 1,44 (0,57 - 3,68) ok
Presenca de cées em casa
Né&o 24 (10,1) 17 (70,8) 7 (29,2) 1
Sim 213(89,9) 174 (81,7) 39 (18,3) 1,84 (0,71 - 4,73) EERY
Presenca de gato em casa
Né&o 50 (21,1) 37 (74,0) 13 (26,0) 1 1
Sim 187 (78,9) 154 (82,4) 33 (17,6) 1,64 (0,79 - 3,42) 1,58 (0,74 - 3,36)
*Infec¢éo por helmintos
Nao 183(77,2) 142 (77,6)  41(22,4) 1 1
Sim 54 (22,8) 49 (90,7) 5(9,3) 2,83 (1,06 - 7,57) 2,62 (0,97 - 7,08)

*** Variaveis excluidas do modelo multivariado com um valor de p superior a 0,20

** Ajustadas por a variavel significante em cada idade.

* Andlise realizada com criangas que tinham todas as variaveis.
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Os resultados da associacdo da soropositividade para 1gG anti-Toxocara spp. com

eosinofilia nas diferentes idades estdo mostrados na tabela 3. Nas criancas de 13 meses houve

uma associagao positiva, porém sem significancia estatistica (OR ajustada 2,53 CI = 0,81- 7,88).

Nas criangas de 24, 36 e 60 meses houveram associacdes positivas estatisticamente
significantes (OR ajustada = 4,31 95 % CI = 2,19-8,47; OR ajustada = 3,13 95% IC=1,75-5,59; e
OR pjustada = 3,08(1,51-6,23) respectivamente.

Tabela 3 — Associagdo da infeccdo por Toxocara spp. com eosinofilia em criangas de 13, 24, 36 e 60 meses de
idade de um estudo do coorte no municipio de Quinindé — Equador.

*OR Ajustada com as seguintes varidveis: sexo, escolaridade materna, presenca de helminto

Eosinofilia
Toxocara N OR univariada OR multivariada
>=5% <5%
(IC95%) (IC 95%)

13 Messes N=225  30(13,3) 195 (86,7)

Negativo 204 (90,7) 25 (12,3) 179 (87,7) 1

Positivo 21 (9,3) 5(23,8) 16(76,2) 2,24 (0,75-6,64) 2,53 (0,81-7,88)
24 Meses ~ N=188 65 (34,6) 123 (65,4)

Negativo 97 (53,6) 19 (19,6) 78 (80,4) 1 1
Positivo 91 (48,4) 46 (50,5) 45 (49,5) 4,20 (2,19-8,02) 4,31 (2,19-8,47)
36 Meses  N=262 118 (45,0) 144 (55,0)

Negativo 92 (35,1) 24 (26,1) 68 (47,2) 1 1
Positivo 170 (64,9) 94 (55,3) 76 (44,7) 3,50 (2,01-6,10) 3,13 (1,75-5,59)
60 Meses  N=240  128(54,2) 108 (45,8)

Negativo 45(19,1) 15(32,6) 31(67,4) 1 1
Positivo 191 (80,9) 116(59,8) 78 (40,2) 3,07 (1,57-6,07) 3,08(1,51 —6,23)

Os resultados da anélises de soropositividade de IgG anti-Toxocara spp. com atopia,

rinite e sibilancia,

ndo demostrou associacdo estatisticamente significante entre a

soropositividade de IgG anti-Toxocara spp. e marcadores alérgicos nas criangas de 5 anos de

idade.
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Tabela 4 — Associacdo da infecgdo por Toxocara spp. com marcadores de atopia e alergia em criangas

de cinco anos de um estudo do coorte no municipio de Quinindé — Equador

Sibilo
Sim Na&o

Toxocara N=236 n (%) n(%)  OR Univariada *OR Multivariada

45(19,1)  191(80,9)  (IC 95%) (IC 95%)
Negativo 45(19,1) 10(22,2)  35(77,8) 1 1
Positivo ~ 191(80,9) 35(18,3) 156 (81,7) 0,78 (0,35-1,73) 0,86 (0,38 - 1,98)

Rinite

Toxocara  N=236 Sim Né&o

41 (17,4) 194 (82,6)
Negativo 45(19,1) 11(24,4) 34 (756) 1 1
Positivo 191 (80,9) 30 (15,7) 160 (84,3) 0,58 (0,26-1,26) 0,46 (0,20 -1,07)

SPT acaro

Toxocara  N=236 >=3mm <3mm

31(13,1) 205 (86,9)
Negativo 45 (19,1) 9 (20,0) 36 (80,0) 1 1
Positivo  191(80,9) 22(115)  169(885) 0,52 (0,22-1,22) 0,53 (0,22-1,28)

SPT qualquer alérgeno

Toxocara N=236 >=3mm < 3mm

50 (21,2) 186 (78,8)
Negativo 45(19,1) 10(22,2)  35(77.8) 1 1
Positivo 191 (80,9) 40 (20,9) 151 (79,1) 0,93 (0,42-2,03) 0,91(0,41-2,04)

*OR Ajustada com as seguintes variaveis: sexo, escolaridade materna, presenca de helminto.
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5.4 DISCUSSAO

A prevaléncia em geral de Toxocara spp. nos seres humanos € influenciada por um
grupo de variaveis que estdo ligadas ao nivel populacional, fatores ambientais, geogréaficos,
culturais e socioecondmicos, além de idade e sexo.

Neste contexto, nossa populacdo de estudo € de um distrito rural, em Quinindé, que
pertence a cidade de Esmeraldas, no Equador. O clima do local é tropical, tem servigos
basicos deficientes e a populacdo predominantemente de nivel socioecondmico baixo, 0 que
poderia favorecer a ocorréncia de diversos parasitos, inclusive T. canis e T. catis.

T. canis e T. catis afetam pessoas de diferentes idades, sendo que as crian¢as séo o
grupo etario com maior risco de infectar-se. Isto se deve ao fato delas brincarem em solos
contaminados, onde contém ovos embrionados do Toxocara spp., além de conviverem
proximo a animais domésticos. Além disso, a falta de cuidados na higiene facilita a
transmissao destes parasitos.

A populacdo analisada neste estudo incluiu criancas participantes de um estudo de
coorte longitudinal que acompanha estas criancas desde o nascimento. Foram analisadas
1.310 amostras de sangue de criancas em diferentes idades, aos 7,13, 24, 36 e 60 meses.
Observou-se que a soroprevaléncia encontrada na populagéo foi de 0,0% para as criangas de 7
meses; 9,3 % nos de 13 meses; 48,4% nos de 24 meses; 64,9 % nos de 36 meses e de 80,9 %
nas criancas de 60 meses.

Pode-se perceber que a soroprevaléncia foi alta, e similar a outros dados da literatura
reportados em outros paises em desenvolvimento com as mesmas carateristicas, como
caréncia de saneamento e baixo nivel socioeconémico.

Em um estudo realizado com criancas de seis meses a seis anos de idade em Santa
Ldcia (ilha caribenha) a soroprevaléncia de Toxocara spp. foi de 86% (THOMPSON et al.,
1986). Em outro estudo feito por Fu e colaboradores (FU, C. et al., 2014) em criangas de 7 a
12 anos nas llhas Marshall em Taiwan, encontrou-se uma soroprevaléncia de 86,75%. Na
Indonésia foi relatada uma prevaléncia de 84,6 % (HAYASHI et al., 2005). Um trabalho do
nosso grupo (SILVA et al., 2016), em criangas de uma cidade pequena no Nordeste do Brasil,
encontrou-se uma soroprevaléncia de 63,5%. Corroborando com nossos dados, pode-se
perceber que a prevaléncia de infeccdo por Toxocara spp., no Brasil é elevada, apesar de ser

uma doenca negligenciada e por ser assintomatica passa frequentemente despercebida.
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Observando os resultados da prevaléncia pode-se perceber que, a medida que a crianca
cresce, a soroprevaléncia aumenta, assim como a reatividade dos anticorpos anti-Toxocara,
indicando que a soroprevaléncia poderia ser acumulativa nas criancas. Isto talvez ocorre
porque os titulos de anticorpos anti-Toxocara spp., poderiam persistir com o passar do tempo
e apobs a infeccdo, porque as larvas do parasito nos hospedeiros acidentais podem permanecer
viaveis por longos periodos apés a infeccdo ou entdo pela ocorréncia de infeccdo sucessiva
(WON et al., 2008). Dados similares em algumas pesquisas mostram como se comporta 0s
anticorpos 1gG anti Toxocara ao longo do tempo. Em um estudo de pacientes clinicamente
diagnosticados com toxocariase, acompanhados por um periodo de 5 anos, observou-se que as
larvas podem sobreviver pelo menos 5 anos, indicando que a estimulacdo antigénica foi
suficiente para manter elevados os niveis de anticorpos por anos (CHIEFFI et al., 1995;
FENOQY et al., 1992; LESCANO et al., 2005) .

Pesquisas feitas com estudos transversais encontraram aumento da prevaléncia com o
passar da idade, mas ndo foram estatisticamente significante (LIAO et al., 2010)(SMITH et
al., 2009). As criancas de nosso estudo comecaram a se infectar aos 13 meses de idade. Uma
das explicacdes para as criancas se infectarem nesta idade seria porque as mées costumam
deixar as criangas no chdo para que este comece a engatinhar, além disso, levam suas maos
sujas a boca, assim poderiam ingerir ovos embrionados e infectar-se com Toxocara spp.,
proveniente de animais domésticos.

A amostra estudada pertence a um estudo longitudinal desde o nascimento, permitindo
uma melhor avaliacdo sobre a idade em que as criancas comecam a se infectar-se.
Comparando estes dados com outras pesquisas realizadas na Amazénia brasileira, observamos
a estratificacdo da idade em trés grupo etérios: 12 a 35 meses e 29 dias, 36 a 71 meses e 29
dias, e acima de 72 meses, e ndo se encontrou relacdo estatisticamente significante entre 0s
grupos de idade. A média etaria de maior prevaléncia foi de 6 anos e meio (FIGUEIREDO,
S. et al., 2005). Uma outra possibilidade é que nesta regido as criancas se infectam mais cedo
e 0 1° grupo, sendo de até 36 meses, ndo possibilitou observar a elevacdo da prevaléncia, a
outra possibilidade é que até ao momento de estratificar por idades e ndo se observa a subida
da prevaléncia.

Outro estudo feito na Amazonia, durante dois periodos diferentes do ano, encontrou
que a faixa etaria mais prevalente era a de criancas maiores de 60 meses (OLIART-
GUZMAN et al., 2014). Nosso trabalho corrobora este estudo, uma vez que criancas de 60

meses de nossa populacdo de estudo foram as mais soropositivas para Toxocara spp., com
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uma prevaléncia de 80,1%; isto se deve provavelmente ao fato de que elas brincam com maior
frequéncia em ambientes contaminados com ovos embrionados, justamente pelo fato de terem
casas com quintal de terra e habitos de geofagia. Considerando que os fatores como pobreza e
falta de higiene levam a um risco maior de infectar-se (MACPHERSON, 2013;
SCHOENARDIE, E. R. et al., 2013). Outros estudos indicam que criangas com idade inferior
a 10 anos sdo mais suscetiveis a ter infec¢do por Toxocara spp. (MANINI et al., 2012).

A grande maioria dos estudos feitos para a pesquisa de anticorpos IgG anti-Toxocara
sdo estudos transversais. Estes estudos ndo nos permitem ver 0 momento em que ocorre a
infeccdo pelo Toxocara spp., nem ver a taxa de incidéncia da soropositividade.

Em um estudo feito em 138 moradores de trés municipios de Campinas Brasil o0s
participantes foram avaliados em dois anos consecutivos, para comparar a soropositividade de
anticorpos anti-Toxocara spp. Entre os dois anos consecutivos da pesquisa, foi possivel
detectar uma taxa anual de incidéncia de 12 (17,9%), dos quais oito eram menores de 10 anos
(ANARUMA FILHO et al., 2003). Existem poucos estudos medindo a incidéncia de
anticorpos anti-Toxocara spp. no decorrer dos anos.

Nosso estudo propde detectar em que idade aparecem casos novos através de analises
de incidéncia em diversas faixas etarias e na mesma mostra de estudo. Isto nos permitiu
determinar a taxa de incidéncia da infeccdo do Toxocara spp. e analisarmos os fatores de risco
para obtengéo da infeccdo nas criangas aos 7, 24, 36 e 60 meses. Observamos que a taxa anual
de incidéncia da infeccdo desse grupo de estudo foi maior aos entre 0s 13 e 24 meses (36,2%).
Possivelmente devido a idade em que as criancas comegcam a brincar em lugares
contaminados com ovos embrionados de Toxocara spp.

Existem poucos estudos na literatura sobre o comportamento e a persisténcia de
anticorpos de Toxocara depois de uma infeccdo, este indicativo poderia ajudar a analisar se as
altas prevaléncias de Toxocara spp. sdo causadas por anticorpos que persistem por longos
periodos ou por causa das reinfec¢des (WON et al., 2008).

A populagdo estudada em diferentes periodos de idade nos permitiu analisar a
persisténcia dos anticorpos 1gG anti-Toxocara e os resultados observados foram que os
anticorpos de Toxocara spp. persistem por longos periodos. Observou-se que as criangas aos
13 meses comegam a infectar-se, 0s anticorpos continuam até os 5 anos de idade e a taxa de
persisténcia mais alta por ano analisada foi de 45,9% no periodo de 24 a 60 meses. Além
disso a medida que a crianca cresce vai aumentando a concentracdo do anticorpo de forma

ascendente. Estes dados concordam com pesquisas realizadas anteriormente por FENOY et
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al., (1992), ao realizar um estudo clinico de toxocariase em criangas por um periodo de 5
anos, que apresentaram niveis de imunoglobulinas anti-Toxocara elevados.

Sobre as andlises de fatores de risco e Toxocara spp. quanto a variavel sexo, ha
pesquisas que mostram que o sexo masculino é mais infectado. A causa mais frequente é
devido ao habito deles brincarem mais fora de casa favorecendo um maior contato com o solo
contaminado de ovos embrionados comparado com as criangas do sexo feminino. Nosso
estudo corrobora esses achados. Quando analisamos as criangas por faixas etarias, nas
criancas de 36 meses encontrou-se uma associacdo positiva estatisticamente significante na
analise multivariada (ORajustada = 1,70 95% IC = 1,00-2,93) enquanto que na faixa etéaria de 60
meses, em ambas analises a associacdo positiva foi borderline (OR ajustada = 1,88 95% IC =
0,95-3,70 e respectivamente).

Um fator de risco muito importante para a infeccdo causada por Toxocara spp. € 0
contato com cdes e gatos nas casas, ja que eles sdo as fontes da infeccdo (SCHNIEDER,;
LAABS; WELZ, 2011; STRUBE; HEUER; JANECEK, 2013). Estudos feitos em Salvador
por nosso grupo demonstraram que o contato intradomiciliar com estes animais representam
um risco para ter soropositividade para Toxocara spp. (MENDONCA et al., 2013; SILVA et
al., 2016).

Nesta pesquisa, utilizou-se a variavel presenca de cdes e de gato, dentro ou fora das
casas, e 0s resultados das analises mostram que ter contato com cdes aos 13 meses mostrou
uma associacao significante (OR .justda= 5,16 95% IC =1,16-23,08), aos 24 meses também
mostrou significancia, mas na analise (OR ustasa=2,03; IC 1,02-4,04), aos 36 meses, ndo teve
relacdo com cées, mas sim com presenca de gato (OR = 4justada 2,24 95 % I1C =1,28-3,93); e aos
60 meses ndo houve associacao.

Podemos observar também neste estudo que existe uma associagdo significante entre
ter contato com gatos nas casas e a infeccdo por Toxocara spp., outros estudos encontram
associacdo similar (FRAGOSO et al., 2011; SILVA et al., 2016).

Com estes resultados, podemos dizer que eles se infectaram pela presenca de cdes ou
gato nas casas 0s quais eliminam ovos embrionados nos solos das casas facilitando a
contaminacdo as criancas aos 13 meses, e nesta idade comecaram a se infectar, a causa
provavelmente foi ter esses dois animais de estimagdo em suas residéncias e uma outra
possibilidade é que, com o passar 0s anos, as criancas ja estiveram infectadas. Provavelmente,

0s anticorpos presentes nas idades das criangas restantes sejam por acumulagéo dos titulos dos
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anticorpos de Toxocara spp. que poderiam persistir por um longo tempo, e por essa razéo nao
observamos em todas as idades associagdo com as variaveis presenca de cdes ou gato.

Outra possibilidade de adquirir Toxocara spp. seria que as crian¢as que Sao maiores
saem de casa e se infectam brincando nos parques, ou em nas ruas, casas de vizinhos etc.
Além disso, ter contato com ovos embrionados presentes na pelagem dos cées seria outra
forma de contagio e de transmissdo, a crianca poderia adquirir o Toxocara spp., desta forma,
ndo é necessario ter o animal para poder se contagiar, tornando-se uma via de transmissao
pouco usual, mas possivel de acontecer conforme reportam algumas pesquisas. (AMARAL et
al., 2010)(EL-TRAS; HOLT; TAYEL, 2011).

As larvas de Toxocara spp. nos hospedeiros acidentais migram por alguns 6rgéaos e
causam respostas inflamatorias, uma destas respostas tem sido associada a uma elevada
eosinofilia (FAN; LIAO; CHENG, 2013; MENDONCA et al., 2012; PINELLI, E;
ARANZAMENDI, 2012). Nas criancas estudadas em diferentes idades neste trabalho,
observa-se que existe uma associacao significativa na presenca de anticorpos anti-Toxocara
spp. com eosinofilia. Aos 24 meses, teve uma associacao significante no modelo multivariado
com uma OR gjustada = 4,31 95% IC = 2,19-8,47); aos 36 meses também, com uma OR ajustada =
3,13 95 % IC = 1,75-5,59) e aos 60 meses também, com uma OR gjustada = 3,08 95% IC =
1,51- 6,23).

Estes dados confirmam que a toxocariase pode causar eosinofilia, como ja
mencionado em pesquisas anteriores (MENDONCA et al., 2012; ROLDAN et al., 2008). Isto
se deve ao fato de que os helmintos suscitam a producdo de eosinofilos. Os eosinofilos
evoluiram como sistema de defesa especifico contra os estagios teciduais de helmintos que
por serem grandes ndo podem ser fagocitados por células do sistema fagocitario. Nos casos de
toxocariase a eosinofilia é devido ao aumento da atividade de linfécitos de perfil Th2 e
diminuicdo daqueles de perfil Thl. A acdo da interleucina 4 amplifica a producéo de IgE e
interleucina 5 facilita o crescimento e diferenciacdo de eosinéfilos (BOJANICH; ALONSO;
JOSE, 2006).

Quando analisamos a associagé@o entre soropositividade para IgG anti-Toxocara spp.
com a variavel infecgdo por helmintos nas criangas, observamos que hé associagdo positiva na
analise univariada para todas as faixas etaria, mas na analise multivariada h& associagéo
positiva e significante (aos 24 meses) e borderline (aos 36 e 60 meses). Esta associacdo se
explica devido a estes parasitos terem em modo de transmissdo em comum como ser através

de ovos, serem geohelmintos e ocorrerem em ambientes similares.
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A escolaridade da mée neste caso representa um marcador de pobreza e é um fator de
risco independente para infec¢do por Toxocara spp. Nas criangas estudadas, ndo se encontrou
associacdo com escolaridade da mée, ou seja, ter terminado a escola secundaria ou ter
primaria incompleta ndo influenciou. Independentemente deste fator, seus filhos se

infectavam com Toxocara spp.

Na nossa amostra ndo foi encontrada associacdo significativa entre a presenca de
sorologia positiva para Toxocara spp. e um historico de asma ou outras manifestacdes
alérgicas, como atopia rinite e sibilancia. Uma possibilidade seja devido a que a prevaléncia
nessa idade é alta e dos marcadores de asma é pequena, alta prevaléncia encontrada dificultou

as analises logisticas, diminuindo seu poder.
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6.0 CONCLUSAO GERAL

A toxocariase € uma zoonose comum e afeta seres humanos. Estudos mostram que a
exposicdo ao parasita é frequente, afetando todas as idades, com uma prevaléncia maior em
criancas de paises tropicais e subtropicais.

Concluindo, o presente estudo sobre a soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-
Toxocara spp. em mulheres gravidas, soro de corddo umbilical, e criancas de 7 meses, nos
indica que é alta a infeccdo pelo Toxocara spp. Podemos observar que as maes se infectaram
no passado, mostrando uma ELISA de alta avidez. Nao foi observada a transmissdo vertical
do Toxocara spp. ja que os anticorpos IgG anti — Toxocara spp. observados no soro cordédo
eram da méae transmitidos pela placenta e indica protecdo até os sete meses de idade. Os
anticorpos presentes no corddo umbilical desapareceram observando os resultados negativos
nas criancas analisadas aos 7 meses de idade.

Na anélise sobre associacdo entre Toxocara spp. e fatores de risco neste grupo de
estudo, foi encontrada uma associacdo negativa, morar em zona rural é um fator de protecdo

para a infecgdo por Toxocara spp.

Foi percebido que As criangas estudadas comegam a infectar-se aos 13 meses de idade
e a prevaléncia aumenta com a idade se tornando alta, chegando aos niveis mais altos como 0s
anticorpos da mée; provavelmente devido a uma maior exposicdo a ambientes contaminados
com ovos de Toxocara spp. as criancas aos 24 meses tém uma maior incidéncia de ter
anticorpos de IgG anti - Toxocara spp. a persisténcia dos anticorpos e a alta prevaléncia nas

idades maiores encontradas no nosso estudo seriam, talvez, pelas reinfec¢des constantes.

Os fatores de risco para a infeccdo por Toxocara canis estdo intimamente relacionadas
com contato com, cdes e gatos sendo estes uma das fontes principal transmissora da
toxocariase. Criangas de sexo masculino sdo mais propicios para contagiar-se com Toxocara

spp. devido aos habitos comportamentais de brincar.

O Toxocara spp. é um importante indutor do aumento de eosinofilos nas criancas

soropositivos para esta infeccao.

A auséncia de associacdo entre a infeccdo pelo Toxocara spp. e teste cutaneo,
sibilancias, rinite deve-se provavelmente a alta prevaléncia encontrada de Toxocara spp.

dificultando as analises logisticas, diminuindo o poder do estudo.

(o))



7.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHN, S. et al. Clinical Features and Course of Ocular Toxocariasis in Adults. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 8, n. 6, p. 5-12, 2014.

ALCANTARA-NEVES, N. et al. Effects of helminth co-infections on atopy, asthma and
cytokine production in children living in a poor urban area in Latin America. BMC Research
Notes, v. 7, n. 1, p. 817, 2014.

ALCANTARA-NEVES, N. M. et al. The effect of single and multiple infections on atopy and
wheezing in children. Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 129, n. 2, p. 359—
367.e3, fev. 2012.

ALCANTARA-NEVES, N. M. et al. An improved method to obtain antigen-excreting
Toxocara canis larvae. Experimental Parasitology, v. 119, n. 3, p. 349-351, 2008.

AMARAL, H. et al. Presence of Toxocara canis eggs on the hair of dogs: A risk factor for
Visceral Larva Migrans. Veterinary Parasitology, v. 174, n. 1-2, p. 115-118, 2010.

AMU, S. et al. Regulatory B cells prevent and reverse allergic airway inflammation via
FoxP3-positive T regulatory cells in a murine model. Journal of Allergy and Clinical
Immunology, v. 125, n. 5, p. 1114-1124.e8, 2010.

ANARUMA FILHO, F. et al. Human toxocariasis: Incidence among residents in the outskirts
of Campinas, State of Sdo Paulo, Brazil. Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo Séo Paulo, v. 45, n.
5, p. 293-294, 2003.

ARANZAMENDI, C.; SOFRONIC-MILOSAVLIEVIC, L.; PINELLI, E. Helminths:
Immunoregulation and inflammatory diseases - Which side are trichinella spp. and toxocara
spp. on? Journal of Parasitology Research, v. 2013, 2013.

ARCHELLI, S.; KOZUBSKY, L. Toxocara y Toxocariosis. Acta Bioquimica Clinica
Latinoamericana, v. 42, n. 3, p. 379-385, 2008.

ASHER, M. I. et al. International study of asthma and allergies in childhood (ISAAC):
Rationale and methods. European Respiratory Journal, v. 8, n. 3, p. 483-491, 1995.

AVILA, L. et al. Registro Da Transmissdao Vertical Em Camundongos Balb/C Com
Toxocarose Cronica. VITTALLE - Revista de Ciéncias Da Saude, v. 21, n. 1, p. 9-14,
2009.

BARRETO, M. et al. Impact of a citywide sanitation program in Northeast Brazil on
intestinal parasites infection in young children. Environmental Health Perspectives, v. 118,
n. 11, p. 1637-1642, 2010.

BARRETO, M. L. et al. Poverty, dirt, infections and non-atopic wheezing in children from a
Brazilian urban center. Respiratory research, v. 11, n. 1, p. 167, 2010.

70



BEAVER, P. C. Larva migrans. Experimental Parasitology, v. 5, n. 6, p. 587-621, 1956.

BERROCAL, J. Prevalence of Toxocara canis in babies and in adults as determined by the
ELISA test. Transactions of the American Ophthalmological Society, v. 78, n. Fig 1, p.
376-413, 1980.

BOJANICH, M. D. L. A.; ALONSO, M. V; JOSE, M. Efecto de la exposicion a Toxocara
canis en pacientes con asma bronquial . Universidad Nacional Del Nordeste, 2006.

BUIJS, J.; LOKHORST, W.; et al. Toxocara canis - induced murine pulmonary
inflammation : analysis of cells and proteins in lung tissue and bronchoalveolar lavage fluid.
Parasite immunology v. 16, p. 1-9, 1994,

BUNS, J.; BORSBOOM, G.; et al. Toxocara seroprevalence in 5-year-old elementary
schoolchildren: relation with allergic asthma. American journal of epidemiology, v. 140, n.
9, p. 839-847, 1994.

CAMILLO, L. et al. Efeito de bioterapico na eosinofilia durante a SLMV experimental.
Journal of Basic and Applied Pharmaceutical Sciences Ver. v. 35, n. 4, p. 701-708, 2014.

CARVALHO, E. A,; ROCHA, R. L. Toxocariasis: visceral larva migrans in children. J
Pediatr (Rio J), v. 87, n. 2, p. 100-110, 2011.

CASANOVA, L. D. Concentragdes sericas de imunoglobulinas em sangue do funiculo
umbilical e em sangue materno. Acta Cirargica Brasileira. v. 18, n. 2, p. 159-166, 2003.

CHAN, P. W. et al. Toxocara seroprevalence and childhood asthma among Malaysian
children. Pediatrics International, v. 43, n. 4, p. 350-353, 2001.

CHAVEZ-GUITRON, L. et al. The in vitro effect of prolactin on the growth, motility and
expression of prolactin receptors in larvae of Toxocara canis. Veterinary Parasitology, v.
224, p. 33-38, 2016.

CHEN, J. et al. Canine and feline parasitic zoonoses in China. Parasites & Vectors, v. 5, n.
152, p. 1-8, 2012.

CHIEFFI, P. et al. Persistence of specific antibody response in different experimental
infections of mice with Toxocara canis larvae. Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo S&o Paulo, v.
37,n. 3, p. 187-190, 1995.

CHOI, D. et al. Transmission of Toxocara canis via ingestion of raw cow liver: A cross-
sectional study in healthy adults. Korean Journal of Parasitology, v. 50, n. 1, p. 23-27,
2012.

COLLI, C. et al. Serological, clinical and epidemiological evaluation of toxocariasis in urban
areas of south Brazil [Avaliacdo soroldgica, clinica e epidemioldgica da toxocariase em areas
urbanas do sul do Brasil. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo, v. 52, n. 2, p. 75-81, 2010.

CONG, W. et al. Toxocara seroprevalence among clinically healthy individuals, pregnant
women and psychiatric patients and associated risk factors in Shandong Province, Eastern

71



China. PLoS neglected tropical diseases, v. 8, n. 8, p. 3082, 2014.

COOPER, P. J. et al. Cohort Profile: The Ecuador Life (ECUAVIDA) study in Esmeraldas
Province, Ecuador. International Journal of Epidemiology, v. 44, n. 5, p. 1517-1527, 2015.

COOPER, P. J. et al. Effects of maternal geohelminth infections on allergy in early
childhood. Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 137, n. 3, p. 899-906.e2, 2016.

COOPER, P. J. UKPMC Funders Group Interactions between helminth parasites and allergy.
Allergy, v. 9, n. 1, p. 29-37, 2009.

CORREA, C. R. S.; BISMARCK, C. M. Toxocariasis: Incidence, Prevalence and the Time
Serum remains Positive in School Children from Campinas, SP, Brazil. Journal of Tropical
Pediatrics, v. 56, n. 3, p. 215-216, 2010.

CORREA, J.; ZULIANI, A. Immunity related to allergic response at the beginning of life.
Jornal de Pediatria, v. 77, p. 441-446, 2001.

DAMIAN, M. M. et al. Frequiéncia de anticorpo anti-Toxocara canis em comunidade do Rio
Uatuma, no Estado do Amazonas. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
v. 40, n. 6, p. 661-664, 2007.

DATTOLLI, V. C. C. et al. Toxocara canis infection is associated with eosinophilia and total
IgE in blood donors from a large Brazilian centre. Tropical medicine & international
health: TM & IH, v. 16, n. 4, p. 514-517, 2011.

DE SAVIGNY, D. .; TIZARD, 1. . Toxocaral larva migrans: the use of larval secretory
antigens in haemagglutination and soluble antigen fluorescent antibody tests. Transactions of
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 71, n. 6, p. 501-507, jan. 1977.

DE SAVIGNY, D. H. In vitro maintenance of Toxocara canis larvae and a simple method for
the production of Toxocara ES antigen for use in serodiagnostic tests for visceral larva
migrans. The Journal of parasitology, v. 61, n. 4, p. 781-2, 1975.

DESPOMMIER, D. Toxocariasis : Clinical Aspects , Epidemiology , Medical Ecology , and
Molecular Aspects Toxocariasis . Society, v. 16, n. 2, p. 265-272, 2003.

DIAZ-SUAREZ, O. et al. Seroepidemiologia de la toxocariasis en una comunidad indigena
yucpa de la Sierra de Perija al occidente de Venezuela. Kasmera, v. 38, n. 2, p. 138-146,
2010.

DUTRA, G. F. et al. Evaluation of the initial and chronic phases of toxocariasis after
consumption of liver treated by freezing or . Parasitol Res, v. 112 p. 2171-2175 n. March,
2013.

DZIEMIAN, E. et al. Determination of the relative avidity of the specific IgG antibodies in
human toxocariasis. Parasite Immunology, v. 30 p. 187-190, 2008.

EL-TRAS, W.; HOLT, H.; TAYEL, A. Risk of Toxocara canis eggs in stray and domestic
dog hair in Egypt. Veterinary Parasitology, v. 178, n. 3-4, p. 319-323, 2011.
72



ESPINOZA, Y. A. et al. Seroprevalence of human toxocariasis in andean communities from
the Northeast of Lima, Peru. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v.
52,n.1, p. 31-36, 2010.

FAN, C. K.; LIAO, C. W.; CHENG, Y. C. Factors affecting disease manifestation of
toxocarosis in humans: Genetics and environment. Veterinary Parasitology, v. 193, n. 4, p.
342-352, 2013.

FENOY, S. et al. Persistence of immune response in human toxocariasis as measured by
ELISA. International Journal for Parasitology, v. 22, n. 7, p. 1037-1038, 1992.

FERNANDO, D. et al. Toxocara seropositivity in Sri Lankan children with asthma.
Pediatrics International, NULL, v. 51, n. 2, p. 241-245, 20009.

FERREIRA, M. U. et al. Bottle feeding and exposure to toxocara as risk factors for wheezing
illness among under-five Amazonian children: A population-based cross-sectional study.
Journal of Tropical Pediatrics, NULL, v. 53, n. 2, p. 119-124, 2007.

FIALHO, P. M. M.; CORREA, C. R. S. A systematic review of toxocariasis: A neglected but
high-prevalence disease in Brazil. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v.
94, n. 6, p. 1193-1199, 2016.

FIGUEIREDO, C. A. et al. Does IFN-y play a role on the pathogenesis of non-atopic asthma
in Latin America children? Allergy, Asthma, and Clinical Immunology : Official Journal of
the Canadian Society of Allergy and Clinical Immunology, v. 8, n. 1, p. 18, 2012.

FIGUEIREDO, S. et al. Estudo clinico-epidemioldgico da toxocariase em populacéo infantil.
Jornal de Pediatria, v. 81, n. 2, p. 126-132, 2005.

FINSTERER, J.; AUER, H. Parasitoses of the human central nervous system. J Helminthol,
v. 87, n. 3, p. 257-270, 2013.

FRAGOSO, R. et al. Anti-Toxocara antibodies detected in children attending elementary
school in Vitoria, State of Espirito Santo, Brazil: prevalence and associated factors. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 44, n. 4, p. 461466, 2011.

FU, C. et al. Seroepidemiology of Toxocara Canis infection among primary schoolchildren in
the capital area of the Republic of the Marshall Islands. BMC Infectious Diseases, v. 14, n. 1,
p. 261, 15 dez. 2014.

GEIGER, S. M. et al. Cellular responses and cytokine profiles in Ascaris lumbricoides and
Trichuris trichiura infected patients. Parasite Immunology, v. 24 n. February, p. 499-509,
2002.

RIVAROLA, C. et al. Toxocara Canis en Poblacion Pediatrica Rural. Pediatr (Asuncion),
v. 36, n. 2, p. 122- 126, 2009

GLOBAL ASTHMA NETWORK. The Global Asthma Report 2014. [S.I: s.n.], 2014. v. 5.

HABLUETZEL, A. et al. An estimation of Toxocara canis prevalence in dogs, environmental
73



egg contamination and risk of human infection in the Marche region of Italy. Veterinary
Parasitology, v. 113, n. 3-4, p. 243-252, 2003.

HAYASHI, E. et al. The high prevalence of asymptomatic Toxocara infection among
schoolchildren in Manado, Indonesia. Southeast Asian Journal of Tropical Medicine and
Public Health, v. 36, n. 6, p. 1399-1406, 2005.

HEUKELBACH, J.; FELDMEIER, H. Epidemiological and clinical characteristics of
hookworm-related cutaneous larva migrans. The Lancet Infectious Diseases. [S.l: s.n.]. ,
2008

HOSOKI, K. et al. Analysis of a Panel of 48 Cytokines in BAL Fluids Specifically Identifies
IL-8 Levels as the Only Cytokine that Distinguishes Controlled Asthma from Uncontrolled
Asthma, and Correlates Inversely with FEV1. PloS one, v. 10, n. 5, p. 0126035, 26 maio
2015.

HUAPAYA H, P. et al. Toxocariosis humana: ¢problema de salud publica? Human
toxocariosis: a public health problem? An Fac med, v. 70, n. 4, p. 283-90, 2009.

IGNACAK, A. et al. Prolactin - Not only lactotrophin a “new” view of the “old” hormone.
Journal of Physiology and Pharmacology, v. 63, n. 5, p. 435-443, 2012.

JIN, Z.; AKAO, N.; OHTA, N. Prolactin evokes lactational transmission of larvae in mice
infected with Toxocara canis. Parasitology International, v. 57, n. 4, p. 495-498, 2008.

JOHANSSON, S. G. O. et al. Revised nomenclature for allergy for global use: Report of the
Nomenclature Review Committee of the World Allergy Organization, October 2003. Journal
of Allergy and Clinical Immunology, v. 113, n. 5, p. 832-836, 2004.

KANOBANA, K. et al. Toxocara seropositivity, atopy and asthma: A study in Cuban
schoolchildren. Tropical Medicine and International Health, v. 18, n. 4, p. 403—406, 2013.

KATZ, N.; CHAVES, A.; PELLEGRINO, J. A simple Devive for quantitativa stool Thick-
smear technique in shistosomiasis mansoni. Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo, v. 14, n. 6, p.
397 - 400 Novembro, 1972.

KENNEDY, M. W. et al. Species???specific and common epitopes on the secreted and
surface antigens of Toxocara cati and Toxocara canis infective larvae. Parasite Immunology,
v. 9, n. 4, p. 407-420, 1987.

KRISTOFFERSEN, E. K. Placental Fc receptors and the transfer of maternal IgG.
Transfusion Medicine Reviews, v. 14, n. 3, p. 234-243, 2000.

KROTEN, A. et al. Environmental contamination with Toxocara eggs and seroprevalence of
toxocariasis in children of northeastern Poland. Parasitology Research, v. 115, n. 1, p. 205—
209, 2016.

LAI, C. K. W. et al. Global variation in the prevalence and severity of asthma symptoms:
phase three of the International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC).
Thorax, v. 64, n. 6, p. 476-483, 2009.

74



LEE, A. C. Y. et al. Epidemiologic and zoonotic aspects of ascarid infections in dogs and
cats. Trends in Parasitology, v. 26, n. 4, p. 155-161, 2010.

LEE, K. T.; MIN, H.; SOH, C. Migration of toxocara canis larvae in experimentally
infected. The journal of parasitology, v. 62, n. 3, p. 460-465, 2015.

LESCANDO, S. et al. Anti-helminticos na toxocariase experimental: efeito na recuperacéo de
larvas de Toxocara canis e na resposta humoral. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina
Laboratorial, v. 41, n. 1, p. 2-5, 2005.

LIAO, C. et al. Seroprevalence of Toxocara canis infection among children in Swaziland,
southern Africa. Annals of tropical medicine and parasitology, v. 104, n. 1, p. 73-80, 2010.

LOUKAS, A etal. Identification of a new C-type lectin, TES-70, secreted by infective larvae
of Toxocara canis, which binds to host ligands. Parasitology, v. 121 Pt 5, p. 545-554, 2000.

MACPHERSON, C. The epidemiology and public health importance of toxocariasis: A
zoonosis of global importance. International Journal for Parasitology, v. 43, n. 12-13, p.
999-1008, 2013.

MAFFRAND, R. et al. [Congenital ocular toxocariasis in a premature neonate]. Anales de
pediatria (Barcelona, Spain : 2003), v. 64, n. 6, p. 599-600, jun. 2006.

MAIZELS, R. M. Infections and allergy - Helminths, hygiene and host immune regulation.
Current Opinion in Immunology, v. 17, n. 6, p. 656-661, 2005.

MAIZELS, R. M. Toxocara canis: Molecular basis of immune recognition and evasion.
Veterinary Parasitology, v. 193, n. 4, p. 365-374, 2013.

MANINI, M. et al. Association between contamination of public squares and seropositivity
for Toxocara spp. in children. Veterinary Parasitology, v. 188, n. 1-2, p. 48-52, 2012.

MANTYJARVI, R.; HIRVONEN, T.; TOIVANEN, P. Maternal antibodies in human
neonatal sera. Immunology, v. 18, n. 3, p. 449-451, 1970.

MASOLI, M. et al. The global burden of asthma: Executive summary of the GINA
Dissemination Committee Report. Allergy: European Journal of Allergy and Clinical
Immunology, v. 59, n. 5, p. 469-478, 2004.

MATTIA, S. et al. Seroprevalence of Toxocara infection in children and environmental
contamination of urban areas in Parana State, Brazil. Journal of helminthology, v. 86, n. 4,
p. 440-5, 2012,

MENDONCA, L. et al. Seroprevalence and risk factors for Toxocara infection in children
from an urban large setting in Northeast Brazil. Acta Tropica, v. 128, n. 1, p. 90-95, 2013.

MENDONCA, L. et al. Toxocara Seropositivity, Atopy and Wheezing in Children Living in
Poor Neighbourhoods in Urban Latin American. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 6, n.
11, p. 1-9, 2012.

75



MOREIRA, G. et al. Human toxocariasis: Current advances in diagnostics, treatment, and
interventions. Trends in Parasitology, v. 30, n. 9, p. 456-464, 2014.

MPAIRWE, H.; TWEYONGYERE, R.; ELLIOTT, A. Pregnancy and helminth infections.
Parasite Immunology, v. 36, n. 8, p. 328-337, 2014.

NAGATA, Y. et al. Differential role of thymic stromal lymphopoietin in the induction of
airway hyperreactivity and Th2 immune response in antigen-induced asthma with respect to
natural killer T cell function. International Archives of Allergy and Immunology, v. 144, n.
4, p. 305-314, 2007.

NAGY, D. et al. Analysis of serum cytokine levels in children with chronic cough associated
with Toxocara canis infection. Parasite Immunology, v. 34, n. 12, p. 581-588, 2012.

NEGRI, E. et al. Anti-Toxocara spp. antibodies in an adult healthy population: Serosurvey
and risk factors in Southeast Brazil. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, v. 3, n.
3, p. 211-216, 2013.

NOH, Y. et al. Meningitis by Toxocara canis after ingestion of raw ostrich liver. Journal of
Korean Medical Science, v. 27, n. 9, p. 1105-1108, 2012.

OKOKO, B. J. et al. Influence of placental malaria infection and maternal
hypergammaglobulinaemia on materno-foetal transfer of measles and tetanus antibodies in a
rural west African population. Journal of health, population, and nutrition, v. 19, n. 2, p.
59-65, 2001.

OLIART-GUZMAN, H. et al. Epidemiology and control of child toxocariasis in the Western
Brazilian Amazon - A population-based study. American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 90, n. 4, p. 670-681, 2014.

OVERGAAUW, P.; NEDERLAND, V. Aspects of Toxocara Epidemiology: Toxocarosis in
Dogs and Cats. Critical Reviews in Microbiology, v. 23, n. 3, p. 233-251, 1997.

OVERGAAUW, P.; VAN KNAPEN, F. Veterinary and public health aspects of Toxocara
spp. Veterinary Parasitology, v. 193, n. 4, p. 398-403, 2013.

PAGE, A. P. et al. Toxocara canis: A labile antigenic surface coat overlying the epicuticle of
infective larvae. Experimental Parasitology, v. 75, n. 1, p. 72-86, 1992.

PALMEIRA, P. et al. IgG placental transfer in healthy and pathological pregnancies. Clinical
and Developmental Immunology, v. 2012, 2012.

PARSONS, J. C. Ascarid infections of cats and dogs. The Veterinary clinics of North
America. Small animal practice, v. 17, n. 6, p. 1307-39, 1987.

PATEL, S. P.; JARVELIN, M.-R.; LITTLE, M. P. Systematic review of worldwide variations
of the prevalence of wheezing symptoms in children. Environmental health: a global
access science source, v. 7, p. 57, 2008.

PAUL, M. et al. The co-occurrence of Toxocara ocular and visceral larva migrans syndrome:
76



a case series. Cases Journal, v. 2, p. 6881, 20009.

PEARCE, N. et al. Worldwide trends in the prevalence of asthma symptoms: phase Il of the
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC). Thorax, v. 62, n. 9, p.
758-66, 2007.

PEARCE, N.; PEKKANEN, J.; BEASLEY, R. How much asthma is really attributable to
atopy? Topic collections How much asthma is really attributable to atopy? Thorax, v. 54, p.
268-272, 1999.

PECINALI, N. R. et al. Influence of murine Toxocara canis infection on plasma and
bronchoalveolar lavage fluid eosinophil numbers and its correlation with cytokine levels.
Veterinary Parasitology, v. 134, n. 1-2, p. 121-130, 2005.

PINELLI, E. et al. A comparative study of toxocariasis and allergic asthma in murine models.
Journal of helminthology, v. 75, n. 2, p. 137-140, 2001.

PINELLI, E. et al. Toxocara canis: Effect of inoculum size on pulmonary pathology and
cytokine expression in BALB/c mice. Experimental Parasitology, v. 115, n. 1, p. 76-82,
2007.

PINELLI, E.; ARANZAMENDI, C. Toxocara infection and its Association with Allergic
Manifestations. Endocrine, Metabolic & Immune Disorders - Drug Targets, v. 12, n. 1, p.
33-44, 2012.

PRESS, A. Influence of Pregnancy and Lactation on Migration of the Larvae of Toxocara
canis in Mice Author ( s ): Tomoo Oshima Published by: Allen Press on behalf of The
American Society of Parasitologists Stable URL: http://www.jstor.org/stable/3275080
REFERENCE. v. 47, n. 4, p. 657-660, 2016.

PRESTES-CARNEIRO, L. E. et al. Sero-epidemiology of toxocariasis in a rural settlement in
Sdo Paulo state, Brazil. Annals of tropical medicine and parasitology, v. 102, n. 4, p. 347—
56, 2008.

ROLDAN, W. H. et al. Diagn??stico de la toxocarosis humana. Revista Peruana de
Medicina Experimental y Salud Publica, v. 27, n. 4, p. 613-620, 2010a.

ROLDAN, W. H. et al. Diagnostico de la toxocarosis humana. Revista Peruana de
Medicina Experimental y Salud Publica, v. 27, n. 4, p. 613-620, 2010b.

ROLDAN, W. H. et al. Frequency of eosinophilia and risk factors and their association with
Toxocara infection in schoolchildren during a health survey in the North of Lima, Peru.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 50, n. 5, p. 273-278, 2008.

ROLDAN, W. H. et al. Frequency of human toxocariasis in a rural population from
Cajamarca, Peru determined by dot-Elisa test. Revista do Instituto de Medicina Tropical de
Sao Paulo, v. 51, n. 2, p. 67-71, 20009.

ROMERO NUNEZ, C. et al. Prevalence and risk factors associated with Toxocara canis
infection in children. TheScientificWorldJournal, v. 2013, p. 572089, 2013.

77



RUBINSKY-ELEFANT, G. et al. Human toxocariasis: diagnosis, worldwide seroprevalences
and clinical expression of the systemic and ocular forms. Annals of tropical medicine and
parasitology, v. 104, n. 1, p. 3-23, 2010.

SANTOS, P. C. et al. The seropositivity of Toxocara spp. antibodies in pregnant women
attented at the university hospital in Southern Brazil and the factors associated with infection.
PLoS ONE, v. 10, n. 7, p. 1-10, 2015.

SARIEGO, I. et al. Toxocariasis in cuba: A literature review. PL0S Neglected Tropical
Diseases, v. 6, n. 2, p. 1-7, 2012.

SCHNIEDER, T.; LAABS, E.; WELZ, C. Larval development of Toxocara canis in dogs.
Veterinary Parasitology, v. 175, n. 3-4, p. 193-206, 2011.

SCHOENARDIE, E. et al. Determination of IgG avidity in BALB/c mice experimentally
infected with Toxocara canis. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinéria, v. 23, n. 3, p.
403-406, set. 2014.

SCHOENARDIE, E. et al. Vertical transmission of Toxocara canis in successive generations
of mice. Revista brasileira de parasitologia veterinaria Brazilian journal of veterinary
parasitology : Orgdo Oficial do Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, v. 22, n. 4, p.
623-6, 2013.

SCHOENARDIE, E. R. et al. Seroprevalence of Toxocara Infection in Children from
Southern Brazil. Journal of Parasitology, v. 99, n. 3, p. 537-539, 2013.

SHARGHI, N. et al. Environmental exposure to Toxocara as a possible risk factor for asthma:
a clinic-based case-control study. Clinical infectious diseases : an official publication of the
Infectious Diseases Society of America, NULL, v. 32, n. 7, p. E111-E116, 2001.

SILVA, M. et al. Risk factors for Toxocara spp. seroprevalence and its association with atopy
and asthma phenotypes in school-age children in a small town and semi-rural areas of
Northeast Brazil. Acta Tropica, p. 1-7, 2016.

SMITH, H. et al. How common is human toxocariasis? Towards standardizing our
knowledge. Trends in Parasitology, v. 25, n. 4, p. 182-188, 2009.

SMITS, H. H. et al. Chronic helminth infections protect against allergic diseases by active
regulatory processes. Current Allergy and Asthma Reports, v. 10, n. 1, p. 3-12, 2010.

SOUZA, R. et al. [Prevalence and risk factors of human infection by Toxocara canis in
Salvador, State of Bahia, Brazil]. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.
44, n. 4, p. 516-519, 2011.

SOUZA DA CUNHA, S. et al. Asthma cases in childhood attributed to atopy in tropical area
in Brazil. Revista panamericana de salud publica = Pan American journal of public health,
v. 28, n. 6, p. 405-411, 2010.

STENSVOLD, C. R. et al. Seroprevalence of human toxocariasis in Denmark. Clinical and
Vaccine Immunology, v. 16, n. 9, p. 1372-1373, 2009.
78



STRUBE, C.; HEUER, L.; JANECEK, E. Toxocara spp. infections in paratenic hosts.
Veterinary Parasitology, v. 193, n. 4, p. 375-389, 2013.

SUBRATA, L. S. et al. Interactions between innate antiviral and atopic immunoinflammatory
pathways precipitate and sustain asthma exacerbations in children. Journal of immunology
(Baltimore, Md. : 1950), v. 183, n. 4, p. 2793-2800, 2009.

TAYLOR, M. R. H. et al. Toxocara titres in maternal and cord blood. Journal of Infection,
v. 32, n. 3, p. 231-233, 1996.

THOMPSON, D. E. et al. Edidemiological characteristics of Toxocara canis zoonotic
infection of children in a Caribbean community. Bulletin of the World Health
Organization, v. 64, n. 2, p. 283-290, 1986.

TOIVANEN, P.; MANTYJARVI, R.; HIRVONEN, T. Maternal Antibodies in Human Foetal
Sera at Different Stages of Gestation. Immunology, v. 15, n. 395, 1968.

TORINA, A. et al. Toxocara canis infection induces antigen-specific IL-10 and IFN??
production in pregnant dogs and their puppies. Veterinary Immunology and
Immunopathology, v. 108, n. 1-2 SPEC. ISS., p. 247-251, 2005.

TORRES, H. E.; LOPEZ, C. A. Exposicion ambiental a toxocariosis como factor asociado al
asma en nifios de edad escolar. 2004. Anuario de Investigaciones Meédicas. Pontificia
Universidad Catélica del Ecuador, v. 1, p. 67-74, 2004.

UMETSU, D. T. et al. Asthma: an epidemic of dysregulated immunity. Nature immunology,
v. 3, n. 8, p. 715-20, 2002.

VAN DEN BERG, J. P. et al. Lower transplacental antibody transport for measles, mumps,
rubella and varicella zoster in very preterm infants. PLoS ONE, v. 9, n. 4, 2014.

VARGAS, C. et al. Frequency of anti- toxocara spp. antibodies in individuals attended by the
centro de salud familiar and environmental contamination with toxocara canis eggs in dog
feces, in the coastal niebla town, Chile. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo
Paulo, v. 58, n. 1, p. 1-7, 2016.

VON MUTIUS, E. 99th Dahlem Conference on Infection, Inflammation and Chronic
Inflammatory Disorders: Farm lifestyles and the hygiene hypothesis. Clinical and
Experimental Immunology, v. 160, n. 1, p. 130-135, 2010.

WEISS, S. T.; BOSTON, M. S. Parasites and asthma / allergy : What is the relationship ?
Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 105, p. 205-210, 2000.

WENZEL, S. E. Asthma phenotypes: the evolution from clinical to molecular approaches.
Nature Medicine, v. 18, n. 5, p. 716725, 4 maio 2012.

WHO. Prevention of Allergy and Allergic Asthma. Management of Noncommunicable
Diseases Departement, n. January, p. 8-9, 2002.

WOLD, A E. The hygiene hypothes lis rev ised : . is the frequency of allergy d ue to changes
79



in the intestinal flora ? Allergy, v. 53, n. Suppl 46, p. 20-25, 1998.

WON, K. et al. National seroprevalence and risk factors for zoonotic Toxocara spp. infection.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 79, n. 4, p. 552-557, 2008.

WOQO, Y. et al. The Roles of Innate Lymphoid Cells in the Development of Asthma. Immune
Network, v. 14, n. 4, p. 171-181, 2014.

WORLEY, G. et al. Toxocara canis Infection: Clinical and Epidemiological Associations
with Seropositivity in Kindergarten Children. Journal of Infectious Diseases, v. 149, n. 4, p.
591-597, 1 abr. 1984.

YAZDANBAKHSH, M.; MATRICARDI, P. M. Parasites and the hygiene hypothesis.
Science, v. 296, n. April, p. 490-494, 2002.

YOUNG, K. H. et al. Ethyl acetate as a subsitiue for diethyl ether in the formalin-ether
sedimentation technique. Journal of Clinical Microbiology, v. 10, n. 6, p. 852-853, 1979.

ZHU, X.-Q. et al. Genetic blueprint of the zoonotic pathogen Toxocara canis. Nature
communications, v. 6, p. 6145, 2015.

ZIEGELBAUER, K. et al. Effect of sanitation on soil-transmitted helminth infection:
Systematic review and meta-analysis. PLoS Medicine, v. 9, n. 1, 2012.

80



