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RESUMO

Angiostrongylus vasorum, parasito do sistema cardiorrespiratério em canideos, possui
ciclo biolégico heteroxénico em que os hospedeiros intermediarios sdo moluscos
terrestres e aquaticos. Geralmente, os canideos sdo infectados pela ingestdo dos
hospedeiros intermediarios ou de hospedeiros paraténicos que contém larvas infectantes
(L3). Este trabalho reune quatro experimentos que foram divididos em capitulos. No
capitulo 1 avaliou-se a sobrevivéncia das L1 no ambiente utilizando 207 amostras de 50
g de pool de fezes de cées infectados com A. vasorum sobre papel impermeéavel do tipo
celofane em locais sob incidéncia de luz solar, em locais sombreados, em geladeira
(4°C) e em freezer (-20°C). Conclui-se que as L1 de A. vasorum suportam por maior
periodo de tempo temperaturas mais baixas (4°C) em relacdo a temperatura ambiente
(25°C) e a incidéncia solar direta sobre o bolo fecal estimula a migracdo das larvas e
aumenta a mortalidade das mesmas. No capitulo 2 foi avaliado a susceptibilidade, o
crescimento, a oviposicdo e o desenvolvimento larvario em 282 P. canaliculata
infectados com 500 larvas de primeiro estadio (L1) de A. vasorum. A recuperacao
larvaria variou de 38,2% a 65,9%, sendo que larvas de primeiro estadio (L1) foram
encontradas até o 19° dpi, larvas de segundo estagio (L2) do 11° ao 25° dpi e larvas de
terceiro estadio (L3) a partir do 19° dpi. Os moluscos infectados apresentaram maior
namero de ovos por desova. Entretanto, a taxa de ecloséo e o tamanho da concha foram
menores no grupo infectado em relacdo ao grupo controle. Este é o primeiro relato de
infeccdo experimental de P. canaliculata por A. vasorum, confirmando a sua
inespecificidade em relagdo ao hospedeiro intermediério e indicando a importancia de
levantamentos epidemioldgicos direcionados ao parasito e este molusco. No capitulo 3
avaliou-se a susceptibilidade e a viabilidade de Gallus gallus domesticus como
hospedeiro paraténico de A. vasorum, 17 frangos da linhagem Cobb foram divididos
aleatoriamente em dois grupos. Os animais do grupo A foram inoculados com L3 de A.
vasorum, e os do grupo B ingeriram moluscos infectados com L3 de A. vasorum. Aos
trinta dias pos-infeccdo, os frangos foram sacrificados, e os musculos e 6rgdos foram
colocados numa solucdo de HCI-pepsina (1% de HCI (37%), 1% de pepsina) durante 3
horas em estufa a 40 ° C para recuperar L3. No grupo A, 1.863 L3 foram recuperadas
por frango. No grupo B, 2585 L3 foram recuperadas. Um cdo que ingeriu 6rgdos e
tecidos de uma galinha do grupo A eliminou larvas de A. vasorum em suas fezes 51 dias

apos a infeccdo. Aos 107 dias iniciou-se o tratamento com doses diarias de fenbendazol
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25 mg / kg durante 21 dias. A permanéncia de L3 viavel por 30 dias e a infecgdo do céo
indicam que Gallus gallus é um potencial hospedeiro paraténico para este parasito. No
capitulo 4 foi analisado os aspectos parasitologicos da infecgdo na cadela gestante,
avaliou-se a existéncia de anticorpos anti-A. vasorum no leite materno de cadelas
infectadas e a cinética dos anticorpos anti-A. vasorum no soro dos seus respectivos
filhotes. Além disso, avaliou-se a cinética de eliminacdo de larvas de primeiro estadio
(L1) de A. vasorum nas fezes das cadelas nas fases de estro, gestagéo e lactacdo. Houve
transferéncia de anticorpos anti- A. vasorum para os filhotes e estes diminuem ao longo
do tempo em relacdo aos valores encontrados na genitora. Até os 45 dias ANF foram
detectados anticorpos no soro de todos os filhotes e aos 90 dias ANF apenas 1 filhote
apresentou reacdo ao antigeno. Apés 105 dias ndo houve reagdo ao antigeno em nenhum
dos soros dos filhotes. Nenhuma forma larvaria foi detectada nas amostras de leite. O
soro do leite apresentou anticorpos aos 15 dias ANF aos 30 dias ANF néo foi detectado
reagdo antigeno-anticorpo. Houve eliminacdo de L1 de A. vasorum nas fezes da cadela
em todas as fases reprodutivas. Sendo que na segunda metade do periodo gestacional
houve um aumento da quantidade de larvas nas fezes. Aumento este que coincidiu com

0 aumento dos niveis de prolactina nas cadelas gestantes.
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ABSTRACT

Angiostrongylus vasorum, parasite of the cardiorespiratory system in dogs, has
heteroxenic biological cycle in which the intermediate hosts are terrestrial and aquatic
molluscs. Generally, canids are infected by eating the intermediate hosts or paratenic
hosts containing infective larvae (L3). This work brings together four experiments were
divided into chapters. In Chapter 1 we evaluated the survival of L1 in the environment
using 207 samples of 50 g of stool pool of dogs infected with A. vasorum on waterproof
cellophane paper type in places under incidence of sunlight in shady locations, in the
refrigerator (4 ° C) and freezer (-20 ° C). We conclude that the L1 A. vasorum support
for a longer period of time at lower temperatures (4 ° C) with respect to room
temperature (25 ° C) and the direct sunlight on the stool stimulates the migration of the
larvae and increases mortality of the same . In Chapter 2 we study the susceptibility,
growth, oviposition and larval development in 282 P. canaliculata infected with 500
first stage larvae (L1) of A. vasorum. The larval recovery ranged from 38.2% to 65.9%.
L1 were found until 19 dpi, larvae of the second stage (L2) of 11 to 25 dpi and third
stage larvae (L3 ) from 19 dpi. The infected snails had higher number of eggs per
clutch. However, the rate of onset and the size of the shell were lower in the infected
group compared to the control group. This is the first report of experimental infection of
P. canaliculata by A. vasorum, confirming its specificity in relation to the intermediate
host and indicating the importance of epidemiological surveys targeted to the parasite
and this mollusk. In chapter 3 we evaluated the susceptibility and the feasibility of
Gallus gallus domesticus as paratenic host of A. vasorum, 17 chickens from Cobb were
randomly divided into two groups. The animals in group A were inoculated with L3 of
A. vasorum, and group B ate snails infected with L3 of A. vasorum. At thirty days post-
infection the chickens were sacrificed and the muscles and organs were placed in a
pepsin-HCI solution (1% HCI (37%), 1% pepsin) for 3 hours in an oven at 40 ° C for L3
recover. In group A, 1,863 L3 were recovered by chicken. In group B, 2585 L3 were
recovered. A dog that ingested organs and tissues of a group of chicken eliminated the
larvae of A. vasorum in their feces 51 days after infection. After 107 days began the
treatment with fenbendazole daily doses of 25 mg / kg for 21 days. The L3 to remain
viable for 30 days and the infection dog indicate that Gallus gallus is a paratenic
potential host for this parasite. In Chapter 4 was analyzed parasitological aspects of the

infection in pregnant bitch, we evaluated the existence of anti-A.vasorum antibodies in
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the breast milk of infected dogs and the kinetics of anti-A. vasorum antibodies in the
serum of their pups. In addition, we evaluated the elimination kinetics of first stage
larvae (L1) of A. vasorum in the feces of dogs in the estrus phase, pregnancy and
lactation. There was transfer of anti- A. vasorum for puppies and these decrease over
time in relation to the values found in mothers'. By 45 days after birth of puppies (ABP)
antibodies were detected in the serum of all pups at day 90 and only 1 chick presented
ABP response to the antigen. After 105 days there was no reaction to the antigen in the
sera of pups. No larval form was detected in milk samples. The whey showed antibodies
at 15 days ABP and at 30 days was not detected antigen-antibody reaction. There was
elimination of L1 A. vasorum in bitch feces in all reproductive phases. Since the second
half of pregnancy was an increase in the number of larvae in the feces. This increase

coincided with the increase in prolactin levels in pregnant bitches.

15



INTRODUCAO

O género Angiostrongylus possui dezessete espécies descritas: Angiostrongylus
vasorum, Angiostrongylus gubernaculatus, Angiostrongylus chabaudi, Angiostrongylus
taterone, Angiostrongylus cantonensis, Angiostrongylus sciuri, Angiostrongylus
mackerrasae, Angiostrongylus sandarsae, Angiostrongylus petrowi, Angiostrongylus
dujardini, Angiostrongylus schmidti, Angiostrongylus costaricensis, Angiostrongylus
malaysiensis, Angiostrongylus ryjikovi, Angiostrongylus siamensis, Angiostrongylus
morerai, Angiostrongylus lenzii.

Destas, trés espécies possuem interesse médico e médico veterinario: A.
cantonensis, A. costaricensis e A. vasorum. (Souza et al. 2009). A. cantonensis é
parasito do sistema circulatorio de roedores que ocasionalmente pode parasitar
humanos, levando a um quadro de meningite eosinofilica. As larvas migram para o
sistema nervoso central, onde podem se desenvolver até a fase adulta, e a migragdo ou
morte destes parasitos desencadeia um processo inflamatorio. Os sintomas mais comuns
sdo dor de cabeca, nduseas e febre. (Alicata 1988, Sawanyawisuth 2009).

A.costaricensis parasita o0 plexo mesentérico de roedores, ao infectar
acidentalmente o homem, causa a angiostrongilose abdominal. A infeccdo pode ser
assintomatica ou apresentar sintomas leves e em casos mais severos pode-se observar
dor abdominal intensa, comprometimento vascular, infiltrado inflamatério, trombose e
necrose. Complicacdes como peritonite por perfuracdo intestinal, Glceras e hemorragias
podem ocorrer. (Incani 2007, Rodriguez et al. 2008).

A.vasorum é um parasito da artéria pulmonar e suas ramificacoes e do ventriculo
direito de canideos domeésticos e silvestres (Dodd 1973, Prestwood et al. 1981). Animais
de outras familias como texugo (Meles meles), lontra (Lutra lutra), furdo (Mustela
erminea) e panda-vermelho (Ailurus fulgens fulgens) ja foram descritos com infecgoes
naturais (Patterson-Kane et al. 2009, Gerrikagoitia et al. 2010, Simpson 2010). A
patologia e as manifestacdes clinicas sdo mdaltiplas estando relacionadas com o
desenvolvimento e localizagdo do parasito nos orgdos infectados (Dodd 1973,
Prestwood et al. 1981, Ramsey et al. 1996, Brennan et al. 2004). Os hospedeiros
definitivos podem apresentar sinais clinicos como, insuficiéncia respiratoria e
coagulopatia (Cury & Lima 1996, Curry et al. 2002, Helm et al. 2009, Chapman 2006).
No entanto, pouco se sabe sobre a evolugdo da doenca no cdo o que dificulta a

intervencdo clinica nos casos.
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Apesar de ainda ndo terem sido relatados casos em humanos infectados por A.
vasorum, a possibilidade ndo pode ser descartada.

O diagnostico da angiostrongilose canina € confirmado através do encontro de
larvas de primeiro estadio (L1) nas fezes de cées infectados, porém, a irregularidade da
eliminacdo das larvas nas fezes dificulta o diagnodstico, 0 que torna necessario a
utilizacdo de novas técnicas como a Reacdo de cadeia Polimerase (PCR) para identificar
0 DNA parasitario em céo infectado (Helm et al.2009) e o ELISA, utilizado para

detectar anticorpos anti-A. vasorum (Schnyder et al. 2011).

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - Histdrico e Distribuicdo Geografica

O primeiro relato do parasito foi feito na Franca por Serres (1854), que relatou o
encontro do nematoide no sistema circulatério de um cdo que morreu subitamente e foi
necropsiado na cidade de Toulouse.

A partir de entdo, relatos desse helminto parasitando cdes ou canideos silvestres
vém sendo catalogados em regides da Australia (Roberts 1940), Espanha (Acedo et al.
1979, Segovia et al. 2001), Itdlia (Poli et al. 1984, Traversa et al. 2008, Lepri et al.
2011, Tieri et al. 2011, Di Cesare et al. 2011, Traversa et al. 2013, Guardone et al.
2013), Dinamarca (Willingham 1996, Saeed 2006, Jessen et al. 2010, Jefferies et al.
2010, Gredal et al. 2011, Al-Sabi et al. 2013), Gra Bretanha (Morgan et al. 2010), Reino
Unido (Jefferies et al. 2010, Schnyder et al. 2013), Canada (Perry et al. 1991, Jefferies
et al. 2010), Holanda (Jefferies et al. 2010), Irlanda (Jefferies et al. 2010, Gallagher et
al. 2012), Escdcia (Helm et al. 2009), Alemanha (Jefferies et al. 2010, Schnyder et al.
2011, Schnyder et al. 2013), Hungria (Majoros et al. 2010), Pol6nia (Schnyder et al.
2013) Eslovaquia (Hurnikova et al 2013) e Africa (Bwangamoi, 1972). O A. vasorum
apresenta distribuicdo cosmopolita e as regibes do mediterraneo, Irlanda, Alemanha,
sudoeste da Franca e sudoeste da Inglaterra sdo as principais areas enzooéticas desse
nematoide (Barutzki & Schaper 2003, Chapman et al.2004, Brennan et al. 2004, Nicolle
et al. 2006).

No Brasil, o primeiro relato foi feito por Travassos em 1927, que recuperou do
ventriculo direito e da artéria pulmonar exemplares do nematoide, que o autor

identificou como Haemostrongylus raillet (=A. vasorum), em cachorros do mato
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(Cerdocyon thous azarae) provenientes do municipio do Rio de Janeiro — RJ.
Gongalves, em 1961, observou cées domésticos naturalmente infectados por A. vasorum
no Rio Grande do Sul. Langenegger et al. (1962) registraram a ocorréncia do parasito
em dois cdes naturalmente infectados, provenientes do municipio do Rio de Janeiro.
Posteriormente, foram relatados casos em Salvador (Fehringer & Fiedler 1977) e no
estado do Parana (Giovanonni et al. 1985). Em 1985, Lima et al. recuperaram larvas L1
das fezes de dois cdes adultos naturalmente infectados provenientes do municipio de
Caratinga — Minas Gerais. Na necropsia foram recuperados espécimes adultos de A.
vasorum das artérias pulmonares e ramificagcdes dos dois cées. Esse foi o primeiro relato
do parasito no estado de Minas Gerais. Em 1994, Lima et al. relataram a infeccéo
natural por A. vasorum em quatro raposas do campo (Dusicyon vetulus) provenientes do
sul do estado de Minas Gerais, mantidas no zooldgico de Belo Horizonte. A
infectividade das larvas encontradas foi testada pela infeccdo em moluscos
Biomphalaria glabrata e posteriormente em cées. Em 2007, Duarte et al. relatam a
primeira infecgdo natural de A. vasorum em Cerdocyon thous no estado de Minas

Gerais.

2 - Taxonomia

Na classificacdo taxondmica a espécie A. vasorum, segundo Costa et al. (2003),
pertence a Classe Nematoda, Ordem Strongylida, Familia Protostrongylidae, Subfamilia

Angiostrongylinae, Género Angiostrongylus, Espécie Angiostrongylus vasorum.

3 - Morfologia de A. vasorum

Morfologicamente, a espécie é caracterizada por apresentar o corpo delgado e
alongado, ligeiramente atenuado nas extremidades, coloracdo esbranquicada ou rdsea
quando recém colhidos. A cuticula é fina e transparente, podendo-se perceber o aspecto
helicoidal dos 6rgdos genitais em torno do tudo digestivo, contrastando sua coloragdo
esbranquicada com a tonalidade rosea ou acinzentada do intestino. Apresenta uma
ligeira dilatagdo na cuticula da extremidade cefalica, a abertura bucal é pequena,
arredondada e tem comunicacdo direta com o es6fago, que é claviforme e ligeiramente
mais alargado na porcéo final. O poro excretor situa-se ventralmente abaixo da uni&o do

esdfago e intestino.
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Os machos apresentam tamanho médio de 13 mm de comprimento e de 0,24 mm
de largura e a extremidade posterior levemente recurvada ventralmente, com presenca
de bolsa copuladora e raios bursais evidentes. Os espiculos sdo longos, fortes e sub-
iguais com estriacdes transversais (Guilhon & Cens 1973, Lima et al. 1985).

As fémeas sd@o maiores e mais robustas, com média de 17 mm de comprimento e
de 0,26 mm de largura, a vulva fica anterior ao anus, a cauda é curta e apresenta uma
expansao cuticular em forma de bainha que se projeta além da cauda.

A larva de primeiro estadio (L1), mede cerca de 264,4 um de comprimento e
11,2 um de largura, se caracteriza por ser fina e transparente, com a extremidade
anterior arredondada e a cauda recurvada ventralmente com apéndice unguiforme. A
larva de segundo estadio (L2), mede cerca de 338,09 um de comprimento e 12,78 um de
largura, é pouco movel, ficam dispostas em arco e apresentam cor amarronzada, devido
a presenca de granulos dentro das células intestinais, apresentam duas bainhas que
ocupam todo o espaco em seu interior. Ja a larva de terceiro estadio (L3), mede cerca de
362,12 um de comprimento ¢ 19,10 um de largura, aparece livre das bainhas, sendo
mais claras e transparentes, com a presenca de dois bastBes quitinosos dispostos
longitudinalmente na extremidade anterior, sua cauda termina com apéndice digitiforme
(Guilhon & Cens 1973, Lima et al. 1985, Bessa et al. 2000, Costa et al. 2003, Mozzer
2010).

4 - Hospedeiros intermediarios de A. vasorum

Os hospedeiros intermediarios de A. vasorum sdo moluscos aquéticos e
terrestres. Diversas espécies de moluscos foram infectados experimentalmente, para
analisar a sua susceptibilidade como hospedeiro intermediério, tais como o Arion. Rufus
(Guilhon 1965), Helix aspersa, Helix pomatia, Cepaea nemoralis, Arianta arbustorum,
Euparypha pisana, Succinea putris, Cochlodina laminata, (Guilhon &Afghahi 1969),
Biomphalaria glabrata (Guilhon & Afghahi 1969, Barcante et al. 2003), Biomphalaria
tenagophila (Pereira et al. 2006), Laevicaulis alte, Bradybaena similaris, Subulina
octona, Prosopeas javanicum (Rosen et al. 1970), Achatina fulica (Sauerlander &
Eckert 1974, Coaglio 2013), Omalonyx matheroni (Mozzer et al. 2011), Melanoides
tuberculata, Bradybaena similaris e Sarasinula marginata (Paula-Andrade 2012).
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5 - Hospedeiros definitivos de A. vasorum:

Os hospedeiros definitivos de A. vasorum sdo canideos silvestres e domesticos,
principalmente. Além de Canis familiares, outras espécies de mamiferos ja foram

descritos como hospedeiros definitivos, conforme mostra a tabela 1.

B} TIPO DE LOCAL .
ANIMAL ESPECIE INFECCAO DESCRITO REFERENCIA
Suica Eckert e Lammler 1972
Reino Unido Simpson 1996
Peninsula Ibérica Gerrikagoitia, et al.2010
Gré Bretanha Morgan et al. 2008
Raposa Vulpes vulpes Natural Canada Jefferies et al. 2010
Dinamarca Al-Sabi et al. 2010
Portugal Jefferies et al. 2010
Reino Unido Jefferies et al. 2010
Escocia Philbey, 2013
Raposa do campo Dusicyon vetulus Natural Brasil Lima et al. 1994
. Travassos, 1927
Cachorro do mato Cerdocyon thous Natural Brasil Duarte et al. 2007
Lobo Canis lupus Natural Espanha Segovia et al. 2001
Bourque et al. 2005,
Coiote Canis latrans Natural Canada Bridger et al. 2009
Jefferies et al. 2010
Chacal Canis aureus Experimental Europa Bolt et al. 1994
Lontra Lutra lutra Natural Dinamarca Madsen et al. 1999
Arminho Mustela erminea Natural Reino Unido Simpson, 2010
. Reino Unido Patterson-Kane et al. 2009
Panda Vermelho Ailurus fulgens Natural Zoolégico Europa Bertelsen et al. 2010
Irara Tayra barbara senex Natural América Yamaguti, 1961
Rato do Nilo Arvicanthis niloticus Experimental Alemanha Eckert e Lammler 1972
Gato doméstico Felis catus domesticus Experimental Brasil Dias, 2006
Texugo Meles meles Natural Espanha Torres et al, 2001

Tabela 1: Hospedeiros definitivos descritos para Angiostrongylus vasorum

6 - Ciclo bioldgico de A. vasorum

O ciclo de vida de A. vasorum é heteroxeno com gastropodes servindo como
hospedeiros intermediarios e canideos como principais hospedeiros definitivos. As
larvas de primeiro estadio (L1) sdo eliminadas juntamente com as fezes do hospedeiro
definitivo e, no ambiente, estas podem permanecer no bolo fecal ou atingir cole¢des de
agua. Moluscos terrestres ou aquaticos infectam-se pela ingestdo ou pela penetracédo
ativa das L1 através do tegumento. Nos tecidos do molusco, a L1 sofre duas mudas e
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origina larva de segundo estadio (L2) e larva de terceiro estadio (L3), que € a forma
infectante para o hospedeiro vertebrado. A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre
pela ingestdo da L3. Embora os cdes ndo tenham o habito de se alimentarem de
moluscos, a ingestdo pode ocorrer de forma acidental, uma vez que as L3 podem ser
liberadas pelo molusco e atingir a agua ou alimentos. A ingestdo de hospedeiros
paraténicos, tais como roedores (Dias et al. 2004) e rés (Rana temporaria) que foram
infectadas experimentalmente por A. vasorum, apresentando potencial para serem
inseridas no ciclo bioldgico deste parasito (Bolt et al. 1993). Apos a ingestdo das larvas
infectantes, estas penetram na parede do trato digestivo e migram até os linfonodos
mesentéricos onde, por volta do terceiro dia de infeccdo, ocorre a muda de L3 para larva
de quarto estadio (L4) e adulto imaturo. Estes alcancam a corrente sanguinea e
aproximadamente no décimo dia de infeccdo, podem ser encontrados no ventriculo e
nas artérias pulmonares. Por volta do trigésimo dia de infec¢do os helmintos atingem a
maturidade sexual nas artérias pulmonares, onde ocorre a copula e inicio da postura de
ovos ndo embrionados pelas fémeas. Nas arteriolas pulmonares ocorre 0 embrionamento
dos ovos e desenvolvimento das larvas de primeiro estadio (L1) que eclodem passando
ativamente para os alvéolos, bronquiolos e bronquios e podem ser expelidas junto a
secrecOes pulmonares ou entdo serem deglutidas e eliminadas juntamente com as fezes.
(Bwangamoi 1974, Mahaffey 1981, Patterson et al. 1993). O periodo pré-patente varia
entre 28 e 108 dias. (Guilhon & Cens 1969, Barcante 2004, Helm et al. 2010, Mozzer et
al. 2011, Dracz et al. 2014).

7 - Patologia:

As larvas de primeiro estddio migram para 0S espacos aéreos e causam
hemorragias pulmonares, enfisema e inflamacdo granulomatosa focal. Granulomas
geralmente desenvolvem como respostas aos ovos e as larvas (Mahaffey et al 1981,
Prestwood et al 1981).

Os parasitos imaturos e adultos alcangcam a artéria pulmonar e ventriculo direito
do coracdo causando trombose (Rosen et al. 1970). O processo inflamatorio,
eventualmente, se estende até o tecido circundante das arterias pulmonares que leva a
focos de pneumonia intersticial. Com o avanco da doenca, podem-se observar uma

aderéncia entre os pulmdes, pericardio e mediastino como consequéncia da inflamagé&o e
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lesGes locais. Outras alteracfes patoldgicas pulmonares comuns sdo a consolidacao,
fibrose e coagulopatia (Bourque et al 2002, Nicolle et al 2006).

Os linfonodos mediastinos, bronquiais e submandibulares podem-se apresentar
intumescidos e hemorragicos, caracterizando uma linfadenite generalizada (Prestwood
et al. 1981). Na infeccdo cronica ha fibrose pulmonar, resultando em hipertensdo
pulmonar que pode levar a insuficiéncia cardiaca congestiva direita. Em alguns casos,
podem ocorrer distlrbios hemorragicos devido a coagulacdo intravascular disseminada
ou trombocitopenia imunomediada. Sangramento prolongado, baixa contagem de
plaquetas, hemoptise, coagulacdo intravascular, anemia e hematomas subcutaneos tém
sido relatados em cédes infectados naturalmente ou experimentalmente (Schelling et al
1986, Caruso & Prestwood 1988, Ramsey et al 1996, Gould & Mclnnes 1999, Singleton
1994, Cury et al 2002, Chapman et al. 2004).

Ha relatos de cdes com hemorragias intracranianas e escleral (Garosi et al.
2005), hemorragias no cérebro e medula espinhal (Wessmann et al. 2006) devido a
distarbios de coagulacdo e a deficiéncia de fator de von Willebrand que acompanham
distarbios hemorragicos graves, que podem levar a morte (Whitley et al. 2005).

A migracdo erratica do parasito também vem sendo registrada na literatura.
Resultados de diversos autores mostraram que ndo existe um comportamento ortodoxo
de migracdo das larvas deste parasito. Assim, as localiza¢Oes erraticas constituem um
fato importante na patogenia da infeccdo pelo A. vasorum, pois, as larvas e adultos
podem morrer e produzir lesdes extensas e graves a ponto de subverter a arquitetura do
6rgdo no qual estdo localizadas (Rosen et al. 1970, Bhaibulaya 1975, Perry et al. 1991,
Costa 1992, Cury & Lima 1995, Costa & Tafuri 1997, Oliveira-Junior et al. 2005,
Mozzer & Lima 2012).

8 - Sinais Clinicos:

Os canideos podem permanecer assintomaticos por anos apés a infecgdo por A.
vasorum (Ramsey et al. 1996). Os principais sinais clinicos tém sido associados com
doenca pulmonar cronica e insuficiéncia cardiaca e alguns casos de sinais neurologicos,
doencga ocular e morte subita (Martin 1989, Perry et al. 1991, Bolt et al. 1994, King et
al. 1994, Wessmann et al. 2006, Mozzer & Lima 2012 ).
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Cées infectados com A. vasorum apresentam sinais clinicos que incluem apatia,
anorexia, nausea, tosse, perda de peso, vomito, ascite, diminuicdo da tolerancia a
atividade fisica, dor abdominal e dispnéia intensa (Koch et al. 1992, Martin et al. 1993,
Cury & Lima 1996, Ramsey et al. 1996, Costa & Tafuri 1997, Cury et al. 2002,
Brennan et al. 2004). Os sinais neuroldgicos incluem ataxia, problemas de viséo,

convulsdes, dor na medula espinhal e paresia (Perry et al. 1991, Wessmann et al. 2006).

9 — Diagnostico:

Para o diagndstico da angiostrongilose canina, o encontro de larvas de primeiro
estadio nas fezes é primordial para um diagnostico especifico (Conboy 2000, Willesen
et al. 2008, Negrin et al. 2008, van Doorn et al. 2009). O método de Baermann é o
método classico usado para a demonstracdo de larvas do parasito nas fezes de cdes
infectados. O diagndstico post mortem pode ser realizado, onde parasitos adultos, ovos e
larvas podem ser encontrados principalmente no coragdo e pulmdes (Costa 1992,
Brennan et al. 2004, Traversa et al. 2008, Eleni et al. 2013) e em analise histopatologica
revela a presenca de células inflamatdrias, principalmente neutréfilos e focos de reacao
granulomatosa com células gigantes multinucleadas, essas respostas sdo devido a
resposta inflamatoria dos ovos e a migracao das larvas (Elsheikha et al. 2014, Rinaldi et
al. 2014).

O diagnéstico clinico pode ser feito com base nos resultados dos testes
laboratoriais conjuntamente com sinais clinicos. Entretanto, um diagnéstico definitivo
da doenca requer a demonstracdo do parasito. A maior dificuldade, no diagnostico,
porém, deve-se ao fato de os sinais clinicos da doenca ndo serem especificos e podem
ser confundidos com outras enfermidades, para isso é necessario exames que detectam o
DNA ou anticorpo anti-A. vasorum do parasito.

O teste “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) foi utilizado pela
primeira vez por Cury et al. (1996) como um método de diagnéstico da angiostrongilose
canina detectando anticorpos reativos para A. vasorum. Segundo 0s autores, ha presenca
de altos niveis de anticorpos IgG circulantes em cdes experimentalmente infectados a
partir do 14° dia apos a infeccdo decorrente da sintese de antigenos durante a migragéo e
mudas das larvas e a grande atividade metabdlica dos parasitos. Porém, este teste
também foi capaz de detectar anticorpos ndo especificos, caracterizando a ocorréncia de

reacdo cruzada com antigenos de outros helmintos. Com relagdo a técnica de
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Immunoblotting, Cury et al. (2002), analisaram o comportamento do anticorpo IgG
presente nos soros de cdes experimentalmente infectados por A. vasorum utilizando
antigeno somatico de parasitos adultos. Observou um forte reconhecimento das
proteinas de peso molecular estimados em 115 e 102 KDa, indicando-as como as
principais proteinas na infeccao por A. vasorum.

Para detectar A. vasorum tem sido utilizado em cées a Reacdo de cadeia
Polimerase (PCR) para identificar o DNA parasitario em cdo infectado (Helm et al.
2009) em seu estudo foi confirmado a presenca deste parasito em um cdo que estava
com hemorragia escleral. A analise com PCR permite a confirmacéo do diagnostico, a
prevaléncia do parasito em estudos epidemioldgicos (Al-Sabi et al. 2010, Miterpakova
et al. 2014)

Nos animais com suspeita clinica o0s exames ecocardiograficos,
eletrocardiogréaficos e radiologicos podem ser utilizados como metodologias de auxilio
para o diagndstico diferencial e como forma de acompanhamento das alteracdes
promovidas pelo parasitismo (Cury 1999, Cury et al. 2001). Em estudos radiolégicos 0s
cdes naturalmente e experimentalmente infectados apresentaram as primeiras alteracdes
entre cinco e sete semanas apods a infeccdo e o0 achado mais comum foi o espessamento
brénquico (Patteson et al. 1993, Ramsey et al. 1996, Conboy 2000, Boag et al. 2004).
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JUSTIFICATIVA

Angiostrongylus vasorum é um parasito de distribuicdo cosmopolita. Entretanto, existe
uma maior frequéncia de casos de angiostrongilose canina em paises de clima
temperado o que abre lacunas dentro da epidemiologia desta doenca e levanta davidas
tais quais: a temperatura ou incidéncia solar afetaria de alguma forma a biologia do
parasito? Existiria outros hospedeiros dentro do ciclo do parasito que poderiam facilitar

a dispersdo do mesmo?

Sabe-se que a infeccdo do hospedeiro definitivo ocorre pela ingestdo de L3 de A.
vasorum. Essa infecgdo pode ocorrer pela ingestdio do molusco contendo L3 ou a
prépria L3 pode sair ativamente do tegumento levando a contaminacdo de agua e
alimentos. A presenca de novos hospedeiros paraténicos esclareceria melhor a
epidemiologia da doenga na natureza uma vez que moluscos ndo fazem parte da

principal fonte alimentar dos carnivoros.

Os animais parasitados apresentam sinais clinicos diversos incluindo problemas
respiratdrios, disturbios de coagulacdo, envolvimento neurolégico e morte. Dentre 0s
relatos de casos de infeccdo natural todos reportam a animais em fase adulta. N&o
existem estudos envolvendo a transferéncia de anticorpos anti- Angiostrongylus
vasorum maternos aos filhotes e se estes conferem protecdo a doenca, sendo uma das

lacunas no processo de parasitismo e permanéncia do hospedeiro na populagéo canina.

Por todos estes fatores citados, o presente trabalho se propde a esclarecer estes

guestionamentos sobre a biologia e epidemiologia do parasito.
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OBJETIVOS

Avaliar a sobrevivéncia de larvas de primeiro estddio de A. vasorum no bolo

fecal no meio ambiente e em temperaturas de 4°C e -20°C.

Avaliar a susceptibilidade e o comportamento de Pomacea canaliculata a

infeccdo por A. vasorum.

Avaliar Gallus gallus domesticus como hospedeiro paraténico de A. vasorum.

Avaliar a existéncia de transferéncia passiva de anticorpos anti-Angiostrongylus

vasorum de cadelas com angiostrongilose para seus filhotes.
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CAPITULO 1:

SOBREVIVENCIA DE LARVAS DE PRIMEIRO ESTADIO DE
ANGIOSTRONGYLUS VASORUM NO MEIO AMBIENTE

Lanuze Rose Mozzer; Aytube Lucas Coaglio; Walter dos Santos Lima.

RESUMO

Angiostrongylus vasorum parasita 0 coracdo e artérias pulmonares dos canideos
silvestres e domésticos. As larvas de primeiro estddio (L1) sdo eliminadas pelos
hospedeiros definitivos juntamente com as fezes e estas infectam os moluscos terrestres
e aquaticos, ocorrendo duas mudas em seu interior. Para avaliar a sobrevivéncia das L1
no ambiente utilizou-se 207 amostras de 50 g de pool de fezes de cées infectados com
A. vasorum sobre papel impermedavel do tipo celofane em locais sob incidéncia de luz
solar, em locais sombreados, em geladeira (4°C) e em freezer (-20°C). Nas primeiras 12
horas o papel celofane de todas as amostras foi trocado de 2 em 2 horas para analisar se
houve migracdo de larvas do bolo fecal. Nas 12 horas seguintes as amostras
permaneceram no mesmo local sem trocas. Esse procedimento foi repetido no segundo
dia de experimento. A partir de entdo, a troca do papel celofane e a retirada de amostras
para analise ocorreu de 24 em 24 horas até o quinto dia do experimento. As amostras
fecais que permaneceram a 4°C mantiveram as L1 vivas até o 5° dia do experimento
(120 h). As amostras a -20°C, as L1 comecaram a morrer com 36h e com 96h ndo havia
larvas vivas. Nas fezes sob a incidéncia da luz solar observou-se a morte das larvas com
28h e apds 48h todas as larvas estavam mortas. E nas fezes que permaneceram em area
sombreada, as larvas comecaram a morrer com 32h e chegou até o 5° dia do
experimento com larvas vivas. Conclui-se que as L1 de A. vasorum suportam por maior
periodo de tempo temperaturas mais baixas (4°C) em relacdo a temperatura ambiente
(25°C) e a incidéncia solar direta sobre o bolo fecal estimula a migragéo das larvas e

aumenta a mortalidade das mesmas.
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INTRODUCAO

Angiostrongylus vasorum parasita 0 coragdo, artérias pulmonares e suas
ramificacbes dos canideos silvestres e domésticos provocando alteracbes
cardiorespiratorias que podem culminar em 6bito do animal (Mozzer & Lima 2011). As
larvas de primeiro estadio (L1) s&o eliminadas pelos hospedeiros definitivos juntamente
com as fezes e estas sdo infectantes para os moluscos terrestres e aquéticos, aonde
ocorre 0 desenvolvimento até a fase de terceiro estadio ou larva infectante para os
canideos.

Os fatores ambientais, como temperatura, umidade e precipitagdo, bem como a
presenca de hospedeiros intermediérios e definitivos sdo importantes para a continuagéo
do ciclo do A.vasorum (Taubert et al.2009; Morgen et al. 2009; Ferdushy et al. 2009,
2010; Barutzki & Schaper 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia de larvas de primeiro
estadio de A. vasorum no bolo fecal sob incidéncia direta da luz solar, em é&reas

sombreadas, sob temperatura de 4°C e -20°C.

MATERIAL E METODOS

Fezes de 15 cdes, infectados com A. vasorum, mantidos em baias individuais,
foram coletadas as 8 horas da manhd. Estas foram homogeneizadas em uma vasilha
plastica (50 x 30 cm) com auxilio de um bastdo de madeira e, posteriormente, pesadas
porcdes deste pool de fezes para formacdo de 69 amostras de 50 gramas. Em uma das
amostras realizou-se o exame de fezes utilizando o aparelho de Baermann para
quantificacdo das larvas de primeiro estadio (L1), seguindo a técnica de Barcante et
al.(2003). O experimento foi repetido 3 vezes sendo analisado um total de 207 amostras.

Os bolos fecais de 50 gramas foram depositados em papel impermeéavel tipo
celofane, cortados em quadrados de 40 cm para facilitar o0 manuseio das amostras e
coloca-las nas condicOes padronizadas para o estudo. Amostras foram distribuidas em
regido de mata de preservacdo da Universidade Federal de Minas Gerais (cidade de
Belo Horizonte, estado de Minas Gerais, Brasil) da seguinte maneira: as 6 horas da

manha foram colocadas 17 amostras de fezes em local com incidéncia de luz solar e 17
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amostras foram colocadas em local sombreado por arvores tipicas do cerrado ao longo
de todo o dia. Para mensurar a temperatura e a umidade ambiental foi colocado um
termohigrometro digital (Incoterm — Cotronic Technology Ltd/ Modelo 766302000). O
restante das amostras foram distribuidas no mesmo horario e da seguinte maneira: 17
amostras foram colocadas em geladeira sob refrigeracdo (4°C) e 17 amostras foram

colocadas no freezer (-20°C).

Durante as primeiras 12 horas do primeiro dia experimental, o papel celofane de
todas as amostras foi trocado de 2 em 2 horas para analisar se houve migracdo de larvas
do bolo fecal, no momento da troca foi anotado a temperatura e umidade ambiental. A
migracdo de larvas foi considerada existente, quando estas foram encontradas em
qualquer ponto do papel celofane fora do bolo fecal. Para isto toda a superficie do papel
celofane foi dividida em quadrados de 5 cm (numerados para facilitar o posicionamento
e consequentemente o calculo da distancia) e analisada em microscopio estereoscopio
(20x). Foram realizadas demarcacfes no papel celofane na medida em que se
encontravam as larvas. A distancia entre a posicdo onde se encontrava o bolo fecal e as
demarcacdes foi mensurada em centimetros. Para a troca do Papel celofane, o bolo fecal
foi retirado cuidadosamente com uma pé de pléstico e transferido para outro papel
celofane e a amostra retornou ao mesmo local no qual se encontrava. A cada 2 horas
uma amostra de cada situacdo foi retirada para realizar o exame de fezes pela técnica de
Baermann, para contagem das larvas vivas presentes no bolo fecal. As amostras
permaneceram em seus locais nas proximas 12 horas sem trocas. No segundo dia
experimental, foram realizadas as trocas e medi¢des seguindo a mesma rotina do
primeiro dia. A partir do terceiro dia experimental, a troca do papel celofane e a retirada
de amostras para analise das larvas ocorreu de 24 em 24 horas até o quinto dia (120

horas) de exposicdo das L1 no experimento.
As larvas recuperadas do bolo fecal durante o experimento foram utilizadas para
infectar moluscos da espécie Omalonyx matheroni a fim de confirmar a viabilidade das

larvas.

Analise estatistica
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A andlise estatistica foi realizada pelo pacote estatistico GraphPad Prism (verséo

5.0) utilizando o teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey, considerando um

valor p<0,05.

RESULTADOS

Nas amostras de fezes que estavam sob a incidéncia de luz solar as L1 presentes

no bolo fecal comecaram a morrer ap6s 26 h, sendo que 72h apds o inicio do

experimento ndo foi recuperado L1 vivas nas fezes. Nas amostras que permaneceram

em &reas sombreadas as L1 comecaram a morrer apds 30h e no quinto dia do

experimento ainda se podia recuperar uma media de 65% de L1 vivas. Nas amostras de

fezes que foram submetidas a baixa temperatura, observou-se que o bolo fecal exposto a

refrigeracdo (4°C) ndo houve mortes de L1, estas permaneceram vivas durante os 5 dias

do experimento. As amostras submetidas a -20°C, as L1 comecaram a morrer apos 34 h,

com 72 horas de exposicdo uma média de 26% das larvas permaneciam vivas sendo que

no quinto dia do experimento ndo foi recuperado L1 vivas (Tabela 1).

Tabela 1: Recuperacdo das larvas de primeiro estadio de Angiostrongylus vasorum sob

incidéncia direta de luz solar; local sombreado; geladeira (4°C) e freezer (-20°C).

Percentual de larvas vivas dentro do bolo fecal

Tempo de exposi¢cdo [Temperatura .
Hora . . Umidade .
no ambiente (horas) ambiente Incidéncia solar |Area sombreada| Geladeira 42C| Freezer -202C

8h 2 18,21, 19 69, 67, 65 100, 100, 100 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
10h 4 20, 19, 22 68, 66, 65 100, 100, 100 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
12h 6 26, 25, 24 68, 67, 66 100, 100, 100 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
14h 8 30, 29, 26 67, 67, 65 100*, 100%*, 100 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
16h 10 27,26,24 68, 67, 66 100%*, 100, 100 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
18h 12 24,24, 22 69, 68, 67 100, 100, 100 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
6h 24 17,19,18 | 68, 68, 69 100, 100, 100 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
8h 26 19,22,20 | 69,67, 66 100, 100, 100 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
10h 28 23,24, 25 70, 69, 67 95; 95; 93 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
12h 30 27,29, 29 68, 69, 70 82%; 80*; 81* 100, 100, 100 | 100, 100, 100 | 100, 100, 100
14h 32 31, 33,31 69, 68, 67 75%; 73%; 72* 98, 97, 95 100, 100, 100 | 100, 100, 100
16h 34 28, 32,31 69, 68, 69 73%*, 71%; 70* 96, 95, 94 100, 100, 100 | 100, 100, 100
18h 36 26, 30, 30 70,71,70 74; 68*; 69* 96, 94, 93 100, 100, 100 91, 88, 90
6h 48 19,17, 18 68, 69, 68 51;49; 47 97, 95, 93 100, 100, 100 77,75,74
6h 72 18, 20, 19 67, 68, 68 0,00 75,73,71 100, 100, 100 26, 24, 23
6h 96 18,21, 20 69, 68, 68 0,00 72,70, 68 100, 100, 100 12,9, 10
6h 120 17,19,20 | 68,69, 67 0,0,0 64, 66, 65 100, 100, 100 0,0,0

* = presenca de L1 de Angiostrongylus vasorum no papel celofane
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A migracdo da L1 ocorreu quando o bolo fecal estava sob a incidéncia de luz
solar e com a temperatura ambiente acima de 27°C (Tabela 1). As larvas encontradas
fora do bolo fecal estavam sem motilidade e atingiram distancias que variaram de 11 a
26 cm (Gréafico 1). Apesar das larvas encontradas em maior distancia terem sido de
amostras com temperatura maior que 29°C, ndo existe diferenca estatistica entre

aumento de temperatura e maior distancia de migracéo (p>0,05)

Gréafico 1: Avaliacdo da migracdo das larvas de primeiro estadio de Angiostrongylus

vasorum do bolo fecal sob influéncia da temperatura
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As L1 recuperadas foram viaveis para infeccdo dos moluscos uma vez que

houve recuperacdo de larvas de terceiro estadio de A. vasorum.

DISCUSSAO

O experimento demonstrou que as larvas de primeiro estadio de A. vasorum
sobreviveram a diferentes condi¢fes de temperatura, mostrando assim sua capacidade
de se adaptar a diferengas climaticas, as L1 sobreviveram a temperaturas que variaram
de -20°C a 30°C.

As larvas presentes no bolo fecal que permaneceram sob a incidéncia de luz

solar sobreviveram até 48 h apds o inicio do experimento, enquanto o bolo fecal
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armazenado em area sombreada as larvas permaneceram vivas até o quinto dia do
experimento. Ferdushy e Hasan (2010) observaram que as fezes que permaneciam em
local sombreado (27°C) tiveram uma taxa de larvas vivas maior a0 comparar com as
larvas que ficaram em temperatura oscilando entre -5°C e 5°C. Este resultado é
semelhante com o encontrado nesse trabalho, as larvas que permaneceram em local
sombreado apresentaram uma taxa de 65% de L1 vivas ap6s cinco dias. Entretanto, as
larvas que permaneceram em temperatura constante de 4°C estavam todas vivas apos 5
dias. Bourdeau (1993) relatou que as larvas de A. vasorum morreram rapidamente nas
temperaturas entre 18°C e 25°C. Observamos que as fezes com A. vasorum que ficaram
expostas a luz solar comegaram a morrer apos 28h, durante esse periodo foi observado a
migracéo das larvas quando a temperatura estava acima de 27°C, 0 mesmo ndo ocorreu
quando o bolo fecal permaneceu em areas sombreadas sob a mesma temperatura
ambiente, sugerindo que a incidéncia direta da luz solar estimula as L1 a sairem a fim
de encontrar um local com sensacdo térmica mais amena. Ferdushy e Hasan (2010)
analisaram as fezes de canideos infectados com A. vasorum e observaram que a 5°C as
larvas sobreviveram por até 80h e a 18°C elas sobrevivem por 42h. Neste estudo as
larvas armazenadas a 4°C sobreviveram até o quinto dia (120 h), com a taxa de
recuperagdo de 100% de L1 viva. O bolo fecal armazenado a -20°C chegou ao quinto
dia do experimento sem larvas vivas.

Essa maior resisténcia das L1 a temperaturas mais baixas esta em conformidade
com o trabalho de Shostak e Samuel (1984) que ao estocarem as larvas dos
metastrongilideos Parelaphostrongylusod ocoilei e Parelaphostrongylusod tenuis a
temperaturas que variaram entre 5°C a 36°C, observaram que as L1 deste parasito
sobreviveram por 232 dias e 4 dias, respectivamente. As larvas armazenadas a 4°C e a
temperatura ambiente foram capazes de se desenvolver na espécie de molusco
Omalonyx matheroni até o estadio infectante, resultado semelhante foi observado no
trabalho de Ferdushy et al. (2010) ao estocarem as larvas de A. vasorum a temperatura
de 5, 10 e 15°C por 3 e 7 dias que independente da temperatura e do tempo de
estocagem das larvas elas foram capazes de se desenvolver em Arion lusitanicus até o
terceiro estadio, infectante para os canideos. Sugerindo que as larvas de A. vasorum séo
capazes de sobreviverem a varias temperaturas e assim serem capazes de encontrar um
hospedeiro intermediario para que possam se desenvolver e continuar o ciclo

parasitario.
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CONCLUSAO

Os resultados sugerem que as larvas de primeiro estadio de A. vasorum suportam
por maior periodo de tempo temperaturas mais baixas (4°C) em relagdo a temperatura
ambiente (25°C) e a incidéncia solar direta sobre o bolo fecal estimula a migragéo das

larvas e aumenta a mortalidade das mesmas.
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CAPITULO 2:

DESENVOLVIMENTO DE ANGIOSTRONGYLUS VASORUM (BAILLET, 1866)
POMACEA CANALICULATA (LAMARCK, 1822).

Lanuze Rose Mozzer; Aytube Lucas Coaglio; Ruth Massote Dracz; Vinicius
Marques Antunes Ribeiro; Walter dos Santos Lima.

RESUMO

Angiostrongylus vasorum é um nematdide parasito do coracdo, artéria pulmonar e seus
ramos, principalmente de canideos domeésticos e silvestres. O ciclo biologico é
heteroxeno tendo varias espécies de moluscos terrestres e aquaticos como hospedeiros
intermediarios, no entanto, a susceptibilidade é variavel entre eles. Pomacea
canaliculata ¢ um molusco encontrado em lagos, pantanos e rios da América do Sul.
Neste trabalho, foi avaliado a susceptibilidade, o crescimento, a oviposicdo e o
desenvolvimento larvario em 282 P. canaliculata infectados com 500 larvas de primeiro
estadio (L1) de A. vasorum. Diariamente, a partir do 5° dia ap6s a infeccéo (dpi) até o
30° dpi, sete exemplares foram sacrificados para recuperacdo dos estadios larvais.
Foram comparadas 50 desovas de moluscos infectados e ndo infectados quanto ao
nimero de ovos por desova, a taxa de eclosdo e o crescimento dos moluscos. A
recuperacdo larvéria variou de 38,2% a 65,9%, sendo que larvas de primeiro estadio
(L1) foram encontradas até o 19° dpi, larvas de segundo estagio (L2) do 11° ao 25° dpi e
larvas de terceiro estadio (L3) a partir do 19° dpi. Os moluscos infectados apresentaram
maior numero de ovos por desova. Entretanto, a taxa de eclosdo e o tamanho da concha
foram menores no grupo infectado em relagdo ao grupo controle. Este € o primeiro
relato de infecgdo experimental de P. canaliculata por A. vasorum, confirmando a sua
inespecificidade em relacdo ao hospedeiro intermediario e indicando a importancia de

levantamentos epidemioldgicos direcionados ao parasito e este molusco.
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INTRODUCAO

Angiostrongylus vasorum é um nematdide que parasita 0 sistema
cardiorrespiratorio principalmente, de canideos silvestres e domésticos (Guilhon &
Cens 1969, Morgan et al. 2005, Helm et al. 2010, Mozzer et al. 2011). Apresenta ampla
distribuicdo mundial, tendo sido relatado na Europa, América do Norte, América do Sul
e Africa, atingindo regibes tropicais, subtropicais e temperadas (Lima et al. 1985,
Williams et al. 1985, Koch & Willesen, 2009). O ciclo bioldgico é heteroxeno tendo
varias especies de moluscos terrestres e aquaticos como hospedeiros intermediarios, que
se infectam pela ingestdo ou penetracdo de larvas de primeiro estadio (L1) presentes nas
fezes de canideos. Nos tecidos do invertebrado as larvas se desenvolvem em larvas de
segundo estadio (L2) e terceiro estadio (L3) (Rosen et al. 1970, Mozzer et al. 2011).

Os canideos se infectam apds a ingestdo de L3 presentes no molusco infectado ou
em hospedeiros paraténicos (Bolt et al. 1993).

A L3 penetra na parede do trato digestivo do hospedeiro vertebrado, migrando até
os linfonodos mesentéricos, onde ocorre a muda para larva de quarto estadio (L4) e
adulto imaturo, que alcancam a corrente sanguinea e apos cerca de 10 dias sdo
encontrados no ventriculo direito e nas artérias pulmonares (Guilhon & Cens, 1969,
Barcante, 2004, Helm et al. 2010).

O molusco Pomacea canaliculata é encontrado na Regido Neotropical, habitando
aguas de curso lento e estagnado, estivando no solo nos periodos de seca (Lum-Kong &
Kenny 1989, Franca et al. 2007). Sua ocorréncia tem sido relatada no Brasil, Argentina,
Uruguai, Paraguai e Bolivia, sendo abundante nas bacias dos rios da Prata, Uruguai e
Paraguai (Thiengo, 1995, Seuffert & Martin, 2013). Esta espécie ja foi encontrada
infectada naturalmente por Angiostrongylus cantonensis, agente da meningite
eosinofilica humana. (Tsai et al. 2001, Lv et al. 2009, Chen et al. 2011, Thiengo et al.
1998, Qiu et al. 2011).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a susceptibilidade deste molusco a

infeccdo por A. vasorum e o comportamento bioldgico a infecgéo.

MATERIAL E METODOS
Oitenta especimes de Pomacea foram coletados na orla da lagoa da Pampulha no
municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil (19° 52’S e 43° 58’ W) e levadas

para a criacdo no Laboratorio de Helmintologia Veterinaria do Instituto de Ciéncias
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Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. A identificacdo dos espécimes
coletados foi feita de acordo com Rawlings et al. (2007). Os moluscos foram mantidos
em cubas pléasticas retangulares (16 x 22 x 30 cm) com tampa perfurada (2 mm
intercalados a cada 2 cm da area), com 8 espécimes em cada, contendo agua isenta de
cloro e colmos de bambus, sendo expostas a um fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas
de escuro. A cada 7 dias a agua das cubas foi trocada e os espécimes alimentados com
folhas de alface. Cada desova obtida era retirada e transferida para cuba de criacdo
medindo 10 x 10 x 14 cm e apenas 0s moluscos que eclodiram destas desovas
(denominada primeira geracdo -F1- livres de infeccdo natural) foram usadas durante o
experimento. Quando os moluscos atingiram 30 mm em torno de 60 dias foram
utilizados 282 exemplares nos experimentos sendo que 182 foram colocados,
individualmente, em um frasco de polipropileno (4 cm x 5 cm x 7 cm) contendo 1 mL
de agua com 500 L1 de A. vasorum, recuperadas de fezes de cées parasitados por A.
vasorum. Os moluscos permaneceram nos frascos por 6h em temperatura ambiente e
apos este periodo foram transferidos para uma cuba de criacdo. O conteldo restante nos
frascos de infeccédo foi examinado e as larvas remanescentes foram contadas.

A partir do 5° dpi até o 30° dpi, 7 moluscos foram escolhidos aleatoriamente,
sacrificados individualmente em placa de Petri com bastdo de vidro e os tecidos e as
conchas foram macerados, acondicionados em gaze cirurgica e alocados em aparelho de
Baermann, durante 12 horas para a recuperacdo das larvas. As quais foram identificadas
e contadas segundo Barcante et al. (2003).

Para comparar aspectos biolégicos como reproducdo, crescimento e taxa de
sobrevivéncia dos moluscos infectados e ndo infectados foram utilizados 100
exemplares com tamanho de 30 mm. 50 espécimes infectados com 500 L1, conforme
metodologia descrita anteriormente e 50 espécimes ndo infectados. Os moluscos foram
acompanhados por 120 dias, e as desovas dos grupos infectados e ndo infectados foram
separados e analisados para comparar a reproducdo durante o experimento. O nimero
de ovos por desova foi quantificados e o célculo da taxa de eclosdo, considerando o
namero total de ovos e 0 nimero de moluscos nascidos.

Para comparar o crescimento, todos os moluscos infectados e ndo infectados
foram mensurados com auxilio de paguimetro aos 120 dias ap0s a eclosdo. A taxa de

crescimento foi calculada levando em consideragdo o tamanho inicial e o tamanho final.
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Andlise estatistica
Os dados referentes a desova, eclosdo e crescimento de P. canaliculata foram
analisados pelo teste de varidncia com um critério, seguido do pods-teste de Tukey.

Diferencas de p <0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

RESULTADOS

Embora permanecessem em contato direto com as L1 de A. vasorum a penetragédo
média por molusco foi de 24% (120 L1 por molusco) e variando de 76 a 175 L1 (15,2%
a 35% respectivamente).

A Tabela 1 apresenta o numero de larvas recuperadas de sete P. canaliculata
sacrificada a cada dia, variando entre 329 (39,2%) a 567 (67,5%) larvas. As
porcentagens foram calculadas considerando que a taxa real de infeccdo (larvas que
penetraram) com média de 120 L1 por molusco.

A maior taxa de recuperacdo de L1 foi no 6° dpi (512 larvas, 60,9%), a L2 foi no
18° dpi (520, 61,9%) e L3 recuperou maior quantidade no 29° dpi (567, 67,5%). No 5°
até o 10° dpi, 100% das larvas recuperadas foram L1. O término da recuperacdo de L1
ocorreu no 19° dpi. A partir do 11° dpi recuperaram-se 64% de L2, estas foram
recuperadas até o 25° dpi com 35%. No 19° dpi houve recuperacdo dos trés estadios
evolutivos sendo que 2% das larvas recuperadas foram L1, 91% de L2 e 7% para L3. A
maior recuperacdo de L2 em ocorreu no 18° dpi (92%). O inicio da recuperacdo de L3
ocorreu no 19° dpi (7%) e a partir do 26° dpi somente L3 foram recuperadas. Os
moluscos foram susceptiveis a infec¢do por A. vasorum, sendo recuperadas larvas vivas

durante o periodo experimental.

Em relacdo ao comportamento bioldgico de P. canaliculata apds a infec¢do, as
desovas foram depositadas nos colmos de bambu e durante o periodo de
acompanhamento, foram avaliadas 50 desovas para os moluscos infectados e para 0s
ndo infectados. Sendo que o nimero médio de ovos por desovas nos moluscos
infectados (207 £ 18,12) foi maior do que nos moluscos ndo infectados (160 + 12,14)
(p<0.0001).

A eclosdo dos moluscos iniciou aos 12 dias apds a postura da desova com

temperatura ambiental média de 27°C. Os moluscos ndo infectados apresentaram maior
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taxa de eclosdo por desova (68% = 3,52) quando comparado aos moluscos infectados
(55,8% + 2,93).

Tabela 1: Recuperacdo de larvas de Angiostrongylus vasorum de Pomacea canaliculata
infectadas com 500 L1 de A. vasorum. Percentual de larvas recuperadas foi calculado

baseando na taxa real de infec¢do que foi em média 120 L1 por molusco.

Dias apés Numero total de Percentual Numero de larvas
a infeccio larvas recuperadas (%) de larvas recuperadas
dos 7 moluscos recuperadas

L2 L3
5 454 54.04 454 0 0
6 512 60.95 512 0 0
7 403 47.97 403 0 0
8 427 50.83 427 0 0
9 329 39.17 329 0 0
10 442 52.61 442 0 0
11 466 55.47 168 298 0
12 425 50.59 89 336 0
13 341 40.59 58 283 0
14 384 45.71 50 334 0
15 401 47.73 36 365 0
16 358 42.61 21 337 0
17 468 55.71 23 445 0
18 520 61.9 42 478 0
19 458 54.52 9 417 32
20 388 46.19 0 369 19
21 440 52.38 0 387 53
22 388 46.19 0 264 124
23 471 56.07 0 221 250
24 468 55.71 0 187 281
25 392 46.67 0 137 255
26 443 52.73 0 0 443
27 520 61.9 0 0 520
28 477 56.78 0 0 477
29 567 67.5 0 0 567
30 481 57.26 0 0 481
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O crescimento dos moluscos foi influenciado pela infeccdo, os moluscos nédo
infectados apresentaram maior tamanho de concha (56 + 1,40 mm) quando comparado
ao grupo infectado (46 mm + 1,77) (p<0.0001), na avaliacdo aos 120 dias apds a
eclosdo.

N&o houve diferenca estatistica na sobrevivéncia entre os moluscos infectados e
ndo (p=0,74). Ao final do experimento, 41 exemplares dos moluscos nédo infectados

sobreviveram enquanto os infectados apresentaram 40 exemplares.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos, nesta infeccdo experimental, confirmam a viabilidade de
P. canaliculata como hospedeiro intermediario de A. vasorum.

A baixa penetracdo de L1 no caramujo durante a infeccdo (15,2% a 35%)
comparada a outros moluscos pode estar relacionada com a presenca de opérculo em P.
canaliculata. Esta estrutura pode funcionar como uma barreira fisica dificultando a
penetracdo das larvas uma vez que outras espécies de moluscos que ndo possuem
opérculo como Omalonyx matheroni a taxa de penetracdo de larvas € superior a 95,2%
(Mozzer et al. 2011) e em Biomphalaria glabrata a taxa de penetracdo é maior que 90%
(Pereira et al. 2006).

Em relacdo a cinética de desenvolvimento do parasito em P. canaliculata foram
observadas L1 até o 19° dpi, L2 entre 11° e 25° dpi e L3 a partir do 19° dpi. No
presente estudo, o tempo para desenvolvimento de A. vasorum em P. canaliculata é
maior em comparagdo com as demais espécies de moluscos ja estudados. Guilhon &
Afghahi (1969) recuperaram larvas de terceiro estddio a partir do 16° dpi em diversas
espécies de gastropodes infectados com A. vasorum. Sauerlander & Eckert (1974) ao
realizarem a infecgdo experimental de A. fulica com A. vasorum, recuperaram L3 no 17°
dpi. No trabalho de Barcante (2006) em B. glabrata infectados com a mesma linhagem
de A. vasorum deste trabalho, o desenvolvimento da L2 deu-se no 5° dpi e de L3 no 15°
dpi. Bessa et al. (2000) utilizando Subulina octona observou L2 ao 7° dpi e L3 ao 13°
dpi. Mozzer et al. (2011) obtiveram em O. matheroni L2 no 5° dpi e L3 no 10° dpi.

A taxa de recuperacdo de L3 em P. canaliculata variou de 39,17% a 67,5%,
entretanto, Bargante et al. (2003) também utilizando a técnica de Baermann, recuperaram
cerca de 33% de L3 em B. glabrata. Ja Mozzer et al. (2011) ao infectarem O. matheroni

recuperaram entre 78% a 95% de L3.
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Como pode ser observado o desenvolvimento dos estadios evolutivos de A.
vasorum em P. canaliculata demanda maior tempo para a mudanca dos estadios larvais
que nos moluscos ja estudados, porém sdo desconhecidos 0s mecanismos que retardam
esse desenvolvimento. Sabe-se que em temperaturas mais baixas ha um atraso na
mudanca de estadios (Gerichter 1948, Lv et al. 2006). Porém, durante o periodo
experimental, a temperatura média foi de 27°C excluindo a influéncia da temperatura.
Outros estudos relatam que a diferenca no padrdo de resposta celular e no
desenvolvimento larval em moluscos depende do sistema interno de defesa do molusco
(lwanaga & Lee, 2005). Sdo necessarios estudos envolvendo o sistema imune do
molusco para entender 0 mecanismo dessa interagdo parasito-hospedeiro.

Em relacdo aos aspectos bioldgicos de desenvolvimento do molusco infectado,
neste trabalho o nimero de ovos por desova foi maior no grupo infectado com A.
vasorum (Grupo A), mas a taxa de eclosao foi menor. Este fato é corroborado em outras
espécies de moluscos e trematédeos como B. glabrata infectada com Echinostoma
paraensei, em Lymnaea stagnalis infectada por Trichobilharzia ocellata e B. glabrata
infectada com Schistosoma mansoni, 0 aumento das desovas ocorreu apos a eliminacao
das cercéarias (Tunholi et al. 2011, Schallig et al. 1992, Brumpt 1941, Etges & Gresso
1965). Provavelmente o molusco infectado pode desovar mais vezes devido a uma
compensacdo na fecundidade para aumentar seus esforcos reprodutivos e assim,
compensar as perdas causadas pelo estresse da infeccdo (Minchella 1985). Tunholi et al.
(2011) relatam que o molusco infectado apresenta um aumento na desova, mas a
viabilidade dos ovos diminuem devido a reducdo da eficiéncia reprodutiva corroborando
com este estudo quando foi observado menor taxa de eclosdo no grupo infectado.

Em relacdo ao desenvolvimento do tamanho da concha de P. canaliculata infectada
com A. vasorum, o grupo infectado apresentou um desenvolvimento menor do tamanho
da concha em relagdo ao grupo controle, resultados semelhantes aos obtidos por
Sauerlander & Eckert (1974) ao infectar A. fulica com 20.000 L1 de A. vasorum,
observaram retardo no crescimento e deformagdes na concha.

P. canaliculata apresentou baixa mortalidade durante o experimento, nove para o
grupo controle e dez para os infectados, de 50 moluscos em cada grupo. No estudo de
Sauerlander & Eckert (1974) relatou alta taxa de sobrevivéncia de A. fulica infectado

com A. vasorum durante o experimento, mostrando a resisténcia dos moluscos para este
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parasito e com isso apresenta um fator positivo para a dispersdo do parasito pelo
ambiente.

Este estudo descreve pela primeira vez a infeccdo experimental de P.
canaliculata com larvas de A. vasorum comprovando o potencial deste molusco como
hospedeiro intermedidrio do parasito. Além disso, esses dados ressaltam a

inespecificidade da relacdo parasito-hospedeiro intermediario em A. vasorum.
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CAPITULO 3:

GALLUS GALLUS DOMESTICUS: HOSPEDEIRO PARATENICO DE
ANGIOSTRONGYLUS VASORUM

Lanuze Rose Mozzer & Walter dos Santos Lima.

RESUMO:

Angiostrongylus vasorum, parasito do sistema cardiorrespiratério em canideos, possui
ciclo biolégico heteroxénico em que os hospedeiros intermedidrios sdao moluscos
terrestres e aquaticos. Geralmente, os canideos sdo infectados pela ingestdo dos
hospedeiros intermediarios ou de hospedeiros paraténicos que contém larvas infectantes
(L3). No entanto, ndo hé relatos de aves como hospedeiros paraténicos de A. vasorum.
Para avaliar a susceptibilidade e a viabilidade de Gallus gallus domesticus como
hospedeiro paraténico de A. vasorum, 17 frangos da linhagem Cobb foram divididos
aleatoriamente em dois grupos. Os animais do grupo A foram inoculados com L3 de A.
vasorum, e os do grupo B ingeriram moluscos infectados com L3 de A. vasorum. Aos
trinta dias pos-infeccdo, os frangos foram sacrificados, e os muasculos e érgdos foram
colocados numa solucdo de HCI-pepsina (1% de HCI (37%), 1% de pepsina) durante 3
horas em estufa a 40 ° C para recuperar L3. No grupo A, 1.863 L3 foram recuperadas
por frango. No grupo B, 2585 L3 foram recuperadas. Um céo que ingeriu 6rgdos e
tecidos de uma galinha do grupo A eliminou larvas de A. vasorum em suas fezes 51 dias
apos a infeccdo. Aos 107 dias iniciou-se o tratamento com doses diarias de fenbendazol
25 mg / kg durante 21 dias. A permanéncia de L3 viavel por 30 dias e a infec¢cdo do cédo

indicam que Gallus gallus é um potencial hospedeiro paraténico para este parasito.

INTRODUCAO:

Angiostrongylus vasorum (Baillet 1866) Kamensky (1905) é um parasito das
artérias pulmonares e cardiovasculares entre os cdes domesticos e os canideos silvestres.

Este parasito foi relatado na Europa, Africa, América do Norte e América do Sul,
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incluindo o Brasil (Lima et al. 1985, Conboy 2011, Al - Sabi et al. 2013). Os animais
infectados podem apresentar sinais clinicos isolados ou associados, tais como perda de
peso, dispnéia, taquicardia, arritmias, tosse seca persistente, mucosas palidas.
Tromboses, coagulacdo intravascular disseminada e morte do animal também podem ser
observados (Cury et al. 2002, Helm et al. 2010, Mozzer & Lima 2012). Estes sinais
clinicos inespecificos complicam o diagndstico clinico da doenca, pois, pode ser
confundida com outras patologias, levando a uma subestimacdo da real situacéo
epidemioldgica. O ciclo biologico de A. vasorum é heteroxeno, e 0s hospedeiros
intermediarios sdo moluscos terrestres e aquaticos, como Biomphalaria glabatra,
Omalonyx matheroni e Achatina fulica. Larvas de primeiro estadio (L1) nas fezes dos
hospedeiros definitivos infectam os moluscos por penetragdo através do tegumento ou
ingestdo. Nos tecidos do molusco, ocorre o desenvolvimento em larva de segundo
estadio e em larvas de terceiro estadio (L3) ou larvas infectantes (Rosen et al. 1970,
Guilhon e Cens 1973, Grewal et al. 2003, Morley 2010, Mozzer et al. 2011).

A infeccdo do hospedeiro definitivo ocorre através da ingestdo de moluscos
contendo L3. Além disso, L3 pode sair ativamente do tegumento levando a
contaminacdo de agua e alimentos para animais (Barcante et al. 2003). Outro
mecanismo através do qual os hospedeiros definitivos podem ser infectados € através da
ingestdo de hospedeiros paraténicos como anfibios (Bolt et al. 1993).

METODOLOGIA

Este experimento foi conduzido de acordo com as normas de bem-estar animal e
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA /
UFMG) sob o protocolo n © 147/2011.

Um total de 17 frangos da linhagem Cobb, com 50 dias de idade, peso médio de
1.300 g, foram inoculados com L3 de A. vasorum. Os parasitos foram obtidos de 170
moluscos da espécie Omalonyx matheroni, que foram infectados individualmente
usando placas de cultura de poliestireno com 10 pogos (mm Fabricante: TPP). Um total
de 500 L1 foram depositados em fragmentos de folhas de alface que foram ingeridos
pelos moluscos, de acordo com a metodologia descrita por Mozzer et al. (2011). Um

total de 25 dias apds a infecgdo, 90 moluscos foram separados aleatoriamente em grupos

60



de 10. Os moluscos foram sacrificados, macerados e submetidos a técnica de Baermann
(Barcante et al. 2003) durante 12 horas para recuperar L3. O nimero de larvas
recuperadas a partir de cada grupo foram separadas, contadas utilizando um
microscopio estereoscopico (25x) e colocado em tubos Falcon contendo 1 ml de soro
fisioldgico (0,9%). O numero médio de larvas recuperadas foi de 3.850 L3 por grupo.

Esta quantidade foi estabelecida como a carga para inoculagdo dos frangos.

Os frangos foram mantidos em jejum por 12 horas e divididos aleatoriamente em

dois grupos.

Grupo A continha 9 frangos que foram inoculados individualmente com 3.850 L3 em 1
ml de &gua destilada, utilizando uma agulha de gavagem inserida diretamente dentro da
cavidade oral.

Grupo B continha 8 frangos que foram inoculados através da ingestdo de moluscos
infectados com L3 de A. vasorum. As aves foram alojadas em gaiolas individuais, onde
permaneceram em observacdo até que completasse a ingestdo dos 10 moluscos

colocados dentro do comedouro de cada gaiola.

Apds 30 dias da infec¢do, todos os frangos do grupo B e 8 do grupo A foram
eutanasiados e necropsiados, seguindo a metodologia de Zander e Mallinson (1991).
Depois de abrir o térax e a cavidade abdominal, os seguintes 6rgaos e tecidos foram
removidos e inspecionados por lesbes macroscopicas: coracdo, pulmao, figado,
pancreas, esdfago, proventriculo, ventriculo, intestino, ceco, cloaca, musculos R1
(masculos da regido ventral-peitoral), musculos R2 (musculos da regido dorsal), os
musculos R3 (musculos da asa, coxa e perna) e R4 (musculos da regido da cabeca e

Pescogo).

A musculatura foi desossada e juntamente com os 6rgdos foram cortados em
fragmentos de 0,5 centimetros, colocados separadamente em recipientes de vidro e
submetidos ao processo de digestdo. Uma solucdo de HCI-pepsina (1% de HCI (37%),
1% de pepsina) foi utilizada durante 3 horas, em estufa a 40°C (Taira et al. 2004). A
razdo de tecido (g) e a solucdo de digestdo (ml) foi de 1:10. Apds esta digestdo, 0s
tecidos foram removidos, e os conteudos foram examinados usando um microscopio

estereoscopico (25x). As larvas recuperadas foram separadas, identificadas e contadas.
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Para avaliar a viabilidade das L3 recuperadas, um frango do grupo A foi
desossado, os musculos e 6rgdos foram seccionados em fragmentos de 0,5 centimetros e
oferecidos a um c&o macho, sem raca definida, com idade de 9 meses e peso de 6 kg.
Apbs 30 dias da ingestdo, foram realizadas coletas diarias das fezes deste cdo para
exames pelo método de Baermann para observar o periodo pré-patente. Apds a
eliminacdo de L1 nas fezes, a coleta passou a ser realizada em intervalos de 7 dias, com
a ultima coleta realizada em 156 dias. No entanto, aos 107 dias apds a infeccdo, o
tratamento anti-helmintico foi realizado com doses diarias de fenbendazol (Panacur,
Intervet), 25mg/kg, durante 21 dias segundo o protocolo sugerido por Martin et al.
(1993).

GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc., EUA) foi utilizado para a analise estatistica.
Para verificar a distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para as analises entre os grupos, foi utilizado o teste t de Student para dados
paramétricos e o teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Para identificar
diferencgas significativas entre as médias dos grupos, uma ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni foi utilizado para os dados paramétricos, e o teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn foi usado para dados ndo paramétricos. Todos os testes foram

considerados significativos quando p < 0,05.

RESULTADOS:

Os frangos ndo tiveram alteracBes de apetite ou prostracdo durante o periodo
experimental. Ndo foram observadas lesbes macroscopicas nos 0Orgdos e tecidos
avaliados. As L3 recuperadas foram identificadas como larvas de A. vasorum com base
em descricdes relatadas por Lima et al. (1985). A quantidade de L3 recuperada dos
orgdos examinados de cada frango estdo apresentados sdo na Tabela 1. No grupo A, um
total de 1.863 L3 foram recuperadas, e o numero de larvas encontradas em cada frango
variou de 172 a 291 L3 (4,5 a 7,6 % da carga de infecgcdo). Nos tecidos dos animais do
grupo B, que ingeriram moluscos infectados, um total de 2.585 L3 foram recuperadas; o
namero de L3 em cada animal variou de 276 a 395 L3 (7,2 a 10% da carga da infeccao).
No grupo A, a maior recuperacdo de larvas foi obtido a partir do ventriculo (46,8-
58,9%), seguido pelos musculos da cabeca e pescoco (15,1-23,7%). No grupo B, a
recuperacao foi mais elevada no figado (27,8-42,6%), seguido pelos muasculos da regido
ventral-peitoral (22,1-36,8%), como apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Numero de L3 de Angiostrongylus vasorum (L3) recuperadas de frangos
inoculados diretamente com 3.850 L3 na cavidade oral (grupo A) e frangos que

ingeriram Omalonyx matheroni infectados (grupo B).

MATERIAL
AVALIADO

Larvas de terceiro estadio de Angiostrongylus vasorum recuperadas em cada frango 30 dias

apos a infeccao

GRUPO A: inoculag&o oral de 3850 L3

por frango

GRUPO B: cada frango ingeriu 10
moluscos infectados

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Al10 All A12 A13 Al4 Al5 Al6 Al7

coracao
pulmdo

figado
pancreas
esofago
proventriculo
ventriculo
musculatura R1
musculatura R2
musculatura R3
musculatura R4

0 0 0 0 0 0 0 O
0 0 0 0 0O 0O 0 O
42 35 27 51 18 29 47 25
0 0 0 0 4 0 2 O
0 0 0 0 0 0 0 O
0 0 0 0 0 0O 0 O
159 99 124 112 146 103 131 87
21 17 58 77 46 37 19 31
0 0 0 0 0O 0O 0 O
0 0 0 0 0 0 0 O
69 27 37 21 34 42 57 29

o o0 0 0 O o0 o0 O
o 0 0 0 O o o0 O
108 95 152 143 102 94 105 77
0O 14 0 7 0 2 6 O
o 0o 0 0 O o0 o0 O
o 0o 0 0 O o0 o0 O
54 72 68 75 68 71 64 67
87 83 79 98 114 78 104 121
o 0 0 0 O O0o o0 O
o 0o 0 0 O o0 o0 O
29 17 58 72 83 31 23 64

Total por grupo 291 178 246 261 248 211 256 172

Média por grupo

Porcentagem de
larvas
recuperadas

233

76 46 64 68 64 55 6.6 4.5

"278 281 357 395 367 276 302 329

323

72 73 93 1095 72 78 85

R1 = musculatura ventral - peitorais

R2 = musculatura dorsal

R3 = musculatura das asas e membros inferiores
R4 = musculatura da cabeca e pescoco

O cdo que ingeriu os 6rgdos e tecidos do frango sacrificado eliminou L1 de A.

vasorum 51 dias ap0s a ingestdo. O animal ndo apresentou alteracdes clinicas durante o

periodo de estudo. A partir de 28 dias ap06s o tratamento com fenbendazol, as larvas ndo

foram recuperadas nas fezes. A dinamica de eliminacdo de L1 nas fezes € ilustrada no

grafico 1.
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Gréfico 1: Dindmica da eliminacdo de larvas de primeiro estddio de Angiostrongylus
vasorum recuperadas das fezes do cdo ap6s a ingestdo de tecidos e orgdos de frangos

alimentados com Omalonyx matheroni infectados com larvas de A. vasorum.

NUmero médio de L1 por
grama de fezes (LPG)
3

\

30 37 44 51 58 65 72 79 8 93 100 107
Dias ap0s a infecgdo

DISCUSSAO E CONCLUSOES:

Trinta dias apds a infeccdo dos frangos, foram recuperadas L3 vivas. A infeccédo
dos frangos por inoculacdo oral direta das larvas provavelmente apresenta um percurso
diferente de infeccdo do que a ingestdo de moluscos infectados porque a distribuigéo de
larvas nos 6rgaos e tecidos dos frangos foram significativamente diferentes com base na
via de infeccdo (p = 0,0001). Infecgdo direta resultou huma concentracdo mais elevada
de L3 no ventriculo e da musculatura da regido da cabeca e pescoco. A infec¢cdo por
ingestdo de moluscos infectados resultou na maior concentracdo de L3 recuperadas no
figado, seguindo-se o ventriculo, os musculos ventrais, os musculos da cabega e

pescoco e do pancreas.

A ingestdo de moluscos infectados permitiu que as L3 atingissem 0Orgaos tais
como o figado, em quantidades superiores a infeccao direta com L3 na cavidade oral do
frango. O processo de digestdo no trato gastrointestinal pode ter destruido algumas das
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larvas inoculadas, enquanto que a digestdo do tecido molusco pode ter favorecido a fuga
das larvas apds a ingestdo dos moluscos infectados. Este cenério € consistente com a
diferenca observada no nimero de larvas recuperadas. Além disso, a infeccdo por meio
da ingestdo de moluscos infectados é uma estimativa do nimero medio de larvas que
foram inoculados em cada frango. Existe uma variacao individual na recuperacdo de L3
em cada molusco, como demonstrado por Mozzer et al. 2011. Esses autores ao infectar
moluscos do género Omalonyx observaram que alguns individuos apresentaram maior
recuperacdo de L3 devido a maior quantidade de L1 que penetraram durante a infeccao
do molusco. Este fato leva a valores estimados para o nimero de larvas recuperadas. Ao
fornecer moluscos infectados, o nimero exato de larvas dentro do molusco ndo é
conhecido, mas pode ser estimado a partir do nimero de larvas encontradas em 6rgéos e

tecidos dos frangos do grupo B.

A eliminacdo de L1 nas fezes do cdo comprova que o ciclo de vida de A.
vasorum se completa em laboratorio utilizando frangos como hospedeiro paraténicos. O
periodo pré-patente de 51 dias, corrobora com o periodo pré-patente descrito em
literatura que cita a variacdo de eliminacdo de larvas nas fezes entre 28 e 108 dias ap6s
a infeccdo (Oliveira-Junior et al. 2006, Mozzer et al. 2011). O uso de fenbendazol foi
uma abordagem terapéutica eficaz para o tratamento do cdo, como se observa em outros
estudos de cées infectados com A. vasorum e tratados com o mesmo principio ativo
(Martin et al. 1993, Brennan et al. 2004).

Estes resultados tém valor epidemioldgico, porque apresentam Gallus gallus
como um potencial hospedeiro paraténico. Hospedeiros paraténicos podem ser um
importante elo no ciclo deste parasita. As aves podem ser particularmente importantes
porque representam aproximadamente 21,5% do alimento consumido pelos canideos via
predacdo (Motta-Janior 1994, Uchda 2004). Nas fazendas da familia em nucleos
agricolas, as aves sdo normalmente criadas em sistemas de vida livre, onde se
alimentam de grdos, frutas, insetos, minhocas, caracois terrestres e muitos outros tipos
de matéria vegetal e animal (Costa et al. 2008, Oliveira et al. 2009). Na presenca desta
grande diversidade, existe um biossistema que fornece o fechamento de muitos ciclos de
parasitas no ambiente e facilita a predacdo destas aves por canideos. Este estudo
confirma a viabilidade de Gallus gallus domesticus como hospedeiro paraténico de A.

vasorum.
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CAPITULO 4:

TRANSMISSAO PASSIVA DE ANTICORPOS ANTI-
ANGIOSTRONGYLUS VASORUM EM CADELAS

Lanuze Rose Mozzer, Aytube Lucas Coaglio, Christina Monerat Toledo Machado,
Ricardo Toshio Fujiwara e Walter dos Santos Lima.

RESUMO:

Angiostrongylus vasorum é um nematdide parasito do coracao, artéria pulmonar e seus
ramos, principalmente de canideos domésticos e silvestres. Este estudo teve como
objetivo analisar os aspectos parasitolégicos da infeccdo na cadela gestante, detectar a
existéncia de anticorpos anti-A. vasorum no leite materno de cadelas infectadas, analisar
a cinética dos anticorpos anti-A. vasorum no soro dos seus respectivos filhotes e avaliar
a cinética de eliminacao de larvas de primeiro estadio (L1) de A. vasorum nas fezes das
cadelas nas fases de estro, gestacédo e lactacdo. Foram acompanhadas seis cadelas, sem
raca definida, pluriparas, parasitadas por A. vasorum. Foram realizadas,
quinzenalmente, coletas de sangue das cadelas e seus respectivos filhotes a partir dos 15
dias até os 180 dias ap6s o nascimento dos filhotes (ANF) para acompanhamento da
cinética dos anticorpos anti-A. vasorum por meio de exames de ELISA indireto.
Amostras de leite foram coletadas no dia 15 e 30 ANF para analise do leite quanto a
presenca de larvas e analise do soro quanto a presenca de anticorpos. Fezes e amostras
de sangue para dosagem de progesterona, LH e prolactina foram coletadas
semanalmente ao longo do ciclo reprodutivo, gestacao e lactacdo. Houve transferéncia
de anticorpos anti- A. vasorum para os filhotes e estes diminuem ao longo do tempo em
relacdo aos valores encontrados na genitora. Até os 45 dias ANF foram detectados
anticorpos no soro de todos os filhotes e aos 90 dias ANF apenas 1 filhote apresentou
reacao ao antigeno. Apds 105 dias ndo houve reacdo ao antigeno em nenhum dos soros
dos filhotes. Nenhuma forma larvaria foi detectada nas amostras de leite. O soro do leite
apresentou anticorpos aos 15 dias ANF aos 30 dias ANF ndo foi detectado reacgéo
antigeno-anticorpo. Houve eliminacdo de L1 de A. vasorum nas fezes da cadela em

todas as fases reprodutivas. Sendo que na segunda metade do periodo gestacional houve
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um aumento da quantidade de larvas nas fezes. Aumento este que coincidiu com o

aumento dos niveis de prolactina nas cadelas gestantes.

INTRODUCAO:

Angiostrongylus vasorum € um nematoide que parasita 0 sistema
cardiorespiratorio de canideos domesticos e silvestres. Possui ciclo de vida indireto
tendo como hospedeiros intermediarios moluscos aquaticos e terrestres (Mozzer et al.
2011). Os animais parasitados apresentam sinais diversos incluindo problemas
respiratdrios, disturbios de coagulacéo, envolvimento neuroldgico e morte (Chapman et
al. 2004 , Garosi et al. 2005, Wessmann et al. 2006, Mozzer & Lima 2012). Animais
com doenca subclinica também sdo relatados e ndo existem estudos envolvendo a
transferéncia de anticorpos anti- A. vasorum maternos aos filhotes.

Os niveis de imunoglobulinas no colostro e no leite sdo dependentes das
espécies de animais. Nos mamiferos os mecanismos de transmissdo de anticorpos sdo
geralmente classificados em trés tipos de acordo com o percurso: a via transplacentaria
que ocorre em humanos, a via transcolostral como ocorre em equinos e bovinos e a via
intermediéria entre estes dois tipos, que transfere tanto pela placenta quanto pelas
secre¢fes mamarias como observado em caes, gatos e roedores (Brambell 1958, Hurley
2003, Butler et al. 2005). Para animais como ratos, camundongos, cdes e ungulados a
captacdo de colostro de qualidade e quantidade suficiente é importante para a prole
aumentar a funcéo imunoldgica sistémica.

A placenta de cées é classificada histologicamente segundo Kaufmann e Burton
(1994) como endoteliocorial baseando-se no contato do epitélio coridnico fetal com a
parede vascular (endotélio) dos capilares maternos. Como conseqiiéncia, dentre as
imunoglobulinas produzidas pelo organismo (1gG, IgA, IgM, IgE, 1gD), somente a IgG,
em torno de 5 a 10%, é transferida para o feto no periodo intrauterino, as demais sdo
transferidas pelas secre¢fes mamarias, segundo Barreto e Prestes (2004).

O filhote canino apresenta-se em estado de imaturidade imunolédgica nos
periodos iniciais do desenvolvimento, ndo sendo evidenciada competéncia plena até os
trés a quatro primeiros meses de idade (Blunden 2000). A protecdo contra a infeccéo
natural nas primeiras horas de vida € dada pela transferéncia passiva de

imunoglobulinas da genitora a seus filhotes. Este estudo teve como objetivo analisar 0s
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aspectos parasitologicos da infeccdo na cadela gestante, detectar a existéncia de
anticorpos anti-A. vasorum no leite materno de cadelas infectadas, analisar a cinética
dos anticorpos anti-A. vasorum no soro dos seus respectivos filhotes e avaliar a cinética
de eliminacdo de larvas de primeiro estadio de A. vasorum nas fezes das cadelas nas

fases de estro, gestacao e lactacao.

MATERIAL E METODOS:

Este experimento foi conduzido de acordo com as normas de bem-estar animal e
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA /
UFMG) sob o protocolo n © 147/2011.

Animais: Foram acompanhadas desde a fase de proestro reprodutivo seis cadelas, sem
raca definida, com idade média de 30 meses, pluriparas parasitadas por A. vasorum e
duas cadelas sem infecgdo como grupo controle. Foram utilizados trés cdes machos sem

infeccdo para a monta natural.

Manejo reprodutivo: O acompanhamento reprodutivo e classificacdo da fase do ciclo
estral foram realizados pela andlise da citologia vaginal (Henson, 2003). Foi colocado
um cdo macho, sem raca definida, de tamanho inferior ao da cadela na mesma baia para
que ocorresse a monta natural. Apos a monta, 0os machos foram retirados das respectivas
baias. A gestacdo foi confirmada a partir do 25° dia por meio de exames
ultrassonograficos (aparelho ultrassonogréafico: Kontron Sigma 21 transdutor 7.5MHz e
wobbler 5MHz transdutor linear). Apés a pari¢do, os filhotes permaneceram junto com
as respectivas genitoras por 45 dias. Apo0s esse periodo, eles foram remanejados em

baias separadas.

Amostras de soro: Foram realizadas, quinzenalmente, coletas de sangue por puncgéo
sanguinea da veia jugular das cadelas e seus respectivos filhotes a partir dos 15 dias até
0s 180 dias apos o nascimento dos filhotes (ANF) para acompanhamento da cinética dos
anticorpos anti-A. vasorum por meio de exames de ELISA indireto. Amostras de leite
foram coletadas no dia 15 e 30 ANF para analise do leite quanto a presenca de larvas e
analise do soro quanto a presen¢a de anticorpos. Para estabelecer o ponto de corte (“cut

off”) dos exames foram coletadas amostras de sangue de 5 cadelas sem infec¢do ao
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longo de 180 dias e a coleta de leite de 2 cadelas sem infeccdo aos 15 e aos 30 dias
ANF.

A deteccdo de anticorpos foi realizada, utilizando antigeno de A. vasorum (0,5ug/ml) e
0s soros (sangue e leite) em diluicdo de 1:3200 em tampéo de incubacdo (PBS/BSA
5%). A diluicdo de 1:3200 foi escolhida apos diluicdo seriada dos soros, sendo esta a
que apresentou a maior diferenca nas leituras entre os positivos e negativos para a

concentracdo do antigeno de A. vasorum.

Amostras de fezes: As cadelas tiveram as fezes coletadas semanalmente para o
acompanhamento da eliminacdo larvéria ao longo do ciclo reprodutivo, gestacdo e

lactacdo.

Acompanhamento hormonal: Foi realizado coletas de amostras de sangue (5,0 mL)
semanalmente a partir da fase de proestro reprodutivo para acompanhamento dos
seguintes hormonios: progesterona, LH e prolactina. As dosagens hormonais foram
realizadas em um laboratorio veterinario de andlises clinicas (TECSA-Tecnologia em

Sanidade Animal).

Testes estatisticos: Os testes estatisticos utilizados neste estudo foram realizados por
meio do programa GraphPad Prism® .

RESULTADOS:

As seis cadelas infectadas tiveram diferentes tamanhos de ninhada e o tempo de

gestacdo variando de 58 a 61 dias como apresentado na tabela 1.
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Tabela 1: Numero de filhotes em cada ninhada de cadelas infectadas com

Angiostrongylus vasorum e o tempo de gestagéo.

ANIMAL Tempo de gestacao NUMERO DE FILHOTES
(Dias) (Identificacdo dos filhotes)
Cadela 1 58 5 filhotes (1.1; 1.2; 1.3; 1.4; 1.5)
Cadela 2 62 1 filhote (2.1)
Cadela 3 65 2 filhotes (3.2; 3.3)
Cadela 4 61 4 filhotes (4.1; 4.2; 4.3; 4.4)
Cadela 5 66 4 filhotes (5.1; 5.2; 5.3; 5.4)
Cadela 6 59 4 filhotes (6.1; 6.2; 6.3; 6.4)
Cl-controle 62 3 filhotes (C11, C12,C13)
C2-controle 63 4 filhotes (C21, C22, C23, C24)

O perfil sorolégico de anticorpos anti- A. vasorum das cadelas e de seus

respectivos filhotes estdo representadas pelas figuras 1, 2, 3,4, 5 e 6.

Figuras 1 a 6: Perfil sorolégico de anticorpos anti- A. vasorum de cadelas e de seus
respectivos filhotes até 180 dias de idade.
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Figura 6
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Os valores de anticorpos anti- A. vasorum nos filhotes diminuem (p=0,0001) ao
longo do tempo em relacdo aos valores encontrados na genitora. Até os 45 dias ANF
foram detectados anticorpos no soro de todos os filhotes. Aos 60 dias ANF 17 filhotes
(85%) apresentavam anticorpos circulantes, aos 75 dias ANF houve detecgédo no soro de
4 filhotes (2%) e aos 90 dias ANF apenas 1 filhote apresentou reagdo ao antigeno. Apos

105 dias ndo houve reacdo ao antigeno em nenhum dos soros dos filhotes.

As amostras de leite foram examinadas e nenhuma forma larvéria foi detectada.
O soro do leite apresentou anticorpos aos 15 dias ANF (Fig.7) com valores préximos a
dosagem realizada no soro sanguineo materno e no soro sanguineo dos filhotes e sem
diferenca estatistica entre esses valores (p= 0,0001). Aos 30 dias ANF (Fig.8) ndo foi

detectado reacdo antigeno-anticorpo com o soro do leite das cadelas infectadas.
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Figura 7: Perfil soroldgico sanguineo (IgG) de cadelas infectadas, cadelas controle,
perfil sorolégico médio de seus respectivos filhotes e soro do leite aos 15 dias ap6s o
nascimento dos filhotes (ANF).

15 dias ANF

# Soro sanguineo
materno

% Soro do leite

Absorbancia {492 nm)

M Soro sanguineo
dos filhotes

Figura 8: Perfil soroldgico sanguineo (IgG) de cadelas infectadas, cadelas controle,
perfil sorolégico médio de seus respectivos filhotes e soro do leite aos 30 dias ap0s o
nascimento dos filhotes (ANF).
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Houve eliminacdo de L1 de A. vasorum nas fezes da cadela em todas as fases
reprodutivas. Sendo que na segunda metade do periodo gestacional houve um aumento
da quantidade de larvas nas fezes. Aumento este que coincidiu com o aumento dos
niveis de prolactina nas cadelas gestantes. O pico dos niveis de LH que fisiologicamente
antecede a ovulacdo nas cadelas ndo apresentou alteracdo significativa na eliminagédo
larvaria. O aumento dos niveis de progesterona durante o periodo gestacional também

n&o alterou a dinamica de eliminacao.

FIGURA 9: Numero de larvas de primeiro estadio de A. vasorum ao longo das fases de
proestro, estro, periodo gestacional e periodo de lactacdo em cadelas infectadas e a

dosagem média dos niveis de LH sérico.
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FIGURA 10: Numero de larvas de primeiro estadio de A. vasorum ao longo das fases de

proestro, estro, periodo gestacional e periodo de lactacdo em cadelas infectadas e a

dosagem média dos niveis de progesterona sérico.
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FIGURA 11: NUmero de larvas de primeiro estadio de A. vasorum ao longo das fases de

proestro, estro, periodo gestacional e periodo de lactacdo em cadelas infectadas e a

dosagem média dos niveis de prolactina sérico.
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DISCUSSAO:

Como pode ser observado nos resultados os anticorpos anti-A.vasorum foram
passados aos filhotes e estes permaneceram na circulacdo da prole até 8° ou 9° semana
de vida. O leite foi examinado aos 15 dias e ndo foram detectadas larvas de A.vasorum,
mas houve deteccdo de anticorpo anti-A.vasorum. Experimentos com outros parasitos
também mostram que ndo foram encontradas larvas no leite como no trabalho de
Hayasaki (1982) com Dirofilaria immitis, mas a passagem de anticorpo ocorreu para 0S
filhotes, sendo que as fémeas com alta concentracdo de anticorpo, os seus filhotes
também apresentaram altas doses e as que apresentavam baixa concentracdo do
anticorpo, 0 mesmo ocorreu com seus filhotes. Santarém et al. (2014), ao realizar
experimento com coelhos infectados experimentalmente com Toxocara canis observou
a eliminacdo de larvas no 14° e 21° dia de lactagdo. O trabalho dos autores Abdel-
Rahman e El-Ashmawy (2013) com bubalinos infectados naturalmente com Toxocara
vitulorum foi verificado a presenca de larvas no leite nos primeiros dias apds o parto e o
colostro apresentava alta concentracdo de anticorpo no primeiro dia ap6s o parto e ap6s
15 dias a concentracdo do antigeno diminuiu acentuadamente. Nos bezerros o nivel de
anticorpo apresentava alta concentracdo durante a primeira semana e o nivel se manteve
até seis semanas, ap6s a 20% semana a taxa do anticorpo chegou ao menor nivel. Esse
declinio da concentracdo de anticorpo também foi verificado na prole das cadelas com
angiostrongilose sendo que aos 90 dias a maioria dos filhotes ja ndo apresentavam

anticorpos anti- A. vasorum circulantes.

As ninhadas maiores tiveram diferenca nas dosagens individuais de anticorpos
em cada filhote o que pode ser reflexo do tempo e quantidade de leite ingerido. Segundo
Biazzono et al. (2001) existe variagéo individual no grau de protecdo, dependendo tanto
da imunidade da cadela genitora quanto da quantidade de colostro ingerido pelo filhote.

A cadela que teve apenas um filhote e, portanto, este ndo sofreu a disputa
alimentar, 0s anticorpos permaneceram por um maior tempo na circulacdo o que pode
ser associado a completa ingestdo do colostro. Fato que corrobora com estudo de
Hayasaki (1982) que comprova que o anticorpo anti- Dirofilaria immitis é transferido
pelo colostro de cadelas com dirofilariose aos filhotes e esse anticorpo circula nos

filhotes por um periodo de 2 meses.
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A dindmica de eliminacdo larvaria ndo apresentou alteracbes quando
relacionadas as mudancas hormonais provocadas pela progesterona e pelo LH na cadela
durante as fases reprodutivas. Entretanto, o aumento de prolactina coincidiu com o
aumento da eliminacdo larvaria nas fezes. Estudos realizados em outros animais
(Chartier et al. 1988, Mandonnet et al. 2005) mostram uma correlagdo com o aumento
da eliminacdo de parasitos em periodos de alteracéo fisiolégica como no periodo que
antecede o parto e no periodo de lactagdo, que sdo periodos que existem maior dosagem
de prolactina. Nao existem estudos relacionando a variacdo hormonal em cadelas com a
dindmica de parasitos, sendo necessario mais estudos para identificar outros fatores que

possam estar envolvidos nesse processo.

CONCLUSOES:

Os resultados deste estudo mostram que existe transferéncia de anticorpos de forma
passiva em filhotes de genitoras infectadas com A. vasorum e que estes persistem na
circulacdo dos filhotes por aproximadamente 60 dias. Além disso, existe transferéncia
destes anticorpos via mamaria. A eliminacdo larvaria ocorre durante todas as fases
reprodutivas da cadela e percebe-se um aumento do nimero de L1 eliminadas nas fezes
a partir da segunda metade do periodo gestacional e durante o periodo de lactacédo

coincidindo com o aumento de prolactina que ocorre nesse periodo.
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CONSIDERACOES FINAIS:

As larvas de primeiro estadio de Angiostrongylus vasorum persistem por maior
tempo em temperaturas mais frias o que poderia ser um dos fatores que

justificaria a maior frequéncia de casos da doenca em paises de clima mais frio.

Existe uma grande inespecificidade em relacdo ao hospedeiro intermediario para
a angiostrongilose o que facilitaria a dispersdo do parasito. Além disso, 0
parasitismo no hospedeiro intermediario leva a alteracfes na biologia do mesmo,
entretanto, estas alteracbes ndo impedem que os moluscos continuem a se

propagar definindo uma relacdo parasito hospedeiro constante.

A descoberta de Gallus gallus como hospedeiro paraténico abre um importante
caminho dentro do processo epidemioldgico. A forma como a infeccdo ocorre
nos canideos pode se justificar pela predacdo destes animais e abre
guestionamentos sobre a presenca e persisténcia de larvas em outros tipos de

aves 0 que aumentaria ainda mais a capacidade de expansao do parasitismo.

Existe transferéncia de anticorpos anti - A. vasorum de forma passiva e estes
persistem na circulagdo dos filhotes por aproximadamente 60 dias. Os
decréscimos desses anticorpos indicam que os filhotes podem se infectar logo
apos o desmame, fase que se inicia a predacdo. A eliminacdo larvéaria ocorre
durante todas as fases reprodutivas da cadela e percebe-se um aumento do
nimero de L1 eliminadas nas fezes a partir da segunda metade do periodo
gestacional e durante o periodo de lactacdo coincidindo com o aumento de

prolactina que ocorre nesse periodo.
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