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RESUMO

Angiostrongylus vasorum e Ancylostoma caninum sao parasitos de cdes que apresentam ampla
distribuicdo geografica e tem importante papel tanto no aspecto da clinica veterindria como da
salde publica, uma vez que podem causar grande morbidade nos cdes e ser causadores de
zoonoses. Com o objetivo de avaliar as alteragdes parasitologicas, hematoldgicas e imunoldgicas
decorrentes da coinfeccéo por esses helmintos, foram acompanhados 19 cées sem raca definida de
ambos 0s sexos e com idade media de 22 meses. Os animais foram divididos em quatro grupos
(A, B, C e D): grupo A com 4 cdes ndo infectados; grupo B com 5 cdes com angiostrongilose
cronica; grupo C com 5 cédes com angiostrongilose cronica que foram infectados com A. caninum
e grupo D com 5 cdes infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum. O
acompanhamento parasitologico foi realizado pelas contagens de ovos e larvas por grama de fezes.
As alteracBes hematoldgicas foram avaliadas por hemograma. Para avaliar a resposta imune
celular durante a infeccdo, células mononucleares do sangue periférico foram coletadas e
analisadas quanto a capacidade proliferativa in vitro frente a estimulo antigénico dos parasitos pela
técnica de MTT; producdo de citocinas in vitro, apos estimulacdo com antigeno pela técnica de
ELISA e para a identificacdo das subpopulagdes de leucécitos circulantes no sangue periférico ex
vivo por citometria de fluxo. Para avaliar a resposta imune humoral plasma dos caes foram
analisados pela técnica de ELISA indireta para pesquisa de 1gG e IgE especificos para antigenos
de A. vasorum e A. caninum. A andlise dos dados evidenciou que cdes coinfectados por A.
vasorum e A. caninum apresentaram um menor nimero nas contagens de larvas por gramas de
fezes quando comparados ao grupo infectado apenas com A. vasorum. Eosinofilia, neutrofilia,
linfocitose e trombocitopenia foram observados nos grupos infectados. Ndo houve diferenca na
proliferacdo celular in vitro frente a estimulos antigénicos dos parasitos entre os grupos infectados
e ndo infectado. Nos cédes infectados com A. vasorum foi observado um perfil Th2 da resposta
imune e nos cdes coinfectados um perfil misto de Th1l e Th2. Nos grupos infectados foi detectada
uma maior porcentagem de linfocitos T CD3"CD4" circulantes quando comparados a linfocitos T
CD3'CD8", linfocitos B CD21" e mondcitos CD14". Em relacdo as imunoglobulinas analisadas,
um maior nivel na producgéo de 1gG foi observado durante a fase aguda da infecgdo e IgE durante
a fase cronica, mas sem diferenca significativa entre esses valores. Apo0s a realizacdo deste
trabalho, pode-se inferir que a coinfecgdo por A. caninum em cdes com angiostrongilose promove
alteracbes nos aspectos parasitologicos, hematoldgicos e imunologicos em  cdes

experimentalmente infectados.



ABSTRACT

Angiostrongylus vasorum and Ancylostoma caninum are dogs parasites that are widely
geographically distributed and has an important role both in the clinical aspect of veterinary and
public health, since they can cause great morbidity in dogs and be the cause of zoonoses. In order
to evaluate parasitological, haematological and immunological changes due to coinfection by
these helminths, 19 mongrel dogs of both sexes and aged 22 months were followed. The animals
were divided into four groups (A, B, C and D): Group A with four dogs uninfected group B with 5
dogs with chronic angiostrongylosis, group C with 5 dogs with chronic angiostrongylosis that
were infected with A. caninum and group D with 5 dogs infected simultaneously with A. vasorum
and A. caninum. The parasitological monitoring was performed by counting of eggs and larvae per
gram of feces. Haematological abnormalities were evaluated by blood counts. To evaluate the
cellular immune response during infection, peripheral blood mononuclear cells were collected and
analyzed for proliferative capacity in vitro against the parasite antigen stimulation technique by
MTT; cytokine production in vitro after stimulation with antigen by ELISA and for identification
of subpopulations of leukocytes in the peripheral blood ex vivo by flow cytometry. To evaluate
the humoral immune plasma of dogs were analyzed by indirect ELISA technigue in search of 1gG
and IgE specific for antigens of A. vasorum and A. caninum. Data analysis showed that dogs
coinfected A. vasorum and A. caninum had fewer counts of larvae per gram of feces compared to
the group infected with only A. vasorum. Eosinophilia, neutrophilia, lymphocytosis and
thrombocytopenia were observed in the infected groups. There was no difference in cell
proliferation in vitro susceptibility to antigenic stimuli of parasites between infected and
uninfected groups. In dogs infected with A. vasorum was observed a Th2 immune response in
dogs and coinfected a mixed profile of Thl and Th2. In the infected groups was detected a higher
percentage of CD3 + CD4 + circulating T lymphocytes compared to CD3 + CD8 +, CD21 + B
lymphocytes and CD14 + monocytes. Regarding to immunoglobulin analyzed, a higher level in
the production of IgG was observed during acute infection and IgE during the chronic phase, but
no significant difference between these values. After this work, we can infer that coinfection by A.
caninum in dogs causes changes to aspects angiostrongylosis parasitological, hematological and

immunological in experimentally infected dogs.
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1. INTRODUCAO

O cdo como animal de estimacdo e companhia, desempenha um papel importante na
sociedade. Alguns dos efeitos benéficos dessa relacdo psicossocial entre homem e cdo podem
ser percebidos em pessoas idosas e com deficiéncias, uma vez que ajudam a melhorar a satde
fisica e mental, reduzem a ansiedade, sdo fonte de contato fisico e conforto, diminuindo a
soliddo, a depressdo e aumentando a qualidade de vida. Promovem também um
desenvolvimento saudavel de criancas tornando-as mais responsaveis, aumentando a
sociabilidade e desenvolvendo aspectos positivos em seu carater (Edney, 1995; Jennings,
1997; Raina, 1999). Entretanto, esse estreito contato fisico entre homem e céo pode se tornar
um importante fator para a dispersao de doencas e parasitos que estes animais albergam. Uma
grande variedade de parasitos podem acometer os canideos em geral, porém alguns helmintos
apresentam maior importancia médica e veterinaria devido a sua prevaléncia, patogenicidade
e capacidade de infectar ou causar doengas no homem (Pennisi et al. 1994; Guillot & Bouree,
2007).

Dentre os helmintos com potencial zoondtico, destacam-se os dos géneros Ancylostoma e
Toxocara, e, possivelmente a espécie Angiostrongylus vasorum. A migracdo das larvas de
Toxocara sp. no homem causa uma sindrome conhecida como Larva Migrans Visceral, que
pode ser assintomatica, subaguda ou aguda. A severidade do quadro clinico depende da
quantidade de larvas presentes no organismo, do 6rgdo parasitado e da resposta imune do
paciente. Essa sindrome caracteriza-se por hipereosinofilia sanguinea, hepatomegalia e
linfadenite. As larvas também podem atingir o sistema nervoso central, levando a
manifestacdes neuroldgicas, e o globo ocular, levando a uma sindrome denominada Larva
Migrans Ocular. A migracdo de larvas infectantes de Ancylostoma sp. na pele causa a Larva
Migrans Cuténea, caracterizada por uma lesdo eritemopapulosa que evolui assumindo aspecto
vesicular e pelo rastro sinuoso formado durante a migracdo das larvas. Essas duas zoonoses
parasitarias sdo bastante frequentes em regides tropicais e subtropicais (Lima, 2011). Em
relagcdo a A. vasorum, embora ainda ndo tenha sido confirmada a infeccdo em humanos, alguns

pesquisadores ndo descartam o seu potencial zoonotico (Eckert & Lammler 1972).

Nos cdes, as parasitoses sdo frequentes e, geralmente, 0s animais apresentam um
poliparasitismo por varias espécies de endo, ecto e hemoparasitos. Essas infec¢es podem

causar alta morbidade nos animais, como perda de peso, anemia, baixa de resisténcia
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imunologica, facilitando infecgdes secundarias e inclusive a morte dos animais (\VVasconcellos
2006). Neste contexto podem-se citar as espécies de nematddeos Angiostrongylus vasorum,
parasito cardio-pulmonar e Ancylostoma caninum, parasito intestinal de canideos e felideos. A
importancia da infeccdo por esses helmintos é reconhecida pelo crescente nimero de casos de A.
vasorum na clinica veterinaria e pelos desafios envolvidos no diagndstico, além da alta morbidade

e patogénicidade causada por esses parasitos nos caes.

2. ANGIOSTRONGYLUS

Dentre as dezessete espécies descritas no género Angiostrongylus, trés possuem interesse
médico e médico veterinario: A. cantonensis, A. costaricensis e A. vasorum. (Souza et al.
2009).

A. cantonensis é um parasito do sistema circulatério de roedores que pode atingir
acidentalmente o homem, sendo a causa mais comum da meningite eosinofilica. As larvas
migram para o sistema nervoso central, onde podem se desenvolver até a fase adulta, e a
migracdo ou morte destes parasitos desencadeia um processo inflamatorio. Os sintomas mais
comuns sdo dor de cabeca, nduseas e febre. (Alicata 1988; Sawanyawisuth, 2009; Lui et al.
2011).

A. costaricensis é um parasito do plexo mesentérico de roedores que ao infectar
acidentalmente 0 homem causa a angiostrongilose abdominal das Américas. Muitas vezes a
infecgdo pode ser assintomatica ou apresentar sintomas leves, e em casos mais severos, pode-
se observar dor abdominal intensa, comprometimento vascular, infiltrado inflamatdrio,
trombose e necrose. Complicacdes como peritonite por perfuracdo intestinal, UGlceras e

hemorragias podem ocorrer. (Incani, 2007; Rodriguez et al. 2008).

A. vasorum € um parasito da artéria pulmonar e suas ramificagdes e do ventriculo direito de
canideos domeésticos (Canis familiaris) e silvestres como raposa do Saara (Fennecus zerda)
(Rosen et al. 1970), raposa do campo (Dusicyon vetulus) (Lima et al. 1994) e chacal (Canis
aureus) (Bolt et al. 1994). Animais de outras familias como o texugo (Meles meles) (Torres et
al. 2001), lontra (Lutra lutra) (Torres et al., 2004) e furdo (Mustela putorius) (Bourque et al.
2005) ja foram descritos com infec¢Bes naturais. Segundo Costa et al. (2003) a posicao

sistematica de A. vasorum pertence a:
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Filo Nematoda

Ordem Strongylida
Superfamilia Metastrongyloidea
Familia Protostrongylidae
Subfamilia Angiostrongylinae
Género Angiostrongylus

Espécie Angiostrongylus vasorum

2.1 Morfologia

Morfologicamente, a espécie é caracterizada por apresentar o corpo delgado e alongado,
ligeiramente atenuado nas extremidades, coloracdo esbranquicada ou résea quando recém
colhidos. A cuticula é fina e transparente, podendo-se perceber o aspecto helicoidal dos
Orgdos genitais em torno do tudo digestivo, contrastando sua coloracdo esbranquicada com a
tonalidade rosea ou acinzentada do intestino. Apresenta uma ligeira dilatacdo na cuticula da
extremidade cefélica, abertura bucal pequena e ovalada e apresentando seis papilas peri-
bucais. O poro excretor situa-se ventralmente abaixo da unido do esbfago e intestino. 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. As fémeas sdo maiores e mais robustas, com média de 17 mm de
comprimento e de 0,26 mm de largura, a cauda € curta e apresentam uma expansao cuticular
em forma de bainha que se projeta além da cauda. A larva de primeiro estadio (L1) possue a
extremidade anterior arredondada, com cuticula transparente, a cauda é fina e apresenta um
apéndice unguiforme. A larva de terceiro estadio (L3) apresenta um par de estiletes
quitinizados dispostos longitudinalmente na regido anterior. A cauda € levemente recurvada e

apresenta um apéndice digitiforme (Lima et al. 1985; Costa et al. 2003).

2.2 Ciclo Biologico

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 colecdes de agua nas
quais moluscos podem se infectar dando continuidade ao ciclo. Moluscos terrestres ou aquaticos

podem ser hospedeiros intermediarios e infectam-se via trato digestivo ou pela penetracdo

24



ativa das L1 através do tegumento. Nos tecidos do molusco, a L1 sofre duas mudas e origina
larva de segundo estadio (L2) e larva de terceiro estadio (L3), que é a forma infectante para o
hospedeiro vertebrado (Thiengo, 1996). A infeccdo do hospedeiro vertebrado, principalmente
canideos domeésticos e silvestres, ocorre pela ingestdo da L3. Embora os cdes ndo tenham o
habito de se alimentarem de moluscos, a ingestdo pode ocorrer de forma acidental, junto com
a agua de ribeirbes ou grama, por exemplo, (Bessa, 1996). A ingestdo de hospedeiros
paraténicos, tais como roedores e anfibios também pode ser fonte de infeccdo (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 alcangam a corrente sanguinea e,
aproximadamente no décimo dia de infec¢do, podem ser encontrados no ventriculo e nas
artérias pulmonares. Por volta do trigésimo dia de infeccdo 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 o embrionamento dos ovos e
desenvolvimento das larvas de primeiro estadio (L1) que eclodem, passam ativamente para 0s
alvéolos, bronquiolos e brénquios e podem ser expelidas junto a secre¢fes pulmonares ou
entdo serem deglutidas e eliminadas juntamente com as fezes. (Bwangamoi, 1974; Mahaffey,
1981; Patterson et al. 1993).

2.3 Distribuicdo Geografica

O A. vasorum apresenta distribuicdo cosmopolita e as regides do mediterraneo, Irlanda,
Alemanha, sudoeste da Franca e sudoeste da Inglaterra sdo as principais areas enzodticas
desse nematddeo. (Poli et al. 1984; Roche & Kelliher, 1968; Dodd, 1973; Jacobs & Prole,
1975; Lynch, 1977; Williams, 1985; Martin et al. 1993; Simpson & Neal, 1982; Cobb &
Fisher, 1990; Simpson, 1996). O primeiro relato do parasito foi feito na Franca por Serres
(1854), que relatou o encontro do nematddeo 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), Italia (Poli et al.
1984; Traversa et al. 2008), Dinamarca (Willingham, 1996; Saeed, 2006), Canadéa (Perry et al.
1991) e Africa (Bwangamoi, 1972).
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No Brasil, o primeiro relato do parasito foi feito por Travassos em 1927, que recuperou do
ventriculo direito e da artéria pulmonar exemplares do nematodeo, que o autor identificou
como Haemostrongylus raillet (= A. vasorum), em cachorros do mato (Cerdocyon thous
azarae) provenientes do municipio do Rio de Janeiro — RJ. Gongalves, em 1961, registrou
pela primeira vez cdes domésticos naturalmente infectados por A. vasorum no Brasil, no Rio
Grande do Sul. Posteriormente, foram relatados casos em Salvador (Fehringer & Fiedler
1977) e no estado do Paranad (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 infeccdo 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 infecgdo
em moluscos Biomphalaria glabrata e posteriormente em cdes. Em 2007, Duarte et al.
relatam a primeira infeccdo natural de A. vasorum em Cerdocyon thous no estado de Minas
Gerais e estudaram aspectos da ecologia do parasito nessa populacdo de hospedeiros. Durante
a necropsia, foram recolhidos 24 exemplares de A. vasorum dos pulmdes e atrio direito do

coragdo de seis espécimes, provenientes do municipio de Juiz de Fora.

2.4 Quadro clinico e patologia

Os fatores que determinam a patogenia podem estar relacionados com a localizacdo do
parasito no hospedeiro. Algumas alteragcdes observadas durante a infeccdo ocorrem devido a
presenca dos parasitos adultos, larvas de primeiro estadio e ovos nas artérias de pequeno e
médio calibre do pulmé&o, que podem desencadear pontos de inflamacéo local e formagéo de

granulomas (Cury et al. 2005).

Os animais podem apresentar sinais clinicos como emagrecimento, mucosas palidas, tosse
seca persistente, dispnéia, congestdo pulmonar, broncopneumonia hemorragica, taquicardia,
arritmias, quadros de trombose, coagulacdo intravascular disseminada e morte do animal
(Jones et al. 1980; Mahaffey et al. 1981; Patterson et al. 1993; Cury & Lima 1996; Ramsey et

26



al. 1996; Costa & Tafuri 1997; Cury et al. 2002). Apesar das profundas alteracdes e variedade
de sinais clinicos produzidas no hospedeiro definitivo em decorréncia do parasitismo por A.

vasorum, 0s mecanismos de tais processos nao sdo totalmente compreendidos.

3. ANCYLOSTOMA CANINUM

O Ancylostoma caninum (Ercolani, 1859) é um nematodeo que parasita o intestino delgado de
felideos e canideos domésticos e silvestres, alimentando-se de sangue do hospedeiro. Pode
infectar acidentalmente o homem, causando a larva migrans cutanea, sindrome caracterizada

por lesdes eritemato-papulosa e uma dermatite serpiginosa e pruriginosa (Lima, 2011).

Segundo Yamaguti (1961), sua classificacao é:

Filo Nematoda
Subclasse Secernentea
Ordem Strongylidae
Familia Ancylostomidae
Género Ancylostoma

Especie Ancylostoma caninum

3.1 Morfologia

O A. caninum possui uma capsula bucal com trés pares de dentes na margem ventral,
anteriormente ha um par de dentes triangulares dorsais e um par de dentes ventro-laterais. As
fémeas apresentam a abertura do aparelho genital localizada préxima a interface do segundo
com o terceiro terco do corpo e os ovarios encontram-se dispostos enrolados em torno do tudo
digestivo. Os ovos medem 55 — 72,5 um de comprimento por 34 — 44,7um de largura. Os

machos possuem gubernaculo e os espiculos variam de 0,73 a 0,96mm (Burrows, 1962).
3.2 Ciclo Biologico
As fémeas produzem ovos ndo embrionados que sdo eliminados junto com as fezes do

hospedeiro definitivo infectado. No ambiente, em condigdes favoraveis para se

desenvolverem como oxigenacgédo, umidade e temperaturas adequadas, num periodo de 24 a 48
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horas, ocorre 0 embrionamento dos ovos que originam uma larva rabditoide de primeiro
estadio (L1). Essa se alimenta de matéria organica e microorganismos e sofre duas mudas
para larva de segundo estadio (L2) e posteriormente para larva de terceiro estadio (L3)
(Loukas et al. 2005). A L3 ndo se alimenta mais no solo e migra para o topo de folhas da
vegetacdo de modo a maximizar as possibilidades de encontrar um novo hospedeiro. Ap6s o
contato com a pele, a larva penetra ativamente pelos foliculos pilosos. A maioria das
infeccBes é por penetracdo ativa embora também possa ocorrer infeccdo oral (Loukas et al.
2005). Apds a penetracdo no hospedeiro, as larvas voltam a se alimentar e a se desenvolver.
Elas séo passivamente transportadas para a micro-circulagdo pulmonar, passam pelo sistema
respiratério e sdo deglutidas. Durante essa rota ocorre a muda para larva de quarto estagio
(L4). Ao alcancarem o intestino delgado, ocorre a maturacdo do parasito, a fixacdo nas

mucosas intestinas, inicio da alimentacéo e postura de ovos pelas fémeas (Loukas et al. 2005).

Eventualmente as L3 podem atingir a circulacdo sisttmica e se dispersarem pelos tecidos
(migracdo somatica), ficando instaladas em fibras musculares esqueléticas como larvas em
laténcia. (Cury et al. 2002). Essas larvas em laténcia podem promover infeccdes
transplacentarias e transmamarianas, as quais séo influenciadas por mudangas hormonais
durante o periparto. Esse fato tem relevancia epidemioldgica muito elevada, uma vez que a
incidéncia dessa parasitose ¢ muito maior em filhotes do que em cées adultos (Kalkofen,
1987; Oliveira-Siqueira et al. 2002).

3.3 Distribuicéo geografica

A. caninum apresenta distribuicdo mundial, sendo encontrado nos cinco continentes (Provic &
Croese, 1996; Loukas & Provic, 2001, Popiolek, 2007; Yacob et al. 2007; Canté et al. 2011).
No Brasil diversos estudos tém sido realizados para estimar a prevaléncia do A. caninum em
animais e outros tém sido direcionados para avaliar a contaminacdo do solo por esse parasito
em locais publicos, onde o risco da transmissdo zoonética € maior. Araujo et al. (1998)
relataram que em 74 pragas publicas examinadas em Campo Grande - MS, 42 (56,8%) delas
estavam contaminadas com ovos de ancilostomideos. Em 2005, um estudo conduzido por
Guimarées et al. em pragas do estado de Minas Gerais, mostrou uma prevaléncia de 69,6%
(16/23) de ovos de ancilostomideos nas amostras de solo e de 58% (101/174) nas amostras de
fezes. Em 2010, Kimpel et al., estudando endoparasitos em cées da zona urbana de Fortaleza,

recuperaram 3.162 espécimes de quatro espécies de helmintos. Entre eles A. caninum com
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uma prevaléncia de 95,7%. Coelho et al. (2011) relataram uma prevaléncia de 66,3% em 33
cdes analisados na cidade de Andradina, Estado de S&o Paulo.

Alguns autores relatam que a prevaléncia e intensidade das infecces podem variar de forma
consideravel com relacdo aos fatores regionais e locais, podendo ser influenciada pelo clima,
composigdo do solo e condi¢do socioecondmica (Mabaso, et al. 2003; Tomono et al. 2003;
Traub et al. 2005).

3.4 Quadro clinico e patologia

Ao se alojarem no intestino delgado do hospedeiro definitivo, os vermes adultos fixam-se a
mucosa por meio da capsula bucal e iniciam intensa espoliacdo sanguinea. Diversas
patologias, destacando-se anemias, hemorragias e lesdes intestinais como ulceragdes sdo
conseqiiéncias diretas do comportamento de alimentacéo do parasito (Provic & Croese, 1990;
Loukas & Provic, 2001). Essas alteracGes ocorrem com mais frequéncia em céaes jovens, ao
passo que animais adultos costumam apresentarem-se assintomaticos. Outras manifestacfes
clinicas frequentemente observadas no parasitismo por A. caninum séo apatia, perda de peso,

diarréias, vomitos e infecgdes bacterianas secundarias.

4. RESPOSTA DO HOSPEDEIRO FRENTE A INFECCAO POR A. vasorum E A.

caninum

Alguns estudos foram conduzidos na tentativa de elucidar o papel dos leucdcitos durante a
infeccdo por A. vasorum em cées. Entretanto, os resultados observados ndo foram conclusivos
e o real papel dessas células na resposta contra o parasito ainda ndo foi bem esclarecido.
Mishra & Cens (1971), Mingaud et al. (1992) e Bourdeaux (1993) citam a eosinofilia como
um importante achado na angiostrongilose canina, sendo que trés picos bem definidos dessa
alteracéo celular podem ser observados no inicio das infeccGes e sdo relacionados a passagem
do parasito pelos linfonodos mesentéricos, muda para 4° estadio e maturidade sexual. Cury
(1999) ressaltou que além da eosinofilia um aumento do numero absoluto de neutrofilos
bastonetes na circulacdo de cées experimentalmente infectados pode ser observado. Também
ha relatos de monocitose durante a infeccdo (Koch e Jensen, 1992; Mingaud et al. 1992,
Barcante, 2004).
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Em relacdo a resposta inume humoral, um aumento nos niveis de IgM, 1gG, IgE e IgA no
sangue periférico dos animais ocorre até aproximadamente o 602 dia p6s infec¢do (DPI) em
cdes infectados. A partir dos 602 dpi, os valores se estabilizaram e se mantém constantes na
fase cronica da infeccdo (Barcante 2004). Pouco se sabe também em relacdo a citocinas

produzidas em resposta aos antigenos do parasito durante o curso da infeccéo.

Na infeccdo por ancilostomideos, a resposta imune celular gerada é mista, com uma producgéo
significativa de citocinas tipicas de uma resposta do tipo Thl (IFN-y e IL-12) e Th2 (IL-4, IL-
5 e IL-13) (Pit et al.,, 2001; Geiger et al., 2004; Quinnell et al., 2004). Assim como na
angiostrongilose, a eosinofilia € um fator marcante durante a infeccdo por A. caninum, sendo
predominante na resposta inflamatoria as L3 nos tecidos e durante a sua migracao até chegar
ao pulmao (Loukas & Provic, 2001). Alguns autores relatam que essa eosinofilia é capaz de
matar larvas em estagios infectantes, mas ndo os parasitos adultos (Meeusen, 2000).
Leucocitose também pode ser observada em cdes com uma grande carga parasitaria (Carroll
& Grove, 1984). Entretanto, apesar da resposta imune sistémica observada durante a infeccao,
sabe-se que a resposta celular pode ser suprimida pelos antigenos excretados/secretados do
parasito (Guimaraes-Gazzinelli, 2010).

A resposta imune humoral ¢ marcada por um aumento nos niveis de IgM, IgG, IgE e IgA
(Loukas & Provic, 2001) no sangue periférico de cées, sendo que os niveis de IgM sdo mais
expressivos nas primeiras semana de infeccdo e 1gG é detectado mais tardiamente e
permanecem em niveis mais elevados durante a fase cronica da infeccdo. IgE € relatado como
uma imunoglobulina que confere resisténcia a infeccdo, assim como IgA, e os niveis de IgA
sd80 minimos e aparecem em altos titulos apenas em infeccGes graves (Carroll et al. 1984;
Hotez et al. 2002).
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5. JUSTIFICATIVA

Angiostrongylus vasorum e Ancylostoma caninum sdo parasitos de ampla distribuicdo
geogréfica e apresentam importante papel tanto no aspecto da clinica veterindria como da
salde publica, uma vez que causam grande morbidade nos cdes e podem ser causadores de
zoonoses. Aliado a essa importancia e ao conhecimento de que 0s cdes raramente Sdo
parasitados por um unico helminto, estudos da dindmica da coinfeccéo, de aspectos bioldgicos
e imunolodgicos sdo necessarios para se conhecer esta interacdo e fornecer subsidios para o

estabelecimento de medidas de controle e profilaxia.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Avaliar os aspectos parasitologicos, hematoldgicos e imunoldgicos de cdes com coinfecgdo
por Angiostrongylus vasorum e Ancylostoma caninum, e avaliar se a infec¢do por A. caninum
altera esses parametros em cées ja infectados por A. vasorum.

6.2 Objetivos especificos

e Avaliar os aspectos parasitologicos de cées infectados com A. vasorum e A. caninum.

e Avaliar as alteracdes hematoldgicas decorrentes da infeccdo por A. vasorum e A.

caninum.
e Auvaliar in vitro a resposta proliferativa de células mononucleares do sangue periférico
dos cées infectados frente a estimulos de antigeno bruto de parasitos adultos de A. vasorum e

A. caninum.

¢ Identificar as citocinas plasmaticas e as citocinas produzidas in vitro pelas células

mononucleares do sangue periférico dos animais infectados com A. vasorum e A. caninum.

e Observar o perfil da resposta imune humoral em cées com angiostrongilose canina

infectados experimentalmente com L3 de A. caninum.
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7. MATERIAL E METODOS

7.1 Parasitos

Foram utilizadas as espécies Angiostrongylus vasorum (Baillet,1866) e Ancylostoma caninum
(Ercolani, 1859) Hall, 1913. A cepa de A. vasorum utilizada foi isolada de um céo
naturalmente infectado proveniente do municipio de Caratinga/ MG (Lima et al., 1985), que é
mantida por sucessivas infeccdes em cdes do Canil de Experimentacdo do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB — UFMG) e em moluscos
Biomphalaria glabrata, mantidos no moluscério do Departamento de Parasitologia (ICB —
UFMG). A cepa de A. caninum foi isolada de um cdo naturalmente infectado proveniente do
municipio de Belo Horizonte - MG em 2005 e vem sendo mantida em laboratério por
sucessivas infeccGes em cdes do Canil de Experimentacdo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB — UFMG).

7.2 Angiostrongylus vasorum

7.2.1 Obtencao de larvas de primeiro estadio (L1)

Para obtencdo das larvas de primeiro estadio, amostras de fezes dos cdes experimentalmente
infectados e mantenedores da cepa, foram coletadas e submetidas ao método de Baermann
modificado, que é constituido por um funil de vidro medindo 15 cm de didmetro conectado a
um tubo de hemolise atraves de um tubo de latex. As fezes foram enroladas em gaze e

colocadas dentro do funil, completado com agua a 41°C.

Apo0s 24 horas, o tubo de hemolise foi retirado do aparelho de Baermann, centrifugado a
2000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante desprezado e o sedimento ressuspenso em 5 mL de
agua desclorada. Este procedimento de lavagem foi repetido trés vezes. O material foi
homogeneizado com pipeta de pasteur, e trés aliquotas de 10 pl foram retiradas para a
contagem de larvas em microscopio estereoscopio (25X). O numero de L1 por mL foi
estimada por regra de trés simples, utilizando a média das trés aliquotas retiradas. As larvas

obtidas foram utilizadas para infec¢do de moluscos.
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7.2.2 Obtencao de larvas de terceiro estadio (L3)

Para a obtencdo das larvas de terceiro estadio de A. vasorum foram utilizados Biomphalaria
glabrata, criados no moluscario do Departamento de Parasitologia (ICB — UFMG). Os
moluscos foram colocados individualmente em pocos de placa de cultura de células com seis
pocgos de 3,5 cm de didmetro (TPP—Techno Plastic Products, Suica) juntamente com uma
aliquota de 1000 L1 de A. vasorum ressuspensas em 3 mL de agua desclorada. As placas
foram tampadas e colocadas sob foco de luz (lampada de 60-watts) a uma distancia de 30 cm
por 24 horas. Ap0Gs esse periodo, 0s moluscos permaneceram dentro das placas por mais 24
horas sem o foco de luz e entdo foram transferidos para cubas plasticas, contendo
aproximadamente 1500 mL de agua desclorada. A cuba foi mantida em temperatura ambiente
e a higienizacdo realizada semanalmente. Os caramujos foram alimentados com folhas de
alface. Apds o 25° dia de infecgdo, os caramujos foram macerados em placa de petri com
bastdo de vidro, colocados em gaze cirdrgica e submetidos ao método de Baermann, para a
recuperacdo das larvas, seguindo a mesma metodologia utilizada para obtencdo de L1. As L3

recuperadas foram utilizadas para infeccao dos caes.

7.2.3 Obtencao de parasitos adultos de A. vasorum

Para a recuperacao de parasitos adultos, foram utilizados dois cdes, sem raca definida, com 12
meses de idade, infectados individualmente, por via oral, com 300 L3 por quilo de peso vivo.
A partir do 30° dia p6s infeccdo, fezes de cada cdo foram coletadas diariamente para
realizacdo do exame de Baermann e para a determinacdo do periodo pré patente (PPP) da
infeccdo. Apb6s 60 dias de infeccdo os cdes foram submetidos a eutanasia conforme as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Animais de Experimentacdo (COBEA) e em
concordancia com a Lei n. 6.638 de 8 de maio de 1979 que estabelece normas praticas
Didatico-Cientifico da vivisseccdo de animais (Anexo 1). Todos os procedimentos
relacionados & eutanasia, necropsia e coleta de material foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG)
(Anexo 1) e realizados por um Médico Veterinario.

Na necropsia, realizou-se a retirada do conjunto cardio-pulmonar, que foi colocado em um
pirex de vidro contendo salina 0,85%. As artérias pulmonares e suas ramificacBes e o

ventriculo direito do coracdo foram abertos com o auxilio de tesoura de ponta fina. Os
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parasitos encontrados foram coletados com auxilio de um estilete e colocados em uma placa
de Petri contendo salina 0,85%. Posteriormente, os parasitos recuperados foram identificados,
contados, lavados em PBS estéril, colocados em tubo eppendorf e congelados a temperatura

de — 20° C, para utilizacdo no preparo de antigenos, usados nos testes imunolégicos.

7.3 Ancylostoma caninum

7.3.1 Obtencao de larvas de terceiro estadio (L3)

Para obtencdo das larvas de terceiro estadio foram realizadas coproculturas, utilizando fezes
de cdes infectados e mantenedores da cepa. As amostras fecais foram misturadas a
vermiculita para aeracdo do meio e incubadas em estufa a 27°C por 10 dias. ApGs esse
periodo o material foi colocado no aparelho de Baermann por 24 horas, como descrito
anteriormente. O tubo de hemolise foi retirado, as L3 foram identificadas e contadas
utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente para contagem das larvas de A.

vasorum. Posteriormente, as larvas recuperadas foram utilizadas na infeccdo dos cdes.

7.3.2 Obtencao de parasitos adultos de A. caninum

Para a recuperacdo de A. caninum adultos, foram utilizados dois cdes, sem raca definida, com
12 meses de idade, infectados individualmente, por via oral, com 300 L3 por quilo de peso
vivo. A partir do 132 dia pos infeccdo, fezes de cada cdo foram coletadas diariamente para a
pesquisa de ovos, baseando-se na técnica de Gordon e Whitlock (1939), e entdo determinacéo
do periodo pré patente da infeccdo. Apds 30 dias de infeccdo os cdes foram submetidos a

eutanasia nas mesmas condi¢des e conformidades descritas anteriormente no item 7.2.3.

Apbs a abertura da cavidade abdominal, o intestino delgado foi isolado dos demais 6rgaos,
retirado e colocado em um pirex de vidro contendo salina 0,85%. O intestino foi aberto com
0 auxilio de tesoura de ponta fina, os helmintos foram coletados com auxilio de estilete e
colocados em uma placa de Petri contendo salina 0,85%. Posteriormente, foram
identificados, contados, lavados em PBS estéril, colocados em tubo eppendorf e congelados
a temperatura de — 202 C, para utilizacdo no preparo de antigenos, usados nos testes

imunoldgicos.
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7.4 Selecé@o dos animais, divisao dos grupos e infecgOes experimentais

Para avaliar os parametros parasitoldgicos, hematoldgicos e imunoldgicos da infeccdo por A.
vasorum e da coinfecgdo por A. vasorum e A. caninum em cdes experimentalmente infectados,
foram utilizados 19 cées sem raca definida, de ambos 0s sexos, com uma média de 22 meses
de idade. Os cédes foram mantidos no Canil de Experimentacdo do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB-UFMG) conforme as normas de bem estar animal e de acordo com o comité
de ética em experimentacdo animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA /
UFMGQG).

Para certificar a inexisténcia de infeccGes helminticas antes do inicio do experimento, foram
realizados exames de fezes em todos os cdes. Em seguida foram vermifugados com duas
doses de anti-helmintico polivalente a base de 500 mg de fembendazol, 144 mg de pamoato
de pirantel e 50 mg de praziquantel. (Strondal Plus® — Indulbras) com intervalo de 21 dias
entre as doses. Apos as vermifugacdes, trés exames de fezes foram realizados em intervalos
de trés dias, pelo método de sedimentacdo espontanea e Baermann, para pesquisa de ovos e

larvas de helmintos pulmonares ou intestinais.

Dos 19 cées utilizados neste experimento, 10 animais foram infectados com 100 L3 de A.
vasorum por quilo de peso vivo e acompanhados durante 120 dias para observacdo do periodo
pré-patente e inicio da fase crénica da infeccdo. Quando os animais atingiram a fase crénica,
foram divididos em dois grupos: Grupo B e Grupo C, ambos com cinco cédes. Os nove animais
restantes foram distribuidos nos grupos A, com quatro cdes e D com cinco cdes. O Quadro 1

mostra a divisdo dos cdes nos grupos.
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Quadro 1: Diviséo e identificagdo dos cées por sexo e grupo experimental

Grupo Descri¢ao Animal Sexo

1A Fémea
A Cdes nado infectados 2A F(fmea
3A Fémea
4A Fémea
1B Macho
. ) ) . 2B Fémea

B Cdes com angiostrongilose cronica 38 Fa
(a partir de 120 dias de infecgdo) €mea
4B Fémea
5B Fémea
1C Macho
~ . . . . 2C Macho

Caes com angiostrongilose cronica que foram infectados com
C . 3C Macho
Ancylostoma caninum

4C Macho
5C Macho
1D Fémea
o ) ) 2D Fémea

Caes infectados simultaneamente com Angiostrongylus vasorum -
D . 3D Fémea

e Ancylostoma caninum

4D Fémea
5D Fémea

A infeccéo de cada grupo foi realizada como descrito abaixo:

Grupo A: quatro cdes que nao foram infectados — controle negativo.

Grupo B: cinco cées infectados via oral com 100 L3 de A. vasorum por quilo de peso vivo.
As larvas previamente contadas e separadas foram misturadas a paté canino e oferecidas aos
cdes. A partir do 1202 dia pos-infec¢do, foi considerado o inicio da fase cronica da

angiostrongilose canina.

Grupo C: cinco caes infectados via oral com 100 L3 de A. vasorum por quilo de peso vivo.
As larvas previamente contadas e separadas foram misturadas a paté canino e oferecidas aos
caes. No 1202 dia ap06s a infeccdo com as larvas de A. vasorum, os cdes foram infectados com

100 L3 de A. caninum por quilo de peso vivo seguindo a mesma metodologia anterior.
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Grupo D: cinco cées infectados simultaneamente com 100 L3 de A. vasorum e 100 L3 de A.
caninum por quilo de peso vivo. As larvas previamente contadas e separadas foram

misturadas a paté canino e oferecidas aos cées.

Durante todo o periodo experimental, os cdes foram mantidos em celas individuais
cimentadas. A higienizagdo e limpeza das celas foram realizadas diariamente. Os cées foram
alimentados com racdo comercial (Dog Show Gourmet — Nutriara Rac¢des) de acordo com a

indicacdo do fabricante e agua fresca foi mantida a vontade.

7.5 Acompanhamento parasitoldgico dos caes

O periodo experimental foi de 240 dias, dividido em duas fases de acompanhamento dos caes.
A primeira fase (primeiros 120 dias) consistiu na infeccdo dos cées dos Grupos B e C e
acompanhamento desses animais ate atingirem a fase cronica da infeccdo. A segunda fase
(120 seguintes) consistiu na infeccdo dos caes dos grupos C e D. Durante essa etapa 0S
acompanhamentos parasitologico, hematoldgico e imunoldgico de todos os cdes foram

realizados.

O acompanhamento parasitoldgico dos cédes foi realizado pelas contagens de ovos e larvas
eliminados por gramas de fezes (OPG e LPG). As amostras de fezes foram coletadas da cela
de cada cdo, armazenadas em sacos plasticos identificados e transportadas ao laboratério de
Helmintologia Veterinaria onde foram analisadas.

O acompanhamento do namero de ovos eliminados nas fezes foi realizado baseando-se na
técnica de Gordon e Whitlock (1939) modificada. Apds a coleta das fezes, quatro gramas
foram pesadas e misturadas a 15 mL de agua mais 45 mL de solucdo de NaCl saturada. O
material foi homogeneizado com bastdo de vidro e passado por uma malha. Com uma pipeta
de pasteur o material filtrado foi novamente homogeneizado, colocado em cédmara de
McMaster e analisado em microscopio éptico (10x). Os ovos foram contados e o nimero final
encontrado multiplicado por 50 para estimar o numero total de ovos de A. caninum

eliminados por grama de fezes.

Para acompanhamento do namero de larvas eliminadas nas fezes, 100 gramas de fezes foram

pesadas e colocadas no aparelho de Baermann para recuperacao das L1, segundo metodologia
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ja descrita no item 7.2.1. Ap6s homogeneizacdo do sedimento do tubo de hemolise retirado do
aparelho de Baermann, trés aliquotas de 10 pul foram retiradas para as contagens de larvas em
microscopio estereoscopio. A quantidade de L1 por mL foi estimada por regra de trés simples,
utilizando a média das trés aliquotas retiradas anteriormente. O valor encontrado foi dividido

por 100 (peso das fezes) para se obter o nimero de larvas eliminadas por grama de fezes.

A realizacdo dos exames parasitoldgico foi realizada como descrito no Quadro 2.

Quadro 2: Acompanhamento parasitoldgico nos grupos de cdes sem infec¢do (Grupo A), cédes
com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados com
Ancylostoma caninum (Grupo C) e cdes infectados simultanamente com Angiostrongylus

vasorum e A. caninum (Grupo D) durante 120 dias de acompanhamento experimental.

Exames parasitélogicos Intervalo entre os
Grupo -
realizados exames
A Contagens de OPG e LPG 30 dias
B Contagens de LPG Trés dias
C Contagens de OPG e LPG Trés dias
D Contagens de OPG e LPG Trés dias

7.6 Avaliacbes hematologicas

Durante a segunda fase do experimento, nove coletas de sangue (amostras de 5 mL) foram
colhidas de cada cdo para a avaliacdo hematoldgica com intervalos de 14-14 dias.

As amostras foram coletadas de cada cdo por meio de pungdo venosa, em tubos com o
anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) a 10% e foram divididas e
processadas para se obter o hemograma completo, confeccdo de esfregacos sanguineos para
contagem diferencial de leucdcitos e obtengdo de plasma para exames imunoldgicos. As

amostras foram divididas da seguinte forma:
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Para realizagdo do hemograma completo, 1 mL da amostra de sangue de cada animal foram
acondicionadas em isopor com gelo, enviadas ao laboratério de Imunopatologia da
Universidade Federal de Ouro Preto e analisadas em contador hematoldgico veterinario
automatico (Modelo BC 2800 VET - Mindray).

Para confecgdo do esfregaco sanguineo, uma gota de sangue foi colocada sobre lamina de
vidro. Com o Auxilio de outra 1dmina, em um angulo de 45°, foi feito o esfregaco e corado
como kit de coloracdo Pandtico Rapido (Pandtico Rapido LB. Laborclin). Com o esfregaco
sanguineo foram realizadas as contagens diferenciais de linfocitos, mondcitos, eosinofilos,
neutrdfilos e baséfilos. Duas contagens de 100 células foram realizadas em campos diferentes

do esfregaco e a média desses valores foi obtida.

Para obtencdo do plasma os 4 mL restantes da amostra coletada de cada cdo foram
centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos. Aliquotas de 300 pL foram separadas e
armazenadas a -80 °C para posterior utilizacdo na identificacdo de citocinas e anticorpos

presentes na circulacao.

7.7 Afericao do peso corporal

Quinzenalmente foram realizadas as afericdes do peso corporal de cada cdo do experimento,
inclusive dos cdes ndo infectados. Os cdes foram contidos fisicamente e a pesagem
individual foi realizada em balanca digital (Glass 200 Digital - G-Tech).

7.8 Preparacdo de antigeno bruto soluvél de A. vasorum e A. caninum

Para producdo de antigeno bruto solGvel, 120 parasitos adultos de A. vasorum e 100 de A.
caninum foram colocados separados em gral de porcelana e macerados mecanicamente com
PBS estéril. Apds completa a maceracdo, o material foi sonicado (poténcia de 20 W,
frequéncia de 20 ondas ultrasonograficas por segundo, amplitude 4, poténcia maxima) em
aparelho de ultra-som em 05 ciclos de 1 minuto com intervalos de 1 minuto. Durante todo o
processo, os tubos contendo A. vasorum e A. caninum foram mantidos em banho de gelo. O
material foi centrifugado a 14000 rpm por 3 minutos. O sedimento descartado e o
sobrenadante, filtrado em um filtro Millex HV de 0,25um (Millipore®). A quantidade de

proteinas nas preparacdes antigénicas foi dosada pelo uso de kit comercial BCA (Pierce BCA
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kit, Pierce, USA), realizado conforme as instru¢des do fabricante. Aliquotas de 300 pL dos

antigenos brutos prontos foram armazenadas a - 20 °C até o seu uso.

7.9 Resposta imune celular e humoral

7.9.1 Separacéo de células mononucleares do sangue periférico

Os pontos escolhidos para a separacdo das células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) foram determinados com base na data das infeccbes dos cdes. O grupo A foi
avaliado no 802 dia de acompanhamento, o Grupo B no 1202 DPI, Grupo C no 1502 DPI e
Grupo D no 802 PDI. Foram coletados 20 mL de sangue de cada cdo em tubos a vacuo

heparinizados para separacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs).

As amostras de sangue foram transferidas individualmente para tubos de 50 mL de
polipropileno (Falcon 2074, BD Biosciences, EUA) identificados, e lentamente sobre o
sangue, foram colocados 10 mL de solugdo de Ficoll-Hypaque (Histopaque® 1.077, Sigma,
EUA). Os tubos foram centrifugados a 1200 rpm por 40 minutos em temperatura ambiente. O
anel contendo as células mononucleares, formado na interface entre plasma e eritrocitos, foi
coletado, transferido para outro tubo de 50 mL e lavado por duas vezes a 1200 rpm por 10
minutos com meio RPMI 1640 (Sigma, EUA).

Ao final, as células foram ressuspendidas para 1 mL de meio RPMI, e a contagem das
mesmas foi feita em cdmara hemocitométrica de Neubauer, na diluicdo de 1:20 em Solucdo de
Azul de Turks (Sigma, EUA). O numero total de células por mL foi obtido por média do
nimero de células nos quatro quadrantes x 20 (fator de diluicdo) x 10 (fator de correcéo da

camara).

As PBMCs separadas foram utilizadas no ensaio de proliferacdo celular, na determinagéo da
producdo de citocinas em sobrenadante de cultura celular e na fenotipagem de leucdcitos por
citometria de fluxo — ex vivo. O plasma que também foi separado durante a centrifugacdo com
Ficoll-Hypaque foi coletado e armazenado a -80°C, para posterior utilizacdo na identificacdo

de citocinas e anticorpos anti-A. vasorum e anti-A. caninum.
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7.9.2 Ensaio de proliferagéo celular

A proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio de MTT (Sigma, EUA) utilizando células
mononucleares do sangue periférico, obtidas como descrito no item 7.9.1, de cées nao
infectados (Grupo A), cdes com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com
angiostrongilose crénica infectados com A. caninum (Grupo C) e cdes infectados

simultaneamente com os dois parasitos (Grupo D).

Aproximadamente 250.000 PBMCs de cada cdo foram incubadas separadamente em uma
atmosfera Umida a 37°C e 5% de CO,, com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, EUA)
suplementado com 2% de antibiotico penicilina e estreptomicina (Invitrogen, EUA), 1,6% de
L-Glutamina (Synth, Brasil) e 10% de Soro Fetal Bovino (Cutlab, Brasil) durante 72 horas na
presenca e auséncia dos antigenos na concentracdo de 25ug/mL, em placas de cultura de
fundo chato de 96 pogos.

Apbs a incubacéo, 20 uL de solucdo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada pogo, e a
placa incubada por mais 4 horas na mesma condi¢do descrita anteriormente. ApoOs esse
periodo de reacdo, o sobrenadante foi retirado e substituido por 100 uL de DMSO 10%

(Merk, Alemanha), seguido de agitacdo intensa com pipeta multicanal.

A densidade Optica para cada amostra foi determinada a 570 nm em leitor de placas de ELISA
(Versamax, Molecular Devices, EUA), e a proliferacdo celular foi expressa em relacdo a
porcentagem da absorbancia de culturas estimuladas com antigenos dos parasitos apés

subtracdo da absorbancia de culturas ndo estimuladas.

7.9.3 Determinacdo da producdo de citocinas no plasma de cdes e em
sobrenadantes de culturas

Para determinar a producdo de citocinas e um padréo da resposta imune dos cdes durante a
infeccdo por A. vasorum e A. caninum, plasma e sobrenadante de culturas com células
mononucleares do sangue periférico foram analisados pelo teste imunoenzimatico ELISA.
Para tal finalidade foram avaliadas algumas citocinas que promovem uma proliferacdo de
células do tipo Thl (TNF-a, IL-12/1L-23p40 e IFN-y ) e do tipo Th2 (IL-4 e IL-10).
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Os pontos escolhidos para a avaliagdo das citocinas foram determinados com base na data das
infeccbes dos cées e inicio do periodo pré-patente das infecgdes. Para os grupos A e B, foram
escolhidos apenas um ponto de avaliacdo. Para o grupo C, dois pontos e para o grupo D, trés.
Os dias da avaliacdo, aspectos avaliados e o material analisado, estdo representados no
Quadro 3.

Quadro 3: Grupo dos cdes utilizados no experimento, ponto de avaliacdo, aspecto avaliado e
dia pés infeccdo para a dosagem das citocinas no plasma e em sobrenadante de cultura de

celulas mononucleares do sangue periférico dos cées:

Grupo Pont_os 9e Aspecto avaliado DPI Mat.erlal
avaliacéo analisado
A 1 Cées com auséncia de infeccdo helmintica NA Plasma e
sobrenadante
B 1 Cées com angiostrongilose cronica 120 Plasma e
sobrenadante
1 Cées com angiostrongilose cronica 120 Plasma
C Cées com angiostrongilose cronica e
2 infectados com A. caninum (ap6s o iniciodo | 150 |Sobrenadante
PPP de A. caninum)
1 Cées com auséncia de infeccdo parasitaria NA Plasma
Cées com angiostrongilose aguda e infectados
D 2 com A. caninum (apds o inicio do PPP de A. 30 Plasma
caninum)
Cées com angiostrongilose aguda e infectados
3 com A. caninum (apés o inicio do PPP de A. 80 | Sobrenadante
vasorum)
DPI= dias apds infeccdo NA= ndo aplicavel

Para a deteccdo de citocinas presentes no plasma dos cées, foram utilizados plasmas obtidos

nos dias determinados para analise, conforme metodologia descrita no item 7.6.

Para a analise do sobrenadante da cultura celular, foram utilizadas as células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) obtidas como descrito no item 7.9.1. Aproximadamente
500.000 PBMCs foram incubadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, EUA)

suplementado com 2% de antibiotico penicilina e estreptomicina (Invitrogen, EUA), 1,6% de
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L-Glutamina (Synth, Brasil) e 10% de Soro Fetal Bovino (Cutlab, Brasil) durante 72 horas na
presenca e auséncia de antigeno bruto de A. vasorum ou A. caninum, em placas de cultura de
fundo chato de 24 poc¢os, em uma atmosfera itmida a 37°C e 5% de CO,, Ap0s a incubacdo, o
conteudo de cada poco foi coletado, transferido para um eppendorf identificado e centrifugado
a 14000 rpm a temperatura ambiente por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro

eppendorf e armazenado a -802C ate sua utilizacao.

A deteccédo e quantificagéo de citocinas presentes no plasma dos cées e no sobrenadante das
culturas foram realizadas utilizando-se kits comerciais anti-citocinas caninas (R&D Systems,

EUA). Os ensaios foram realizados segundo protocolo sugerido pelo fabricante.

7.9.4 Fenotipagem de leucdcitos do sangue periférico ex vivo por citometria

de fluxo

O ensaio de fenotipagem celular foi realizado seguindo protocolo segundo Fujiwara et al.
2006. Para a avaliacéo ex vivo foram utilizadas as células mononucleares obtidas de acordo

com o item 7.9.1.

Resumidamente, as PBMCs foram incubadas com solucdo de lise (BD FACS Lysing
Solution, BD Biosciences, EUA) por 10 minutos a temperatura ambiente para lise dos
eritrécitos e fixacdo das células. Apo6s a incubacdo, as células foram lavadas com PBS e
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente com anticorpos nomoclonais especificos
para moléculas de superficie celular para avaliacdo de subpopulacBes de células T
(CD3/CD4" e CD3'/CD8"), células B (CD21%) e mondcitos (CD14"). As células foram
analisadas em citdmetro de fluxo FACScan (Becton Dickinson, EUA) selecionando-se a
fluorescéncia das populacdes de linfocitos ou mondcitos. Vinte mil eventos foram adquiridos

e controles isotipicos utilizados em todos 0s experimentos.

7.9.5 Determinacdo da producdo de anticorpos especificos frente a

antigeno bruto soltvel de A. vasorum e A. caninum

A resposta humoral foi avaliada utilizando-se plasma dos cées. Os pontos escolhidos para esta
analise foram os mesmo utilizados na avaliagdo das citocinas, como demonstrado no item

7.9.3. O ensaio de ELISA indireta foi utilizado para a pesquisa dos anticorpos IgG e IgE
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especificos para os antigenos sollveis de A. vasorum e A. caninum. A concentracao ideal do
plasma e dos anticorpos especificos utilizados foram previamente testados e padronizados
utilizando plasma de animais positivos e negativos para a infeccdo por A. vasorum e A.

caninum.

Apo6s a padronizacdo do ELISA, placas de 96 pogos (Maxisorp, Nunc, EUA) foram
sensibilizadas com 5 pg/mL de antigeno bruto de A. caninum e A. vasorum diluidos em
tampédo de lavagem e incubadas over night a -4°C. Apoés realizado o bloqueio da placa, foi
adicionado o plasma dos animais na concentracdo de 1:100 e a placa foi incubanda novamente
a -4°C over night. . Anticorpos policlonais marcados com enzima peroxidase especificos para
IgG e IgE de cdo (Bethyl Laboratories, EUA) foram adicionados nas dilui¢cdes de 1:5000 para
IgG e 1:500 para IgE. A reacdo foi revelada pelo uso de peroxido de hidrogénio (Sigma,
EUA) e OPD (O-phenylenediamine, Sigma, EUA). A densidade optica para cada amostra foi
determinada a 492 nm no leitor de placas de ELISA (Versamax, Molecular Devices, EUA).

7.10 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc,
EUA). Para verificar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para andlise entre dois grupos foram utilizados o Test T Student para dados paramétricos e
Mann-Whitney U para dados ndo paramétricos. Além disso, foram utilizados para determinar
diferenca significativa entre as médias ou medianas de pelo menos trés grupos analisados, 0s
testes ANOVA seguido do de Bonferroni (dados paramétricos) e os testes de Kruskal Wallis
seguido do de Dunns (dados ndo-paramétricos). O teste de Grubb foi utilizado para detectar a
presenca de possiveis outliers nas amostras. Todos os testes foram considerados significativos

quando apresentarem um valor de P < 0,05.
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8. RESULTADOS

Os resultados apresentados sdo do acompanhamento parasitoldégico, hematologico e

imunologico realizado na segunda fase do experimento (120 dias).

8.1 Acompanhamento parasitoldgico

Todas as infeccbes realizadas foram bem sucedidas e o periodo pré-patente (PPP) das
infeccdes foi determinado pelo encontro de ovos (infeccdo por A. caninum) e larvas (infeccéo
por A. vasoum) nas fezes dos cées. A variagdo entre os PPP de cada grupo estdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1. Periodo pré-patente da infeccdo (dias ap6s a infeccdo) por Ancylostoma caninum e
Angiostrongylus vasorum encontrados no grupo C — cées com angiostrongilose cronica que foram
infectados com 100 L3 kg/pv de A. caninum e no grupo D — cdes infectados simultaneamente

com 100 L3 kg/pv de A. vasorum e 100 L3 kg/pv de A. caninum.

Grupo B Grupo C Grupo D
Animal PPP A.vasorum PPP A.caninum PPP A. vasorum PPP A.caninum PPP A. vasorum

1 67 22 67 16 76

2 62 19 72 19 49

3 59 16 65 16 37

4 65 16 62 25 82

5 52 19 65 13 70
Média + DP 61,0+5,8 184+25 66,2 + 3,7 178+45 62,8+ 19,0
PPP= periodo pré-patente DP= Desvio Padrdo

Durante todo o periodo de acompanhamento experimental os cdes com angiostrongilose
crbénica (Grupo B) eliminaram larvas, e os cdes coinfectados com A. vasorum e A. caninum
(Grupos C e D) eliminaram larvas e ovos nas fezes, ndo havendo negativacdo dos exames
parasitologicos. Os nimeros de L1 de A. vasorum e ovos de A. caninum eliminados junto com

as fezes, variaram entre as coletas, com picos e declinios ao longo do experimento.

Os valores medios de LPG e OPG encontrados nos Grupos B, C e D durante o periodo

experimental dos cées estdo representados na Figura 1.
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Figura 1. Cinética da eliminacdo de larvas de primeiro estadio (L1) de Angiostrongylus
vasorum e de ovos de Ancylostoma caninum por grama de fezes (LPG, OPG) em grupos de
cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica que foram
infectados com A. caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e

A. caninum (Grupo D).
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Durante a analise dos resultados, foi observado que a média total de LPG ao final do
experimento do grupo de cdes com angiostrongilose crénica, Grupo B, foi significativamente
superior a média do grupo de cdes com angiostrongilose crénica que foram infectados com A.
caninum, Grupo C, (p< 0.0001), como demonstrado no Grafico 1.

2001
p<0.0001

1504

100+

Média LPG

50+

0-

Grupo B Grupo C

Gréafico 1: Média total da eliminacdo de larvas de primeiro estadio (L1) de Angiostrongylus
vasorum por grama de fezes (LPG) em grupos de cdes com angiostrongilose crénica (Grupo
B) e cdes com angiostrongilose cronica que foram infectados com A. caninum (Grupo C).

Em relacdo a média total das contagens de OPG, ndo foi observada diferenca significativa
entre o grupo de cdes com angiostrongilose crénica infectados com A. caninum, Grupo C, e 0
grupos de cées infectados simultaneamente com os dois parasitos, Grupo D, (p=0.2238),
como demonstrado no Gréfico 2.
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Gréfico 2: Média total da eliminacdo de ovos por grama de fezes (OPG) em grupos de cdes
com angiostrongilose crénica infectados com A. caninum (Grupo C) e cées infectados

simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo D).
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8.2 Avaliacdo hematoldgica
8.2.1 Hemograma
8.2.1.1 Hemécias

No Gréafico 3 encontram-se 0s valores médios das contagens de hemécias nos grupos. A partir
da terceira coleta de sangue, no 282 dia de acompanhamento dos grupos, foi observado que o
numero de hemacias nos grupos de cées infectados (Grupos B, C e D) ficou abaixo do valor
encontrado para o grupo de cdes ndo infectados (Grupo A), porém sem diferenca estatistica
(p>0.05). O Grupo C, cdes com angiostrongilose crénica que foram infectados com A.
caninum, e o Grupo D, cées infectados simultaneamente com os dois parasitos, apresentaram
um leve aumento no ndmero de hemacias na ultima coleta, também sem diferenca
significativa entre os valores. Apenas o Grupo D apresentou valores significativamente

superiores aos demais grupos no 14° dia de acompanhamento (p<0.05).
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-o- Grupo A
T 9- - Grupo B
@E ---------------------------------------------------------------------------------------------------- -+ Grupo C
o 8 Grupo D
@
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\©
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T
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Dias de coleta

* \/alores de referéncia: 5,50 — 8,50 x 10%/mL

Gréafico 3: Valores médios de hemécias em cdes ndo infectados (Grupo A), cdes com
angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica que foram infectados

com A. caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum
(Grupo D).
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8.2.1.2 Hemoglobina

Os valores medios de hemoglobina do Grupo C, cdes com angiostrongilose cronica que foram
infectados com A. caninum, foram estatisticamente inferiores aos valores do grupo A, cées
sem infeccdo, entre 0 422 e o 702 dia de acompanhamento, como demonstrado no Grafico 4,
(p=0.0014). No 1492 dia de acompanhamento o valor da concentracdo de hemoglobina
encontrado no Grupo D, cées infectados simultaneamente com os dois parasitos, foi
significativamente superior aos valores observados nos demais grupos do experimento
(p<0.05).

22+
-- Grupo A
204 - Grupo B
18 LN -+ Grupo C
Grupo D

Hemoglobina (g/dL)
~ o

[EEN
N
1

[EEN
o

Dias de coleta

* Valores de referéncia: 12,00 — 18,00 g/dL

Gréfico 4: Valores médios da concentracdo de hemoglobina em cdes ndo infectados (Grupo
A), cdes com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose crdnica
infectados com A. caninum (Grupo C) e cdes infectados simultaneamente com A. vasorum e

A. caninum (Grupo D).
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8.2.1.3 Hematdcrito

No Gréfico 5 estdo representados os valores médios do hematocrito dos grupos experimentais.
Os valores medios do Grupo B, cdes com angiostrongilose crénica, foram superiores aos
valores médios do grupo de cdes ndo infectados, Grupo A, ao longo do experimento, sem
diferenga estatistica. Os valores médios dos grupos de cdes coinfectados, Grupo C e D, se
mantiveram abaixo dos valores do Grupo A ate o 562 dia de acompanhamento, sendo que a
partir deste ponto, observou-se um aumento dos valores nesses grupos até o 962 dia de

acompanhamento, também sem diferenca estatistica (p>0.05).

Hematoécrito %

O R P P
Dias de coleta

* Valores de referéncia: 35 — 55%

Gréafico 5: Valores médios do hematocrito em cdes ndo infectados (Grupo A), cdes com
angiostrongilose crénica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados com A.
caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo
D).
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8.2.1.4 Concentracdo média de hemoglobina (CMH)

Os valores da concentracdo média de hemoglobina (CMH) dos grupos de cées coinfectados
(Grupos C e D) apresentaram-se significativamente inferiores aos valores do grupo de cées
ndo infectados (Grupo A) entre 0 422 e 962 dia de acompanhamento (p=0.0004) valores
demonstrados no Gréafico 6. A curva com os valores medios de cada grupo permaneceu sem

grandes oscilaces ao longo do experimento.

-o- Grupo A
- Grupo B
—+— Grupo C

Grupo D

O N R P P
Dias de coleta

* Valores de referéncia: 22 — 25 pg
Gréafico 6: Valores da concentracdo média de hemoglobina (CMH) em cées ndo infectados
(Grupo A), cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica

infectados com A. caninum (Grupo C) e cdes infectados simultaneamente com A. vasorum e

A. caninum (Grupo D).
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8.2.1.5 Concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

Os valores da concentragdo de hemoglobina corpuscular média por grupo estdo representados
no Gréafico 7. Os grupos de cées infectados (Grupos B, C e D) apresentaram valores
estatisticamente inferiores aos do grupo de cées ndo infectados (Grupo A) a partir do 422 dia
de acompanhamento (p=0.0028). Houve uma queda nos valores dos grupos infectados a partir

desse periodo com uma pequena elevacdo no 1129 dia de acompanhamento.

CHCM (g/dL)

O N R P P
Dias de coleta

* Valores de referéncia: 31- 37 g/dL
Gréfico 7: Valores da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em cées ndo
infectados (Grupo A), cdes com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com

angiostrongilose cronica infectados com A. caninum (Grupo C) e cdes infectados

simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo D).
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8.2.1.6 Volume corpuscular médio (VCM)

Como demonstrado no Gréafico 8, os valores do volume corpuscular médio (VCM) de todos
0S grupos apresentou variacdes, picos e declinios, ao longo do experimento. Embora néo
tenha sido observada diferenca estatistica dos valores entre os grupos (p=0.1142), os cées

infectados apresentaram macrocitose em alguns dias do experimento.

90+

-- Grupo A
- Grupo B
—+— Grupo C

Grupo D

60

Dias de coleta
* Valores de referéncia: 60 — 75 fL
Grafico 8: Valores do volume corpuscular médio (VCM) em cées ndo infectados (Grupo A),
cdes com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados

com A. caninum (Grupo C) e caes infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum

(Grupo D).
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8.2.2 Leucograma

8.2.2.1. Contagem global de leucocitos

Os valores médios da contagem global de leucdcitos dos grupos estdo no Grafico 9. Os
valores do grupo de cdes infectados (Grupo B, C e D) permaneceram acima dos valores
encontrados para o grupo de cdes nao infectados (Grupo A). Entretanto houve diferenca

estatistica somente entre os valores do Grupo A com os valores dos Grupos B e D (p=0.003).
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* Valores de referéncia: 6 — 17 x 10%/mL

Gréafico 9: Média da contagem global de leucocitos em cédes ndo infectados (Grupo A), caes
com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados com
A. caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum
(Grupo D)..
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8.2.2.2 Neutroéfilos bastonetes

No Gréafico 10 estdo representados os valores médios de neutrofilos bastonetes para cada
grupo do experimento. Os grupos de cées coinfectados por A. vasorum e A. caninum (Grupos
C e D) apresentaram uma maior taxa de neutréfilos bastonetes durante o experimento que 0s
demais grupos, entretanto uma diferenca significativa entre esses valores foi observada apenas
em relacdo ao grupo de cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B) (p=0.0001). O grupo B
apresentou valores semelhantes aos valores encontrados no grupo de cées ndo infectados
(Grupo A).
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* Valores de referéncia: 0 — 300 x 10%/mL
Gréafico 10: Média da contagem global de neutréfilos bastonetes em cées ndo infectados
(Grupo A), cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica

infectados com A. caninum (Grupo C) e cdes infectados simultaneamente com A. vasorum e

A. caninum (Grupo D).
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8.2.2.3 Neutrofilos segmentados

Os valores médios da contagem global de neutrofilos segmentados estdo representados no
Gréafico 11. Os valores dos caes sem infeccdo (Grupo A) se mantiveram constantes ao longo
do periodo experimental. O grupo de cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B)
mantiveram valores constantes, com um leve aumento ao 562 dia de acompanhamento. O
grupo de cdes com angiostrongilose cronica infectados com A. caninum e o grupo de cées
infectados simultaneamente com os dois parasitos (Grupos C e D) apresentaram um aumento
nos valores médios ate os dias 282 e 562 dias de acompanhamento, respectivamente, seguido
de queda e estabilizacdo. Nao houve diferenca estatistica entre os valores médios dos grupos
(p>0.05).
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Gréafico 11: Média da contagem global de neutrofilos segmentados em cées ndo infectados
(Grupo A), cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica
infectados com A. caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e
A. caninum (Grupo D).
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8.2.2.4 Linfécitos

Todos os grupos apresentaram oscilacdes nos valores médios de linfdcitos durante o periodo
experimental como demonstrado no Grafico 12. O grupo de cdes com angiostrongilose
cronica (Grupo B) e o grupo de cées infectados simultaneamente com os dois parasitos
(Grupo D) apresentou valores significativamente superiores aos valores observados no grupo
de cées ndo infectados (Grupo A) do 142 ao 962 dia de acompanhamento (p<0.001). O grupo
de cées com angiostrongilose cronica que foram infectados com A. caninum (Grupo C)

também apresentou valores inferiores em relagdo ao grupo B (p<0.001) ate o 562 dia de
acompanhamento.
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Gréafico 12: Média da contagem global de linfécitos em cées ndo infectados (Grupo A), cées
com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose crénica infectados com

A. caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum
(Grupo D).
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8.2.2.5 Eosinofilos

Os grupos de caes infectados (Grupos B, C e D) apresentaram eosindfilia durante todo o
periodo experimental, com valores estatisticamente superiores aos do grupo de cdes nao
infectados (Grupo A) (p<0.0001), como demonstrado no Gréfico 13.
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Gréfico 13: Média da contagem global de eosinofilos em cées ndo infectados (Grupo A), caes
com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados com

A. caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum
(Grupo D).
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8.2.2.6 Mondcitos

Como demonstrado no Gréafico 14, os valores do Grupo C, cdes com angiostrongilose crénica
infectados com A. caninum, mantiveram-se elevados em relacdo aos demais grupos em quase
todo o periodo experimental, com excec¢do do 702 dia de acompanhamento (p<0.0001). N&o

houve diferenca significativa entre os valores dos demais grupos.
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* Valores de referéncia: 150 — 1.350 x 108/mL

Gréfico 14: Média da contagem global de mondcitos em cées nao infectados (Grupo A), caes
com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados com

A. caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum
(Grupo D).
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8.2.2.7 Basbfilos

N&o foi observado nenhum baséfilo no Grupo A, cdes ndo infectados, ao longo do
experimento, como demonstrado no Grafico 15. No Grupo B, cdes com angiostrongilose
cronica, apenas no 14° dia de acompanhamento essa tipo celular foi observado. E nos grupos
C, cdes com angiostrongilose crénica infectados com A. caninum, e D, cdes infectados
simultaneamente com os dois parasitos, no 70° dia de acompanhamento. Houve diferenca

estatistica nos valores do grupo D em relacdo aos grupos A e B no 70° dia de

acompanhamento.
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Gréafico 15: Média da contagem global de baséfilos em cdes ndo infectados (Grupo A), cdes
com angiostrongilose cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados com
A. caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum
(Grupo D).
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8.2.3 Avaliacao das plaquetas

Os animais do grupo de cées ndo infectados e de cdes com angiostrongilose crénica infectados
com A. caninum (Grupos A e C) apresentaram trombocitopenia discreta conforme indica 0s
baixos valores para a contagem plaquetaria e o baixo percentual de volume do sangue
ocupado pelas plaguetas. Entretanto, o grupo A sdo animais controle, sem infeccdo. E o grupo
C ja apresentava trombocitopenia no dia 0.

O Gréafico 16 mostra os valores das contagens de plaquetas nos grupos ao longo do
experimento. Houve diferenca estatistica significativa entre os valores do grupo A e C em
relacdo aos grupos B e D (p<0.0001). Os grupos A e C apresentaram valores inferiores aos

grupos B e D no 14° DPI (p<0.01). Os valores do grupo A também foram estatisticamente
inferiores aos do grupo D no 96° DPI (p<0.05).
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* Valores de referéncia: 200 — 500 x 10%/mL

Gréafico 16: Valores de plaguetas (PLT) em cdes ndo infectados (Grupo A), cdes com
angiostrongilose crénica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados com A.

caninum (Grupo C) e cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo
D).
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O percentual de volume do sangue ocupado pelas plaquetas nos grupos A e C foi
estatisticamente inferior aos dos grupos B e D (p<0.0001). Os grupos A e C apresentaram
valores abaixo da faixa de referéncia da espécie durante todo o periodo experimental. Nos 14°
e 84° o grupo A apresentou valores estatisticamente inferiores ao do grupo B (p<0.05) e no
96° DPI em relagdo ao grupo D (p<0.05). Também houve diferenca estatistica nos valores
entre B e C no 14° DPI (p< 0.01). Dados demonstrados no Grafico 17.
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* Valores de referéncia: 0.16 — 0,58 %
Gréafico 17: Valores de plaquetdcrito (PCT) em cées ndo infectados (Grupo A), cdes com
angiostrongilose crénica (Grupo B), cdes com angiostrongilose cronica infectados com A.

caninum (Grupo C) e cdes infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo
D).
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8.3 Peso dos céaes

Foram realizadas nove pesagens dos cdes ao longo do experimento (nos mesmos dias em que
foram realizadas as coletas de sangue). As medias do peso dos cées de cada grupo durante o

periodo experimental estdo representadas no Grafico 18.
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Gréafico 18: Média do peso dos cdes ndo infectados (Grupo A), cdes com angiostrongilose
crénica (Grupo B), cdes com angiostrongilose crénica infectados com A. caninum (Grupo C) e
cdes infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo D) ao longo do

experimento.

O grupo de cées ndo infectados (Grupo A) apresentou um aumento no peso médio final. Fato
também observado nos grupos de cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B) e cées
infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo D). Apenas o grupo de
cdes com angiostrongilose cronica infectados com A. caninum (Grupo C), apresentou uma
reducdo do peso médio final. A variacdo do peso (Peso final — Peso inicial) dos cées
infectados ndo apresentou diferenca significativa em relagdo a variacdo do peso dos cdes ndo

infectados (p=0.1143) como representado no Gréafico 19.
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Gréfico 19: Variacdo de peso dos cdes ndo infectados (Grupo A), cdes com angiostrongilose
cronica (Grupo B), cdes com angiostrongilose crénica infectados com A. caninum (Grupo C) e
cées infectados simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo D) ao final do 120

dias de acompanhamento.
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8.4 Ensaio de proliferaco celular

A capacidade proliferativa, in vitro, de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
de cdes ndo infectados, infectados com A. vasorum e coinfectados com A. vasorum e A.
caninum frente a estimulo antigénico dos parasitos adultos foi analisada pelo ensaio

colorimétrico de MTT.

A analise dos dados mostrou que ndo houve diferenca significativa na proliferacdo entre
células de cdes ndo infectados (Grupo A) e células de cdes infectados (Grupos B, C e D)
estimuladas com antigeno bruto de A. vasorum (p=0.2197) quando comparadas as células ndo
estimuladas (cultura controle). Também ndo houve diferenca estatistica na proliferacéo celular
entre os grupos infectados (B, C e D) (p>0.05). Em relacdo a proliferacdo das células
estimuladas com antigeno bruto de A. caninum, ndo foi observada diferenca estatistica entre o
grupo ndo infectado e os grupos infectados (p=0.6579), ou diferenca nos valores de

proliferacéo entre os grupos infectados (p>0.05). Grafico 20.

[
a1
T

1004

a
e

% de proliferacao celular

o

Cultura controle - ndo estimula com antigenos
@@ Cultura de células estimuladas com antigeno bruto solivel de Ancylostoma caninum
B# Cultura de células estimuladas com antigeno bruto solGvel de Angiostrongylus vasorum

Gréafico 20. Média da proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
de cdes ndo infectados (Grupo A), cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B), cdes com
angiostrongilose cronica infectados com A. caninum (Grupo C) e cdes infectados
simultaneamente com A. vasorum e A. caninum (Grupo D), estimuladas com antigeno bruto

soltvel de vermes adultos de Angiostrongylus vasorum e Ancylostoma caninum.
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8.5 Determinacgdo da producgdo de citocinas no plasma de cdes e em sobrenadantes de

culturas

A Figura 2 mostra a dosagem das citocinas TNF-a, 1L-12/1L-23p40, IFN-y, IL-4 e IL-10 por
ELISA de captura no plasma de cées sem infeccdo (Grupo A), infectados com A. vasorum ou
coinfectados com A. vasorum e A. caninum (Grupos B, C e D).

Em relacdo a citocina TNF-o, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos de
animais infectados (Grupos B, C e D) nos tempos avaliados (Figura 2A) e essa citocina néo
foi detectada no grupo de cées sem infeccdo (Grupo A). A avaliacdo dos dados demonstra
uma concentracdo estatisticamente menor da citocina IL-12/IL-23p40 nos grupos de cées
coinfectados com A. vasorum e A. caninum (C e D) quando comparado ao grupo de cées
infectados apenas com A. vasorum (B) (p=0.0027) (Figura 2B). Em rela¢do a citocina IFN-y ,
pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p=0.7385)
e que esta citocina ndo foi detectada no grupo A e no grupo D (GD 1 — plasma coletado antes
da infeccdo dos cées, no dia zero) (Figura 2C). Quando avaliamos a citocina IL-4, observamos
que o grupo A apresenta uma maior secrecdo em relacdo aos demais grupos, porém sem
diferenca estatistica (p=0.3280) (Figura 2D). Na avaliacdo da citocina IL-10 os grupos C e D
apresentaram um aumento na concentracdo dessa citocina quando comparado ao grupo B
(p=0.0055) (Figura 2E).
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Figura 2: Valores médios da concentracao de citocinas no plasma de cdes ndo infectados (Grupo A),
caes com angiostronsgilose crénica (Grupo B) e cdes coinfectados com A. vasorum e A. cainum
(Grupos C e D). As letras representam os gréaficos: A (TNF-a pg/mL), B (IL-12/IL-23p40 pg/mL), C
(IFN-y pg/mL), D (IL-4 pg/mL) e E (IL-10 pg/mL). As diferencas estatisticas significativas (p<0.05)

estdo representadas pelo * em comparagdo com as médias do grupo B.
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Para verificar se as citocinas circulantes encontradas no plama dos cées sdo resultado de uma
resposta especifica do hospedeiro contra os parasitos, células mononucleares (PBMCs) foram
isoladas do sangue periférico dos cées e estimuladas in vitro por 72 horas com antigeno bruto

soltvel de ambos os parasitos.

A figura 3 mostra os resultados de avaliacdo do delta (diferenca entre a produgdo na cultura
estimulada e a cultura ndo estimulada) da producdo de citocinas nas culturas. Observa-se um
aumento de producéo da citocina TNF-a em culturas de células, estimuladas com antigeno de
A. vasorum e de A. caninum, dos cdes infectados simultaneamente com os dois parasitos (D)
quando comparado com as culturas do grupo de cées sem infeccdo (A) e dos cdes com
angiostrongilose cronica (B), porém ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
(p=0.5243) (Figura 3A). Os dados da producdo de 1L-12/1L-23p40 mostram que o0 grupo A
possuem maior delta na cultura estimulada com antigeno de A. caninum quando comparado
com os demais grupos, mas novamente sem diferenca estatistica entre eles (p>0.05) (Figura
3B). Quanto a analise de IFN-y , pode-se observar uma maior producdo dessa citocina nas
culturas, estimuladas com antigeno de A. caninum, nos grupos A e C, mas sem diferenca
estatistica entre eles ou entre os demais grupos (p=0.1469 e p>0.05, respectivamente). Nas
culturas estimuladas com antigeno de A. vasorum, ndo foi detectada a presenca de IFN-y
(Figura 3C). A analise dos dados da producéo de IL-4 ndo mostrou diferenca estatistica entre
0s grupos (p=0.6796), entretanto em todos 0s grupos, essa citocina foi detectada em cultura
estimulada com antigenos de A. vasorum ou de A. caninum (Figura 3D). Os dados de IL-10
mostram uma maior producao nos grupos A, C e D quando comparado ao grupo B. Entretanto
somente foi observada diferenca estatistica significativa entre o grupo B e C nas culturas

estimuladas com antigeno de A. vasorum e A. caninum (p=0.0223 e p=0.0201) (Figura 3E).
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Figura 3: Valores médios da producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de cées ndo infectados (GA), cées com
angiostronsgilose cronica (GB) e cées coinfectados com A. vasorum e A. caninum (GC e GD)
estimuladas com antigenos de A. vasorum e A. caninum. As letras representam os graficos: A (A TNF-
a pg/mL), B (A 1L-12/1L-23p40 pg/mL), C (A IFN-y pg/mL), D (A IL-4 pg/mL) e E (A 1L-10 pg/mL).
As diferencas estatisticas significativas (p<0.05) estdo representadas pelo * em comparacdo com as

médias encontradas no grupo B.
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8.6 Fenotipagem de leucdécitos do sangue periférico ex vivo por citometria de fluxo

A figura 4 mostra os resultados do percentual das subpopulacdes de linfocitos T (CD3"CD4"
e CD3'CD8"), B (CD21") e mondcitos (CD14") no sangue periférico de cies ndo infectados
(Grupo A) e cées infectados com A. vasorum e A. caninum (Grupos B, C e D) no 802 dia de

acompanhamento dos cées.

A andlise dos resultados mostrou que os cdes do grupo C apresentaram uma menor
porcentagem de células T (CD3'CD4") circulantes quando comparado aos cies do grupo A
(p=0.0378). Entretanto ndo houve diferenca significativa na porcentagem das subpopulagdes
de células T (CD3"CD8") (p=0.2178), células B (CD21") (p=0.7568) e mondcitos (CD14")
circulantes entre os demais grupos (p=0.5028).
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Figura 4: Porcentagem média de células circulantes no sangue periférico ex vivo de cdes ndo
infectados (Grupo A), cdes com angiostrongilose cronica (Grupo B) e cdes coinfectados com
A. vasorum e A. caninum (Grupos C e D), analisadas por citometria de fluxo. As letras

representam os graficos: A (% LT CD3'CD4"), B (% LT CD3'CD8"), C (% LB CD21") e D
(% M CD14").
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8.7 Determinacao da producdo de anticorpos especificos frente a antigeno bruto

solGvel de A. vasorum e A. caninum

A figura 5 mostra a reatividade de anticorpos IgG e IgE anti-antigeno bruto de A. vasorum e
A. caninum, em densidade dptica (DO) ao plasma dos cédes ndo infectados (Grupo A) e dos
caes infectados (Grupos B, C e D).

A avaliacdo de 1gG antigeno-especifico de A. vasorum, mostrou que em animais do grupo D
ocorre uma producdo significativamente maior nos niveis do anticorpos circulante apos o
inicio da eliminacdo de L1 de A. vasorum pelos cdes (p=0.0239). Entretanto ndo foi
encontrado diferenca nos niveis de IgG reagentes a antigenos de A. caninum entre nenhum

dos grupos avaliados (p=0.1825) (Figura 5A).

Ao avaliar os resultados de IgE antigeno-especifico de A. vasorum circulantes no plasma dos
cdes infectados dos grupo B e C, percebemos uma maior producdo quando comparado ao
grupo de cées ndo infectados (Grupo A) (p=0.0013). Né&o foi encontrada diferenca estatistica
nos valores de IgE antigeno-especifico de A. caninum entre nenhum dos grupos (p=0.1363)
(Figura 5B).
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Figura 5: Reatividade de anticorpos anti-antigenos brutos de Angiostrongylus vasorum e de
Ancylostoma caninum em plasma de cdes ndo infectados (Grupo A), cdes com
angiostrongilose crdnica (Grupo B) e cédes coinfectados com A. vasorum e A. caninum
(Grupos C e D). Os resultados estdo expressos como média dos valores de densidade dptica

(DO) * desvio padrédo. As letras representam os graficos: A (IgG), B (IgE).
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9. DISCUSSAO

9.1 Acompanhamento parasitoldgico

Durante o experimento observou-se que a cinética da eliminacdo de L1 nas fezes dos cées
infectados por Angiostrongylus vasorum e coinfectados com A. vasorum e Ancylostoma
caninum ocorre de forma continua, intercalando periodos de alta e baixa eliminacdo, mas
sem um padrdo bem definido. Dados que corroboram com os encontrados por Cury (1999),
Oliveira-Junior (2003), Barcante (2004) e Mozzer et al. (2011). Durante o periodo
experimental, ndo houve negativacdo dos exames parasitologicos das fezes, fato também
observado por Oliveira-Junior et al. (2003) e Mozzer et al. (2011).

Segundo Barcante (2004), os picos e declinios observados durante 0 acompanhamento da
cinética de eliminacdo larvéria sdo decorrentes do processo patoldgico da infeccdo, que pode
ocasionar a retencdo de larvas nos pulmdes e consequentemente a diminui¢do de L1 nas
fezes. Outro fato que pode levar a uma diminuicédo e até a negativacdo do encontro de larvas
nas fezes é relatado por Patteson et al. (1993), o autor explica que um dos fatores que pode
levar a negativacdo nos exames é o fato das fémeas de A. vasorum fazerem uma postura

intermitente de ovos nos capilares pulmonares.

O acompanhamento da eliminacdo larvaria na angiostrongilose é importante uma vez que
em cdes naturalmente infectados a carga parasitaria costuma ser baixa, levando a infeccoes
assintomaticas e ndo diagnosticadas. Os cdes podem entdo eliminar larvas no meio
contribuindo para o aumento do nimero de casos positivos em regifes onde a manutencao

do ciclo bioldgico seja possivel, devido a presenca de hospedeiros intermediarios.

Do mesmo modo observado na eliminacdo de larvas de A. vasorum pelos cdes, a eliminagéo
de ovos de A. caninum também ocorreu de forma continua, intercalando periodos de alta e
baixa eliminacdo. No grupo de cdes com angiostrongilose cronica infectados com A.
caninum (Grupo B), observou-se um aumento progressivo no nimero de OPG ate o 43¢
DPI, sendo que ap0s essa data a eliminagdo de ovos decaiu, continuando de forma constante
e mais estabilizada, com menos picos e declinios. No grupo de cdes infectados
simultaneamente (Grupo D), tambem foi observado um aumento progressivo na eliminacéao

de ovos até 0 432 DPI, com queda dos valores a partir dessa data.
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Os dados deste experimento sao semelhantes aos encontrados por Hotez et al. (2002), que ao
acompanhar cdes infectados com diferentes indcuos de L3 de A. caninum, observaram um
aumento nas contagens de OPG durante os 352 primeiros dias ap6s a infeccdo com posterior
queda desses valores. O autor também relata que a queda no nimero de OPG possivelmente
esta relacionada a expulsao de alguns vermes adultos durante os primeiros dias da infeccéo

promovida por uma resposta bem sucedida do hospedeiro contra o parasito.

9.2 Avaliagbes hematoldgicas

9.2.1 Hemograma

A determinacdo de um quadro anémico é dependente da avaliacdo de um conjunto de fatores
que entre outros incluiu: valores de hemacias, concentracdo de hemoglobina e valores de

hematécrito.

Nenhum dos cdes dos grupos infectados apresentou-se anémico durante o periodo de
experimental quando comparado com os cdes sem infeccdo. Willesen et al. (2009)
acompanhando alteracfes no perfil hematolégico em cdes naturalmente infectados por A.
vasorum, também ndo relataram anemia em nenhum dos 48 cées avaliados. Porém a maioria
dos relatos literarios descreve o quadro anémico como uma importante consequéncia do
processo patoldgico nas infecgbes por A. vasorum e A. caninum (Cury et al. 2002; Hotez et al.
2002; Chapman et al. 2004).

Os valores de hemacias e do hematdcrito dos grupos de cées infectados (Grupo B, C e D)
mantiveram-se constantes e ndo apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao grupo nao
infectado (Grupo A). Entretanto, em relagdo a hemoglobina, os valores médios nos grupos
infectados, se mantiveram inferiores aos do grupo ndo infectado entre o0 422 e o 702 dia de
acompanhamento, sendo que uma diferenca estatistica foi observada apenas entre o grupo de
cdes com angiostrongilose cronica infectados com A. caninum (grupo C) e o de cées nédo

infectados.

Os dados desse trabalho corroboram em parte com os encontrados por Cury et al. (2002). Os
autores relataram uma diminuicdo nos valores de hemoglobina em cées infectados

experimentalmente com A. vasorum entre os 452 e 1302 dia ap0s infeccdo, porém apenas o
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grupo infectado com maior carga larvaria (500 L3 por quilo de peso vivo) apresentou
diferenca estatistica com o grupo controle. Uma diminuicdo dos valores do hematocrito
também foi observada nos cées infectados, sem diferenca significativa dos cdes controle.
Segundo os autores na infeccdo por A. vasorum uma leve anemia detectada nos cées e as
alteragbes hematoldgicas estdo relacionadas com o inicio da eliminagdo de larvas pelo
hospedeiro e pelo comeco de manifestagdes clinicas. Esta relagdo também foi relatada por
Schnyder et al. (2010), porém esses dados diferem dos encontrados nesse trabalho, onde nao
foram encontrada alteracbes hematologicas relevantes coincidindo com a paténcia dos

parasitos.

Hotez et al. (2002) avaliando diferentes cargas parasitarias na infec¢do por A. caninum em
cdes, relataram uma moderada anemia comprovada pelos valores do hematdcrito e de
hemoglobina que decaem até o 202 dia ap6s a infecgdo e entdo voltam a ficar dentro da faixa
de referéncia. A diferenca nos dados encontrados pelos Hotez et al. (2002) e os dados desse
trabalho pode estar relacionada com a carga parasitaria nas infeccdes, uma vez que o inoculo

utilizado pelos autores foi maior que o utilizado neste experimento.

Os valores da concentracdao média de hemoglobina (CMH) foram menores nos grupos de cées
coinfectados com A. vasorum e A. caninum quando comparados ao grupo de cdes infectados
somente com A. vasorum ou sem infeccdo a partir do 422 dia de acompanhamento. Cury
(1999) explica que a diminuicao desses valores pode ser explicada pela influencia do parasito

ou de seus metabolitos na sintese de hemoglobina.

Os valores da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) de todos 0s grupos
infectados foram estatisticamente inferiores aos do grupo de cdes sem infeccao a partir do 422
dia de acompanhamento. Esses dados revelam discreta hipocromia. Também relatada por

Martin et al. (1993), Patteson et al. (1993) em cées naturalmente infectados por A. vasorum.

Com relacdo ao volume corpuscular médio (VCM) ndo houve diferenca estatistica entre o0s
grupos. Entretanto os grupos de cdes infectados apresentaram valores maiores que o grupo de
cdes ndo infectados em alguns dias do experimento. O grupo de cdes com angiostrongilose
crbnica (Grupo B) apresentou macrocitose durante todo periodo de acompanhamento, exceto
nos dias 70 e 112. Os cdes com angiostrongilose crénica infectados com A. caninum (Grupo
C) apresentou macrocitose nos dias 0, 28, 42, 84 e 92. Os cdes infectados no mesmo dias com
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os dois parasitos (Grupo D), apresentaram macrocitose nos dias 56, 84 e 96, estando as
hemaécias nos demais dias normociticas. Esses resultados sdo condizentes com 0s encontrados
por Martin et al. (1993), Patteson et al. (1993), Cury (1999) e Barcante (2004) em cdes

naturalmente e experimentalmente infectados.

O aumento do volume corpuscular médio em determinados dias pode ser justificado por uma
regeneracdo eritrocitaria acelerada. Estimulos para uma maior producdo e liberacdo de
reticulocitos pela medula 6ssea podem estar relacionados a presenca dos parasitos, como:
habito hematofagico levando a intensa espoliacdo sanguinea, processos inflamatorios nos
pulmdes e intestino causando lesdo tecidual, podendo originar perdas cronicas de sangue.

9.2.2 Leucograma

Neste trabalho verificou-se, se a infeccdo por A. vasorum e a co infec¢do por A. caninum,
induz um aumento no namero global de leucécitos no sangue periférico. Nos grupos de caes
coinfectados por A. vasorum e A. caninum (Grupos C e D) houve um aumento na contagem
global de leucdcitos coincidindo com o inicio da eliminagdo de ovos de A. caninum nas fezes.
Durante a fase aguda das infec¢cdes helminticas, periodo no qual ocorre a penetracdo, muda
maturacdo e inicio da reproducdo do parasito, ocorre uma maior liberacdo de substancias
antigénicas capazes de induzir uma resposta imune no hospedeiro. Esse e outros fatores séo
responsaveis por um aumento da populacdo de leucécitos tanto no sangue periférico, como no

sitio inflamatdrio (Barcante 2004).

O grupo B, cées infectados apenas por A. vasorum, na fase cronica da infeccdo, juntamente
com os grupos coinfectados apresentaram valores da contagem global acima dos valores
encontrados no grupo de cdes ndo infectados (Grupo A), durante todo o experimento com
excecdo do dia 0. Porém apenas os grupos B e D tiveram diferenca estatistica quando
comparados ao grupo A. Esses resultados corroboram os de Bwangamoi (1972), Koch &
Jensen (1992), Hotez et al. (2002) e Barcante (2004), mas diferem dos encontrados por
Willesen et al. (2009) e Schnyder et al. (2010).

Na avaliacdo dos neutrofilos bastonetes circulantes, os valores encontrados no grupo de caes
sem infeccdo (Grupo A) manteve-se constante e dentro da faixa de referéncia para a espéecie
durante todo o experimento. O mesmo foi observado para o grupo de cdes com

angiostrongilose crénica (Grupo B). Os grupos com cdes coinfectados (Grupos C e D)
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apresentaram valores significativamente superiores aos grupos A e B, apresentando picos e
declinios durante todo o periodo experimental.

Nas contagens de neutrofilos segmentados circulantes, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre os grupos durante o experimento. Nenhum grupo apresentou neutrofilia ou
neutropenia. Porém o grupo de cédes coinfectados apresentou picos durante o periodo de
acompanhamento. Esses dados diferem dos encontrados por Willesen et al. (2009) e Schnyder
et al., (2010), porém corroboram com 0s encontrados por Patteson et al., (1993), Cury et al.
(2002) e Chapman et al. (2004). OscilacGes desses dois tipos celulares observadas durante o
acompanhamento dos cdes se devem a atuacdo dessas células durante a infeccdo, pois pode
ocorrer marginalizacdo ou migracdo de neutréfilos segmentados para o sitio de inflamacgéo
atraidos por compostos quimiotaticos. Nesse momento a medula 6ssea libera seu estoque de
neutréfilos segmentados, e se a demanda dessas células na circulagdo for muito grande, ocorre
a liberacdo de neutréfilos bastonetes pela medula dssea, na tentativa de tornar o combate mais

eficiente.

O numero de linfdcitos foi oscilante em todos os grupos durante o periodo experimental.
Porém os valores médios do grupo sem infecgdo (Grupo A) sdo significativamente inferiores
aos do grupo de cdes com angiostrongilose crénica (Grupo B) e ao do grupo de cées
infectados simultaneamente com os dois parasitos (Grupo D). O grupo de cdes com
angiostrongilose cronica infectados com A. caninum (Grupo C) também apresentou valores
estatisticamente inferiores aos do grupo B ate o 562 dia de acompanhamento. Esses resultados
ndo corroboram com os de Willesen et al. (2009) que avaliando cdes naturalmente infectados
por A. vasorum, observou linfocitose em apenas 10% cées avaliado. Schnyder et al. (2010)
também ndo observou alteracdo nos valores de linfocitos em cédes experimentalmente

infectados.

A eosinofilia é um achado comum em infeccBes parasitarias, principalmente naquelas em que
ocorre lesdo profunda de tecido. Todos os grupos infectados desse experimento apresentaram
eosindfilia durante o periodo de acompanhamento, com diferenca estatistica entre o grupo de
caes ndo infectados. Esses dados estdo de acordo com os encontrados por Cury et al. (2002),
Hotez et al. (2002), Willesen et al. (2009) e Schnyder et al. (2010). Mishra & Cens (1971) e
Cury (1999) encontraram picos de eosindfilia durante o acompanhamento de cdes com
angiostrongilose, e relacionam a variacdo desse tipo celular com a migracdo larvéria,

crescimento dos parasitos jovens e maturidade sexual dos adultos nos pulmades.
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Hotez et al. (2002) relata que a via de infeccdo de A. caninum pode influenciar na carga
parasitaria nos cdes. Da mesma forma, a via de infeccdo pode influenciar a contagem de
eosinofilos. Na infeccdo por via oral, como realizada neste trabalho, as L3 passam pelo
estdmago e chegam ao intestino delgado, onde se transformam em jovens adultos e fixam-se a
mucosa intestinal. Caso a infeccdo seja por contato e penetracdo cutanea, as larvas atingem a
circulagdo sanguinea e sdo carreadas passivamente para a microcirculacao do pulméo.
Migrando ativamente pelo sistema respiratorio, chegam ao intestino delgado, onde ocorre a
implantacdo dos vermes adultos (Loukas & Provic, 2001). Durante essa migracdo o
hospedeiro terd4 contato com uma maior quantidade de proteinas e produtos secretérios do
parasito, e 0 aumento de eosinofilos circulantes pode ser um reflexo da hipersensibilidade a

esta estimulacdo antigénica.

Foi observado um aumento no numero de mondécitos no grupo de cdes com angiostrongilose
cronica infectados com A. caninum quando comparado aos demais grupos, porém sem
diferencas significativas. Monocitose ndo € um achado muito comum em infeccdes por A.
vasorum. Porém, Chapman et al. (2004) ao estudar 23 cdes naturalmente infectados, 25%
apresentaram monocitose. Schnyder et al. (2010) também relatam monocitose em cées
experimentalmente infectados, mas os autores ndo consideram esse achado com um sinal

clinico caracteristico da angiostrongilose canina.

Na avaliacdo de basdfilos circulantes, nos grupos de cdes coinfectados foi observado um pico
desse tipo celular nos 70 dias de acompanhamento. Sabe-se que a presenca de baséfilos em
cdes é rara e esta relacionada com condicdes inflamatorias. Chapman et al., (2004), Willesen
et al.(2009) e Schnyder et al. (2010) também relatam um aumento de basofilos em cées

experimentalmente e naturalmente infectados.
9.2.3 Avaliacdo das plaquetas

Os cées ndo infectados (Grupo A) e os cdes com angiostrongilose cronica infectados com A.
caninum (Grupo C) apresentaram trombocitopenia discreta durante todo o periodo
experimental com valores significativamente inferiores aos dos grupos de cdes com
angiostrongilose crénica (Grupo B) e de cdes infectados simultaneamente com os dois
parasitos (Grupo D). Os dados encontrados estdo de acordo com Cury et al. (2002), Chapman
et al. (2004) e Schnyder et al. (2010). Hotez et al. (2002) também relata uma trombocitopenia

moderada em cdes infectados com A. caninum infectados com diferentes cargas larvarias.
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O mecanismo exato da coagulopatia na angiostrongilose tem sido relatado inimeras vezes na

literatura, mas ainda né&o foi completamente elucidado.

9.3 Pesos dos caes

O grupo de cées ndo infectados apresentou ganho de peso médio ao final do experimento,
apesar desse ganho ndo ser significativo quando comparado com o ganho ou perda dos
outros grupos. Os cdes com angiostrongilose crénica ndo apresentaram perda de peso como
relato por Curry (1999), Barcante (2004) e Soares (2010). Esse fato pode estar relacionado a
baixa carga larvaria utilizada na infeccdo experimental, que resultou em uma infeccdo
assintomatica nos caes. Esses dados sdo condizentes com os de Schnyder et al. (2010) que
relataram que a carga larvaria utilizada em infeccBes experimentais influéncia nas
manifestacdes clinicas. Segundo os autores, a perda de peso entre cées infectados com 50 e
500 L3 de A. vasorum foi significativamente diferente, onde os cées infectados com in6cuo

menor nao apresentaram manifestacdes clinicas.

Dentre os grupos com infectados com A. vasorum, 0 Unico grupo que apresentou queda no
peso médio final foi o grupo de cdes com angiostrongilose cronica infectados com A.
caninum (Grupo C). Esse resultado corrobora com os encontrados por Curry (1999),
Barcante (2004) e Soares (2010) e com os encontrados por Hotez et al. (2002), onde cées

infectados com 800 L3 de A. caninum apresentaram emagrecimento e anorexia.

9.4 Ensaio de proliferacao celular

Até o presente momento, poucos estudos avaliaram os efeitos de co-infec¢es helminticas na

resposta celular em cées.

A proliferacdo das células mononucleares do sangue periférico dos cdes em resposta aos
antigenos bruto dos parasitos ndo apresentou diferenga estatistica nos varios grupos
estudados. O grupo de cées com angiostrongilose crénica que foram infectados com larvas
de A. caninum (Grupo C), apresentou uma menor taxa de proliferacdo em relacdo aos

demais grupos, porém sem diferenca estatistica.

80



De forma semelhante, os resultados encontrados por Geiger et al. (2004), demonstram que
PBMCs de pacientes infectados com N. americanus, se tornaram menos sensiveis aos
antigenos do parasito e apresentam uma menor proliferacdo quando comparado as células de
pacientes ndo infectados da mesma area endémica, estimuladas com antigeno de A. caninum,
poréem sem diferenca significativa. Segundo o autor essa redugdo nos valores observados
pode ser explicada por uma modulacgao na resposta celular.

Esse fendmeno também foi observado por Mendez et al. (2005) que demonstraram uma
reducdo na taxa de proliferacdo de células de linfonodos e baco de hamsters infectados com
A. ceylanicum. Os linfocitos e esplendcitos estimulados com antigenos de larva e vermes
adultos apresentaram reducdo na proliferacdo quando comparados as células nao
estimuladas. Segundo o0s autores, essa imunomodulacdo pode estar associada ao
estabelecimento de uma resposta do tipo Th2 e a producéo da citocina IL-10 pelo hospedeiro

apos o estabelecimento de parasitos adultos e inicio da patencia.

Vaérios relatos na literatura citam essa imunossupressdo associada com a infeccdo por
ancylostomideos, inclusive em popula¢Ges humanas de &reas endémicas (Loukas & Provic,
2001; Onyemelukwe & Musa, 2001). Outros autores demonstraram a capacidade que
algumas moléculas do parasito possuem de induzir apoptose em ceélulas efetoras do

hospedeiro (Gazzinelli-Guimaraes, 2011).

Essa supressdo celular ja foi relatada em outras infeccGes helminticas (Riffkin et al. 1996;
Geiger et al. 2002; Geiger et al. 2007) e é atribuida a uma estratégia de sobrevivéncia do
parasito e evasdo da resposta imune do hospedeiro. O mecanismo pelo qual o parasito
consegue modular a resposta celular ainda ndo é totalmente esclarecido (Fujiwara et al.
2006). Portanto, todos esses fatores sugerem explicacfes para os dados encontrados neste
trabalho, onde uma diminuicdo na proliferacdo de células dos cdes infectados, quando

estimuladas com antigeno de A. caninum, foi observada.

Para os cdes com angiostrongilose, ndo infectados por A. caninum (Grupo B), também pode
ocorrer uma modulacdo constante da resposta imune do hospedeiro pelo parasito. Os dados
encontrados sugerem que a infecgdo ndo promove uma resposta celular significativa, uma

vez que ndo foi observada uma proliferagdo no ensaio realizado. Mais estudos sdo
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necessarios para melhor observar esse aspecto da interacdo parasito-hospedeiro durante a
infeccdo.

E importante ressaltar que este trabalho é o primeiro relato na literatura demonstrando o
comportamento de PBMCs de cées, infectados com A. vasorum e coinfectados com A.

vasorum e A. caninum, estimuladas in vitro com antigenos dos parasitos.

9.5 Determinacéo da producéo de citocinas em sobrenadantes de culturas e no

plasma de cées

Citocinas sdo proteinas que atuam na comunicacao entre as células, promovendo a inducéo ou
regulacao da resposta imune frente a um antigeno. As citocinas presentes no plasma dos cées
servem como parametro para a analise da resposta imune sisttmica no cdo. Entretanto, ao
analisarmos a producdo de citocinas frente a estimulo antigénico do parasito podem-se

perceber, se ha uma resposta imune especifica do hospedeiro contra o parasito.

No plasma dos cdes do grupo B, com angiostrongilose cronica, foi observado um perfil misto
de citocinas do tipo Thl e Th2. Entretanto ao analisar a produgdo dessas citocinas no
sobrenadante de culturas estimuladas com antigeno bruto de A. vasorum, foi observado

apenas citocinas do tipo Th2 sendo produzidas (IL-4 e 1L-10).

Mais uma vez, é importante ressaltar que ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a
producdo de citocinas durante a infeccdo por A. vasorum. Entretanto, os dados obtidos nesse
trabalho corroboram com relatos da literatura que indicam infec¢bes helminticas
normalmente induzindo uma resposta inume do tipo Th2 no hospedeiro levando a protecédo

contra patégenos, (Negrdo-Corréa, 2001; MacDonald et al. 2002; Fuwijara et al. 2006).

Alguns trabalhos foram realizados visando acompanhar a cinética da producdo de citocinas

durante a infeccdo de outros parasitos do género Angiostrongylus em camundongos.

Geiger et al. 2001 estudaram a producédo das citocinas IL-4, IL-10, IL-5, IL-2 E IFN-y em
sobrenadante de culturas de células do bago de diferentes linhagens de camundongos
infectados com Angiostrongylus costaricensis. Os autores observaram que em culturas

estimuladas com mitogeno (Concavalina A) uma maior producao de I1L-4 e IL-10 ocorrem a
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partir do 72 dia pos infeccdo (DPI) e que a producdo méxima de IL-5 ocorre ao 212 DPI.
Enquanto IL-2 e IFN-y apresentam um pico de producdo entre o 142 e 282 DPI. Porém, em
culturas estimuladas com antigeno bruto de Angiostrongylus costaricensis apenas niveis
marginais foram encontrados para todas as citocinas. Os autores descrevem a presenca de

resposta imunoldgica mista durante a infeccgéo.

Posteriormente, Sugaya et al. 1997 avaliaram a producéo de citocinas IL-5, IL-4, IL-2 e IFN-y
in vitro e in vivo em diferentes linhagens de camundongos infectados com Angiostrongylus
cantonensis. Os autores relatam que na analise do fluido cefalorraquidiano um aumento nos
niveis de IL-5 pode ser detectado a partir do 122 dia p6s infeccdo (DPI) e de IL-4 a partir do
202 DPI, enquanto IL-2 e IFN-y apresentam niveis basais durante todo o periodo
experimental. Na analise de sobrenadante de culturas de células do baco e de linfonodos
cervicais um aumento nos niveis de IL-5 e IL-4 é observado a partir do 202 e 302 DPI
respectivamente. I1L-2 apresentou niveis basais e IFN-y ndo foi detectado. A analise do soro
dos camundongos relevou-se negativa para todas as citocinas. Segundo 0s autores uma
resposta do tipo Th2 é predominante em camundongos infectados por A. cantonensis. Esses
dados demonstram um padrdo de resposta imune semelhante ao encontrado neste

experimento.

No grupo de cdes com angiostrongilose cronica que foram infectados com A. caninum, grupo
C, a analise das citocinas presentes no plasma dos cdes também revelou um perfil misto de
Thl e Th2. Ao analisar as citocinas produzidas nas culturas celulares estimuladas com
antigenos dos dois parasitos, pode-se perceber citocinas do tipo Thl (TNF-a, IL-12/1L-23p40
e IFN-y ) sendo produzidas em resposta apenas ao antigeno de A. caninum e uma producao de

citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-10) em resposta a ambos os parasitos.

Resultados semelhantes foram observados no grupo D, cées infectados simultaneamente com
A. vasorum e A. caninum. Nos dois pontos de avaliacdo deste grupo, apos o inicio do PPP de
A. caninum e apds o inicio do PPP de A. vasorum, a analise do plasma dos cdes revelou um
perfil misto de citocinas do tipo Thl e Th2. Entretanto a analise do sobrenadante das culturas
celulares estimuladas com o0s antigenos dos parasitos, demonstrou uma producao

predominante de citocinas do tipo Th2 em resposta especifica a ambos 0s parasitos.
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Estes resultados corroboram com os encontrados por Geiger et al. (2004). Segundo o autor a
infeccdo por ancilostomideos em humanos residentes em areas endémicas do parasito,
promove uma elevada producdo de TNF-a (citocina do tipo Thl) em culturas celulares
estimuladas com antigeno do parasito, em resposta a inflamacéo intestinal decorrente da
infeccdo. Altos niveis de IL-10 (citocina do tipo Th2), também foram encontrados no
sobrenadante de culturas celulares, evidenciando a sua capacidade de regular a resposta

inume celular durante os processos patoldgicos.

O mesmo perfil foi observado neste trabalho, foi observado por Mendez et al. 2005 que
relatou que em hamsters infectados experimentalmente com A. Ceylanicum, existe um perfil
transitdrio de citocinas do tipo Th1l com altos niveis de IL-2, IFN-y e TNF-a ¢ baixos niveis
de IL-4 durante a pré patencia (sete dias p6s infeccdo) caracterizando uma resposta
inflamatoria. Durante a patencia foi observada uma mudanca no perfil de citocinas com um
aumento dos niveis de IL-4 e especialmente de IL-10 e regulacdo das demais citocinas

analisadas, polarizando para uma resposta do tipo Th2.

Os resultados deste trabalho também coincidem com os de Fujiwara et al. 2006, que
evidenciaram uma resposta do tipo Th2 em cées vacinados com L3 de A. caninum
irradiadas. Apos a vacinacdo, elevados niveis de I1L-4 e IFN-y foram observados em culturas
de PBMCs estimuladas com antigeno bruto de L3. Segundo os autores, uma resposta do tipo
Th2 é necessaria para gerar uma protecdao imunoldgica as larvas do parasito durante o inicio

da infeccdo.

9.6 Fenotipagem de leucdcitos do sangue periférico ex vivo por citometria de fluxo

Com a avaliacdo de marcadores de superficie celular foi possivel identificar o fen6tipo dos
leucdcitos do sangue periférico dos caes por citometria de fluxo. A fenotipagem das células de
defesa circulantes no sangue é importante, pois fornece informagdes sobre a resposta imune

do hospedeiro gerada contra os antigenos do parasito durante a infeccéo.
A analise dos dados referente a fenotipagem dos leucdcitos demonstrou ndo haver diferenca

significativa entre as subpopulagdes de linfocitos T (CD3"CD8"), linfécitos B (CD217) e

mondcitos (CD14") nos grupos do experimento (p>0.05).
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No grupo de cées com angiostrongilose cronica (Grupo B), grupo de cdes com
angiostrongilose cronica que foram infectados com A. caninum (Grupo C) e no grupo de cées
infectados simultaneamente com os dois parasitos (Grupo D) foi observada uma maior
predominancia de linfocitos T (CD3'CD4") em relacio a porcentagem de linfocitos T
(CD3'CD8"), embora sem diferenca significativa entre esses valores. Esses resultados
corroboram com os encontrados por Bargante (2006), que também observou um maior

percentual na subpopulacéo de células T CD4" na angiostrongilose canina.

Apenas o Grupo C apresentou uma reducdo significativa na populacdo de células T
(CD3"CD4") circulantes quando comparado aos cées ndo infectados do Grupo A (p=0.0378).

De forma semelhante, Fujiwara et al. 2006, avaliando os efeitos de uma vacina com larvas L3
irradiadas de A. caninum em caes, relatam uma queda significativa na porcentagem da
populacdo de linfécitos T e um aumento na porcentagem da populacdo de linfocitos B em
cdes vacinados quando comparados a cdes ndo vacinados. Segundo o autor, a diminui¢do na
porcentagem de linfocitos T CD4" circulantes no sangue periférico desses cées, pode estar

associada a migracdo desse subtipo celular para pontos de infeccdo como pulméo e intestino.

Esse processo de migracdo de células T (CD3'CD4") para sitios de inflamagdo durante a
resposta imune pode também estar ocorrendo nos cdes desse grupo, uma vez que a
porcentagem de outros tipos celulares no sangue periférico ndo diminuiu (Fuwijara et al.
2006, Ding et al. 2012).

9.7 Determinacdo da producdo de anticorpos especificos frente a antigeno bruto

solGivel de A. vasorum e A. caninum

Os anticorpos, proteinas produzidas em resposta a um antigeno especifico, desempenham
um papel importante nos mecanismos de imunidade. Neste experimento um ponto de
avaliacdo foi escolhido para se determinar os anticorpos que estdo sendo produzidos e
liberados na circulagéo durante a infeccdo experimental por A. vasorum e A. caninum em

caes.

Em relacdo a analise de IgG reativo a antigenos de A. vasorum, esta imunoglobulina
apresentou niveis séricos mais elevados na fase aguda da infec¢do por A. vasorum, como

pode ser observado no Grupo D, cées infectados simultaneamente com os dois parasitos,
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quando comparado aos demais grupos do experimento, apesar de ndo haver diferenca
estatistica entre esses valores. Ainda neste grupo foi possivel acompanhar o aumento do
nivel de 1gG no ultimo ponto de avaliacdo do grupo (apds o PPP de A. caninum e o PPP de
A. vasorum) quando comparado ao primeiro ponto de avaliacdo (antes da infeccdo dos cées)
(p=0.0239). (Figura 5)

Ja nos Grupo B e C, cdes com angiostrongilose crbnica e cdes com angiostrongilose cronica
que foram infectados com A. caninum, os valores de IgG reativos aos antigenos de A.
vasorum, ndo foram significativamente diferentes dos valores encontrados no grupo de caes
néo infectados, Grupo A, e no grupo de cées na fase aguda da angiostrongilose, Grupo D.
Esses resultados sugerem que apesar da queda nos niveis desse anticorpo verificados na fase
crbnica da angisotrongilose canina, essa diferenca da fase aguda ndo é significativa, e essa

imunoglobulina esta sendo produzida ao longo de todo o curso da infecgéo.

Em relacdo a deteccdo de IgE reativos a antigenos de A. vasorum, uma maior producdo
dessa imunoglobulina foi detectada na fase crénica da infe¢do. No grupo D, fase aguda da
infecgdo podemos perceber um aumento progressivo nos niveis séricos detectados, mas sem
diferenca significativa quando comparado aos niveis do grupo de cdes nao infectados, Grupo
A. Ja em cdes na fase cronica, Grupos B e C, podemos ver um aumento significativos nos
niveis de IgE circulantes no plasma. Nao foi observado uma reatividade significativa nos
niveis de 1gG e IgE a antigenos de A. caninum em nenhum dos grupos experimentais. E a
coinfeccdo por A. caninum, ndo influenciou a producdo de IgG e IgE nos cédes com

angiostrongilose cronica.

Os resultados encontrados nesse experimento corroboram em parte com os descritos por
Barcante (2004). Segundo o autor, niveis semelhantes de 1gG s&o produzidos na fase aguda
e na fase crbnica da angiostrongilose canina, e a cinética dessa imunoglobulina apresenta
uma tendéncia a cronicidade. Entretanto os resultados deste trabalho em relacdo aos niveis
de IgE, ndo corroboram com os encontrados por Bargante (2004). Enquanto no nosso
trabalho foi observado uma maior producdo de IgE na fase cronica da infeccdo, a autora

observou niveis superiores durante a fase aguda.

Em infec¢bes por ancilostomideos em diversos modelos experimentais, inclusive em cées,

diversos trabalhos relatam que nas primeiras semana ocorre um aumento nos niveis de IgM
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enquanto que no decorrer da infeccdo os niveis decaem e ocorre um aumento de 1gG
circulante que se mantem durante toda a infec¢do. IgE é relatado como uma imunoglobulina
que confere resisténcia a infeccdo, assim como IgA (Loukas et al. (2005); Fujiwara et al.
(2006); McSorley & Loukas (2010) ).
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10. CONCLUSOES

A cinética de eliminacdo de L1 por grama de fezes em cdes coinfectados por
Angiostrongylus vasorum e Ancylostoma caninum € reduzida quando comparada a

eliminacdo em cées infectados apenas por A. vasorum.

Cées parasitados por A. vasorum ou coinfectados com A. caninum podem ser
assintomaticos, no entanto podem contaminar o ambiente e constituem uma fonte de

infeccdo para outros animais e para 0 homem.

A coinfecgdo por A. vasorum e A. caninum pode ocasionar a diminuicdo da
concentracdo média de hemoglobina e da concentracdo de hemoglobina corpuscular

média

A coinfecgdo por A. vasoum e A. caninum leva a um aumento da contagem global de

leucdcitos no sangue periférico dos caes.

A resposta celular durante a infecgcdo cronica por A. vasorum € caracterizada pelo
aumento no numero de linfécitos e eosinofilos, enquanto a coinfeccdo por A. vasorum
e A. caninum é caracterizada por um aumento no numero de neutréfilos bastonestes,

linfocitos e eosinoéfilos.

Cédes com angiostrongilose cronica infectados com A. caninum apresentam
trombocitopenia mais evidente que cdes somente infectados por A. vasorum na fase

cronica da infecgéo.

Né&o ha diferenga significativa na proliferagdo entre células de cdes ndo infectados e
células de cdes mono ou coinfectados estimuladas com antigeno bruto de A. vasorum

ou A. caninum.

Cées mono infectados por A. vasorum apresentam um perfil do tipo Th2 da resposta
imune. E cées coinfectados por A. vasoum e A. caninum apresentam um perfil misto de

Thl e Th2 da resposta imune.
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e Cdes infectados por A. vasorum apresentam um maior percentual de linfocito T
CD3'CD4" circulantes no sangue periférico do que o percentual de linfocitos T
CD3"CD8", linfécito B CD21" e mondcitos CD14". O mesmo é observado em cées

coinfectados.

e A imunoglobulina IgG, especifica para antigeno de A. vasorum, é produzida durante
todo o curso da angiostrongilose canina, entretanto, em maiores niveis durante a fase
aguda. A imunoglobulina IgE, especifica para antigeno de A. vasorum, € produzida em
maiores niveis durante a fase crénica da infeccdo. A coinfec¢do por A. caninum néo

altera esse perfil imunologico.
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12. ANEXOS

Anexo |

Lei 6.638, 08 de maio de 1979

Normas para Pratica Didatico-Cientifica da Vivissec¢do de Animais

Art. 1o— Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivisseccdo de animais, nos
termos desta lei.

Art. 20— Os biotérios e 0s centros de experiéncias e demonstracfes com animais vivos
deverdo ser registrados em 0rgdos competentes e por ele autorizados a funcionar.

Art. 30— A vivisseccdo ndo esta permitida:

I. sem 0 emprego de anestesia

I1. em centros de pesquisas e estudos ndo registrados em 6rgdo competentes

I11. sem superviséo de técnico especializado

IV. com animais que ndo tenham permanecido mais de 15 (quinze) dias em biotérios
legalmente autorizados

V. em estabelecimentos de ensino de 1loe 20 grau e em quaisquer locais

freqiientados por menores de idade

Art. 4o- O animal s6 podera ser submetido as intervenc@es recomendadas nos protocolos
das experiéncias que constituem a pesquisa ou 0s programas de aprendizagem cirurgico,
quando, durante ou ap06s a vivisseccdo, receber cuidados especiais

8§ 1o Quando houver indicacdo, o animal poderé ser sacrificado sob estrita obediéncia as
prescricoes.

8 20 Caso ndo sejam sacrificados, os animais utilizados em experiéncias ou
demonstracdes somente poderdo sair do biotério 30 (trinta) dias apds a intervencéo,
desde que destinados a pessoas ou entidades idoneas que por ele queiram
responsabilizar-se

Art. 50— Os infratores desta Lei estardo sujeitos:

I. as penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto — lei 3,688 de

03/10/41, no caso de ser a primeira infracdo

Il. a interdicdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de pesquisas, no
caso de reincidéncia

Art. 60— O poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias, regulamentara a presente
Lei, especificando:

I. 6rgdo competente para o registro e a expedicao de autorizacao dos biotérios e
centros de experiéncias e demonstragdes com animais vivos

I1. as condicBes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos biotérios

I11. 6rgdo e autoridade competentes para a fiscalizacdo dos biotérios e centros
mencionados no inciso

Art. 70— Esta lei entra em vigor a partir da data de sua publica¢do

Art. 80— Revogam-se as disposi¢Ges em contrério.
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