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RESUMO

Angiostrongylus vasorund um nematoide parasito cujas formas adultas poskm
encontradas no sistema circulatorio de cées darossé canideos silvestres. Caes
infectados porA. vasorumpodem apresentar diversas manifestacdes cliniadsndo
levar o animal ao 6bito. Os testes padronizadas paliagndstico soroldgico utilizando
antigeno bruto de parasito adulto e vasorumndo sdo considerados ideais. A
identificacdo e purificacdo de proteinas espéegeafcas € de grande importancia
para obter maiores indices de sensibilidade e disjsde nos testes de diagndstico.
Neste estudo foram utilizadas amostras de soro @e cdes infectados
experimentalmente com larvas de terceiro estadd) €Lamostras de soro de 60 caes
infectados naturalmente por outros helmintos geméstinais para a separacdo e
identificacdo das proteinas espécie-especificasnuimoblotting revelou reatividade
para 1gG, IgM, IgA e IgE contra proteinas Alevasorumcom peso molecular de 18 a
209 kDa. As proteinas de 51, 63, 92 e 209 kDa aénf reconhecidas por anticorpos
IgG presentes no soro de cdes naturalmente intectaat outros helmintos. Anticorpos
especificos antiA. vasorumforam adsorvidos por imunoafinidade e acoplados em
resina Sepharose Proteina A para a purificacAaateipas especificas. A proteina de
51 kDa foi obtida. O teste de ELISA demonstrou aftatividade espécie-especifica
com soro de cdes experimentalmente infectado®\pwasorumobtendo um indice de

100 % de sensibilidade e especificidade.
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ABSTRACT

Angiostrongylus vasoruns a parasitic nematode that infect the circulateygtem of
domestic dogs and wild canid&. vasoruminfection of dogs display diverse clinical
signs and induce the death of the animal. Starmiddiests for serological diagnosis
using crude antigens of adults &. vasorumare not regarded as ideal. The
identification and purification of species specifimteins would improve diagnosis. In
this study serum samples from 20 experimentallgatédd dogs with third stage larvae
(L3) and serum samples from 60 naturally infectegsdwere used to screen for and
identify specific proteins. Immunoblotting studievealed reactivity for IgG, IgM, IgA
and IgE against parasitic proteins ranging fromtd 209 kDa. Proteins of 51, 63, 92
and 209 kDa were not reactive with serum from dafscted with different parasites.
Immunoaffinity adsorbed anf:vasorunspecific antibodies were coupled to protein A
Sepharose for the purification Af vasorunspecific proteins. The 51 kDa protein was
obtained. ELISA showed the 51 kDa protein with hsgiecies-specificity reacting with
the serum from dogs experimentally infected withvasorunbut not with serum from
dogs naturally infected with different parasitesIFA sensitivity and specificity was
100%.
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1- INTRODUCAO

As 13 espécies conhecidas de parasitos pertencami@dSnercAngiostrongylus
(Nematoda: Angiostrongylidae) localizam-se nas ria$é pulmonares e no sistema
circulatério de mamiferos insetivoros, roedoresjideos e felideos (ANDERSON,
1992; COSTAet al, 2003). Dentre essas, trés sao de importanciacenédeterinaria:
Angiostrongylus cantonensi&ngiostrongylus costaricensgsAngiostrongylus vasorum
(ECKERT & LAMMLER, 1972)

A. cantonensisagente etiolégico da meningite eosinofilica huajan parasito
de artérias pulmonares de roedores e possue mslosow hospedeiros intermediarios.
O homem se infecta ao ingerir acidentalmente mokisafectados ou alimentos
contaminados com larvas de terceiro estadio, o qui@ram para 0 sistema nervoso
central ocasionando disturbios neuroldgicos. Eatagito € endémico no Sudoeste da
Asia, india, Australia e América do Norte (ALICATA988; PIEN & PIEN, 1993).

A. costaricensislocaliza-se nas artérias mesentéricas de roedéresagente
etiolégico da angiostrongilose abdominal das arasrid infeccdo humana ocorre
acidentalmente via ingestdo de alimentos e agutammmados com larvas de terceiro
estadio presentes na secrecdo ou por contato doet@ muco de moluscos infectados
(WAISBERG, et al, 1999). A angiostrongilose abdominal tem sidasteada deste o
sul dos Estados Unidos, norte da Argentina e SuBidsil (MOREIRA, 1988apud
GRAEFF-TEIXEIRAet al, 1991).

A. vasorum € um nematoide cujas formas adultas podem sesngadas
parasitando artérias pulmonares e suas ramificagéesdes domésticos e canideos
silvestres. Apresenta uma ampla distribuicdo gdiogra abrangendo todos os
continentes. A patologia e as manifestac6es ciréé multiplas estando relacionadas
com o desenvolvimento e localizacdo do parasitoong&os infectados (DODD, 1973;
PRESTWOOCet al, 1981; RAMSEYet al, 1996; BRENNANet al, 2004).

Apesar de ainda n&o terem sido relatados casosusmanos infectados pak.
vasorum a possibilidade n&o pode ser descartada. SegMoARTHY & MOORE
(2000), existem inumeros fatores que favorecem ergéncia de novos parasitos com
potencial zoonatico, incluindo mudancgas nos halitdtsirais, sociais e alimentares, além

de alteragbes ambientais, levando a um aumento xpasiedo ao parasito, e



consequentemente a um reconhecimento significatvoinfec¢gbes helminticas com
potencial zoondtico.

O diagnéstico da angiostrongilose canina € confionatravés do encontro de
L1 nas fezes de cées infectados, pelo método demBaa. A identificacdo torna-se
mais precisa quando os parasitos sdo avaliadosepalme morfol6gico. Porém, este
método é raramente possivel, uma vez que a lioefagzal é irregular.

Diante das dificuldades dos exames parasitolégiens;se a necessidade de se
recorrer aos exames sorolégicos para o diagnddticangiostrongilose canina. Varios
ensaios imunoldgicos tém sido desenvolvidos aodalws anos, porém com algumas
limitacdes, como por exemplo, a presenca de am$geomuns a outros parasitos,
caracterizando reatividade cruzada. Portanto, fosges vém sendo dirigidos na busca
de um antigeno que permita identificar especific@mes anticorpos produzidos contra

A. vasorum.



1.1 — Histoérico

A. vasorume um parasito do sistema circulatorio de caes dbhoos e canideos
silvestres que foi encontrado pela primeira vez IBRRES (1853) na Franca, apds a
observacéo de nematoides no sistema circulaténiordedo que morreu subitamente na
cidade de Toulouse.

Em 1866, BAILLET descreveu este parasito como s&tdangylus vasorure
posteriormente BOSSI, em 1871 o classificou c&matozoa filaria cardiaca

Em 1905, KAMENSKY, discutindo a posicao sistengtitestas duas espécies
de protostrongilideos e pelas suas caracteristicafoldgicas concluiu que as espécies
descritas anteriormente, pertenceriam ao génetimtdisAngiostrongylusincluindo as
espéciesAngiostrongylus vasorurfBaillet, 1866) eAngiostrongylus cardiacu@Bossi,
1871).

Mais tarde, RAILLET & HENRY (1907) criaram o géonefdaemostrongylus
para a espéci8trongylus vasorumEste género foi reconhecido por diversos autores,
porém estabelecendo a prioridade do noAmgiostrongylus conforme as regras
Internacionais de Nomenclatura Zooldgica, fazend@meroHaemostrongylugair em
sinonimia.

COSTA (1992) comparando as descri¢cOes feitas dmsip@ por varios autores,
concluiu como sindbnimos dengiostrongylus vasoruiBaillet, 1866) Kamensky, 1905,
as seguintes espécigstrongylus vasorunBaillet, 1866; Entomozoa filaria cardiaca
Bossi, 1971;Haemonchus vasorur(Baillet, 1866) Slviter & Swellwngrebel, 1912;
Haemostrongylus raillielTravassos, 1927Angiostrongylus railliet Travassos, 1937

Dougherty, 1946Angiocaulus railliet(Travassos, 1927) Grisi, 1971.

1.2 - Posicao Taxonbmica

Na classificacdo taxondmica atual, a espéeigiostrongylus vasorursegundo
COSTA et al., (2003) pertence a Classe Nematoda, Ordem StralagyliSuperfamilia
Metastrongyloidea, Familia Protostrongylidae, Sotifi@a Angiostrongylinae, Género
AngiostrongylusEspécieAngiostrongylus vasorum



1.3 - Morfologia deAngiostrongylus vasorum

A espécie € caracterizada por apresentar corpadielg alongado, ligeiramente
atenuado nas extremidades, coloracdo esbranquicadasea quando recém-colhidos.
A cuticula é fina e transparente, deixando percebaspecto helicoidal dos érgdos
genitais em torno do tubo digestivo, contrastana coloracdo esbranquicada com a
tonalidade rosea ou acinzentada do intestino. &ptasuma ligeira dilatacdo na
cuticula da extremidade cefalica, abertura bucqali@ea e ovalada e apresentando seis
papilas peri-bucais. O poro excretor situa-se admente abaixo da unidao do esoéfago e
intestino. Os machos medem cerca de 13 mm de compid por 0,24 mm de largura,
apresentando a extremidade posterior levementevestal ventralmente. Apresentando
bolsa copuladora e raios bursais evidentes. Asdénentretanto, sdo maiores e mais
robustas, medem cerca de 17 mm de comprimento,p6rrm de largura (LIMAet.
al., 1985; COSTA, 1992; COSTAt al, 2003). As larvas de primeiro e terceiro estadio
de A.vasorumém em comum a presenca de um botéo cefélico nen@gtade anterior
e cauda levemente recurvada (CONBOQOY, 2000).

1.4 - Distribuicao

A distribuicdo deA. vasorumparasitando cdes domeésticos é caracterizada por
areas endémicas e regides de ocorréncia isolagardsito (BOLT et al., 1994). Dentre
as principais areas endémicas esta o oeste da Atenm®ALLASKE, 1967), Irlanda
(DODD, 1973; JACOBS & PROLE, 1975; LYNCH, 1977, WIAMS et al, 1985)
Inglaterra (SIMPSOM & NEAL, 1982; COBB & FISHER, 99; SIMPSOM, 1996;
KRIEK, 2001; CHAPMAN et al, 2004) e a Dinamarca (BOL&t al, 1993). Com
relacdo aos casos isolados, existem relatog\.dgasorumem paises como Suica
(ECKERT & LAMMLER, 1972), Uganda (BWANGAMOI, 1974Asia (ECKERT &
LAMMLER, 1972), Australia (ROBERTS, 1940), ItaliRQLI et al, 1984), Dinamarca
(WILLINGHAM et al, 1996), Estados Unidos, Canada (CONBQCeaf al, 1997),
Espanha (SEGOVIAt al.2001) e Hungria (SRETE& al., 2003).

O estudo sobre a prevaléncia e vasorumparasitando cdes domésticos e



canideos silvestres sdo escassos. DODD (1973) teoe@0% de infeccdo natural em
cées na Irlanda, BWANGAMOI (1974) verificou em Udanna Africa, a ocorréncia de
21% de caes naturalmente infectados. Na Itélia,ofiservada uma prevaléncia de
26,6% de raposas parasitadas por vasorum (POLI 1984). Em Copenhagenm,
WILLINGHAN (1996) encontrou uma prevaléncia de 35,8eA.vasorumem raposas

e mais recentemente, SEGOV#Aal. (2001) determinaram uma prevaléncia de 21% de
infeccdo em lobos na Espanha, demonstrando desta,fa importancia destes animais
na manutencao do ciclo deste parasito.

No Brasil, TRAVASSOS (1927) relatou um caso de daaisilvestre infectado,
por Haemostrongylus raillie(= A. vasorum recuperados do ventriculo direito e artéria
pulmonar decachorro do mat@Cerdocyon thous azargeprovenientes do municipio do
Rio de Janeiro. A ocorréncia de vasorumem cées domeéstico€dnis familiarig
provenientes do Rio Grande do Sul foi relatada@@NCALVES (1961). Em 1962,
LANGENEGGEREet al.,registraram o encontro de dois cées naturalmafeetados na
cidade do Rio de Janeiro. Em Salvador-BA, FEHRINGERIEDLER (1977) cita a
ocorréncia de dois casos ée vasorumem cdes domeéstico€4dnis familiarig. No
interior do Estado do Parana, GIOVANONSMI al., (1985), relataram a ocorréncia de
A. vasorumem um cdo adulto, atendido e necropsiado pelo @ede Clinica Médica
do Hospital da Escola de Agronomia e VeterinaridJdaversidade Federal do Parana.
Em Minas Gerais, LIMAet al. (1985) realizaram a descricdo morfologica de espeExi
de A. vasorum,colhidos das artérias pulmonares de dois c&@smmi§ familiarig
procedentes do municipio de Caratinga — MG. Estlmanocorréncia de helmintos em
cées do mato na Zona da Mata Mineira, HORTA-DUARTEL, 2004, encontraraw.

vasorumparasitando uma fémea de canideo silveStthdus azarae

1.5 — Ciclo Evolutivo

O ciclo biolégico deA. vasorum é do tipo heteroxeno, onde ocorre a
participacdo de canideos como hospedeiros debsiter moluscos como hospedeiros
intermediarios. O mecanismo pelo quais os hospegidefinitivos adquirem a infeccao

por A. vasorumpermanecia desconhecido até que, em 1960, GUILH@Nionando a



racdo de caes, lesmas do génfion provenientes de area enzodtica demonstrou pela
primeira vez a participacao de moluscos no cicldwivo deA. vasorunpossibilitando
assim, um melhor entendimento do ciclo.

Posteriormente a este trabalho pioneiro, varipgass de lesmag\(ion ater,
Arion rufus, Arion lusitanicus, Deroceras reticuat, Limax flavus, laevicaulus aljes
gastropodos terrestref\dhatina fulica, Arianta arbustorum, Bradybaena itams,
Cepaea nemoralis, Cochlodina laminata, Eceparympimgsana, Helix pomatia, Helix
aspersa, Prosopeas javanicum, Subulina octona, iSegcputri e gastréopodos
aquaticos Biomphalaria glabrata, Biomphalaria pfeifferi, Pleysp.) foram descritas
como possiveis hospedeiros intermediarios Adevasorum(ROSEN et al., 1970;
GUILHON & CENS, 1973; SAUERLANDER & ECKERT, 1974).

Assim, ap0s a ingestdo ou penetracdo das larvasimeiro estadio (L1) do
parasito, que sao eliminadas junto com as fezefaloo molusco passa a fazer parte do
ciclo, ocorrendo mudas de larvas de primeiro est@di) para larva de segundo estadio
(L2) e para larva de terceiro estadio (L3). Emboranolusco ndo faca parte da
alimentacéo eleita pelos caes, a ingestdo podeepate forma acidental junto com a
agua, grama ou ainda pelo habito coprofagico ddig por alguns cdes que acabam
ingerindo moluscos infectados que colonizam fezesaks (BESSA, 1996). Além de
moluscos como hospedeiros intermediarios, BOdtTal (1993), demonstraram que ras
(Rana temporaripinfectadas experimentalmente parvasorum podem ser inseridas
ao ciclo biologico deste parasito, atuando com@édsiros paraténicos.

As larvas infectantes (L3), apds serem ingeriddaspeiies, penetram na parede
do trato digestivo migram até os linfonodos meseds, onde ocorre a muda de L3
para larva de quarto estadio (L4) e para larvauiletq estadio (L5). As L5, ou adultos
imaturos, alcancam a corrente sanglinea e, aprdaimente, no décimo dia sao
encontrados no ventriculo direito e nas artéridmpuares. Os helmintos alcancam a
maturidade sexual por volta do trigésimo dia dedgéo, nas artérias pulmonares onde
ocorre a copula. As fémeas migram para as pequameficacoes da artéria pulmonar e
iniciam a postura dos ovos ndo embrionados. Nasgpeg ramificacdes das artérias
pulmonares, ocorre o embrionamento dos ovos at@sensolvimento de L1 que
eclodem e atravessam ativamente para os alvéslmsguiolos e brénquios, migrando

para a traquéia as quais alcancam 0 meio extemmianente com as secrecdes



pulmonares ou sédo deglutidas, sendo eliminada® jootn as fezes (GUILHON &
CENS, 1973; BWANGAMOI, 1974; MAHAFFEYet al, 1981; PATTESONet al.,
1993).

No ambiente, as L1 podem permanecer no bolo fecatingir cole¢cdes de agua
na qual o molusco pode se infestar dando contideida ciclo.

Segundo CURY & LIMA (1996) o periodo pré-patengAd vasorumem caes
experimentalmente infectados pode variar de 288dl&s. Em infeccbes crbnicas e
subclinicas os parasitos adultos podem viver eiragant a colocar ovos durante toda a
vida do hospedeiro (CONBOQY, 2000).

LIMA et al.(1994) ao encontrarem larvas de primeiro estadid. dasorunmas
fezes de raposa®(sicyon vetulysressaltaram a importancia de canideos silvestres
como reservatorio na manutencao da infeccdo emdcleésticos. Além de canideos, 0
A. vasorumtambém foi observado parasitando texuddslés meles(TORRESet al,
2001) e mustelideo como a irardayra barbara sengx (YAMAGUTI, 1961).
Adicionalmente, as infec¢bes experimentais compemaaa permissividade do chacal
dourado Canis aureuy gato domésticoHelis cattus domesticue do rato do Nilo
(Arvicanthis niloticuy (ECKERT & LAMMLER, 1972).

1.6 - Patologia

As primeiras descricdes anatomo-patologicas em g@asitados porA.
vasorumforam realizadas por LAULANIE (1882, 1884pudECKERT & LAMMLER
(1972) no qual observou alteragcées ao nivel cgdiotonar, estando relacionada com
desenvolvimento do parasito e a localizacdo nododrglo cédo infectado, como trato
intestinal, linfonodos mesentéricos, figado, pulp@oacao e outros 0rgaos 0s quais sédo
invadidos acidentalmente pelo parasito.

Assim, a presenca dos parasitos e ovos no intdeerarteriolas e capilares
pulmonares podem promover a formacédo de tromba@si@tando uma insuficiéncia
respiratéria em cées infectados (CUILLE & DARRASPHN30; PALLASKE, 1967;
ECKERT & LAMMLER 1972). Com o avanco da doenca, @odse observar uma
aderéncia entre os pulmdes, pericardio e media@R&ESTWOODet al,, 1981).



Com relacdo as les@es cardiacas, frequentemengevalse uma dilatagdo do
ventriculo direito e hipertrofia do ventriculo esio devido a resisténcia a circulagao
pulmonar pela presenca do parasito nos pulmdesb@manioram relatadas miocardite
cronica e areas enfartadas que podem variar dedaaooom a fase da doenca
(DARRASPENEet al, 1953; ACEDCet al, 1979).

Os linfonodos mediastinos, bronquiais e submandibal podem-se apresentar
intumescidos e hemorragicos, caracterizando umafadigmite generalizada
(PRESTWOOZDet al,, 1981).

LesBes renais decorrentes da infec¢cdo também folbaervadas. Estas incluem
infarto glomerular levando a uma necrose e gloroeerftite crénica, devido a presenca
de imunoglobulinas, complemento e fibrinogénio,malée antigenos de parasitos
adultos nos glomérulos e tubos coletores (BWANGAMQ@B74; CARUSO &
PRESTWOOD, 1988).

Anormalidades de coagulacdo sanguinea também éiadrayque pode ocorrer
na angiostrongilose canina, onde se observa sw@ub@enorragicas e hematomas
cerebrais, as quais desenvolvem trombocitopenianeeato do tempo de protrombina
parcial ativada. As anormalidades de coagulac@ofatribuidas a presenca do parasito
no interior das artérias causando um depodsito dendrcomplexos levando
inapropriadamente, a ativagéo da cascata de cgagulazendo presente a coagulopatia
de consumo (SCHELLINGt al, 1986; RAMSEYet al, 1996).

Dentre as manifestacdes clinicas decorrentes dastnoggilose canina, pode-se
observar perda de peso, intolerdncia a exercidispnéia, alteragbes nos batimentos
cardiacos e presenca de edemas localizados enentiifer areas como no espaco
submandibular, térax e pernas, (DODD, 1973; SIMPSONEAL, 1982; PATTESON
et al.1987; MIGAUD et al, 1992; BOLTet al, 1994 e CURY & LIMA 1996). Também
se pode observar tosse seca persistente, mucdsts gadores abdominais (JONES
al., 1980; BRENNANet al, 2004).

Disturbios no sistema nervoso como ataxia, deppesgdaralisia dos membros,
assim como lesdo ocular e consequente perda da wssociada a infeccdo por
A.vasorunforam descritas por PERRet al, (1991). Adicionalmente, um caso nao usual
foi observado por KINGet al, (1994) quando constataram em um céo naturalmente

infectado presenca de larvas na camara anteriolhdaireito.



Resultados de diversos autores mostraram que néfe exn comportamento
ortodoxo de migracdo das larvas deste parasitoimisas localizacdes erraticas
constituem um fato importante na patogenia da géfe@elcA. vasorumpois, as larvas
podem morrer e produzir lesdes extensas e grapeata de subverter a arquitetura do
orgao no qual estdo localizadas (ROS&NI., 1970; BHAIBULAYA, 1975; PERRY
et al, 1991; COSTA, 1992; CURY & LIMA, 1995; COSTA & TAJRI, 1997;
OLIVEIRA-JUNIOR et al, 2004).

Apesar de a doenca estar, geralmente, associai®es ®nais bastante variados,
foram observados casos de animais assintomatiapse sugere que a distribuicdo desta
parasitose possa ser bem maior que o relatadaenatura (RAMSEYet al. 1996).
Contudo, as profundas alteracdes produzidas neetlesp definitivo em decorréncia do
parasitismo porA. vasorum ndo sdo patognomoénicas e podem ser confundidas co
outras patologias (MAHAFFE¥t al.,1981).

1.7 - Diagnostico

Para o diagnoéstico da angiostrongilose canina,corgro de larvas de primeiro
estadio nas fezes do céo € primordial para um dsigo especifico (CONBOY, 2000).
O método de Baermann é o método classico usadoapdeanonstracdo de larvas do
parasito nas fezes de cées infectados. O diagadstgst mortempode ser realizado,
onde parasitos adultos, ovos e larvas podem sem#ados em Orgdos parasitados,
principalmente no coracdo e pulmdes (COSTA, 1992).

O diagnostico conclusivo pode ser feito com base msultados dos testes
laboratoriais conjuntamente com os dados clinicepidemioldgicos. Entretanto, um
diagndstico definitivo da doenca requer a demogdtrado parasito. A maior
dificuldade, no diagndstico, porém, deve-se ao di@ms sinais clinicos da doenca nao
serem muito especificos, uma vez que podem semmdidos com os de outras
enfermidades.

Nos animais com suspeita clinica o0s exames ecocpédicos,
eletrocardiogréficos e radioldgicos podem seraattios como metodologias de auxilio

para o diagndéstico diferencial e como forma de g@rthamento das alteragbes
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promovidas pelo parasitismo (CURY, 1999; CURfval, 2001). DARRASPENMN:t al,
(1953), utilizaram o eletrocardiograma em caesctafios naturalmente e observaram
presenca de hipertrofia e/ou dilatacdo do venwiditeito. Estudos radiolégicos em
cdes naturalmente e experimentalmente infectadawomraram as primeiras
alteracdes entre cinco a sete semanas apos adofdPATTESONet al, 1993;
RAMSEY et al, 1996; CONBOY, 2000).

Em cées, a lavagem broncoalveolar € utilizada ftzeita de amostras para a
realizacdo de exames complementares importantes @adiagnéstico de diversas
infeccdes pulmonares (MELLO & FERREIRA, 2003), conpor exemplo, na
angiostrongilose canina. Embora seja uma metodologiativamente invasiva, sua
utilizacdo permite o encontro de L1 vivas e ativesguperadas diretamente dos
pulmdes, além de permitir um diagndstico mais m@pi@étectando larvas antes da
passagem pelo trato gastrointestinal (BARCANTE 4200

GUILHON et al., (1970) estudando a reagdo de hipersensibilidatianea em
cées infectados experimentalmente plar vasorume A. cantonensisutilizando
antigenos de parasitos adultos Alecantonensisobservaram que 11 cées entre 16
inoculados comA. vasorummostraram intradermoreacgdo positiva para o araigen
guestao.

Relatos sobre a utilizacdo dos testes sorolégiensodstram que 0S mesmos
podem se utilizados conjuntamente com os examesifiIddgicos no diagnostico da
angiostrongilose canina.

GUILHON et al (1971), realizaram o0s primeiros ensaios de didgus
imunoldgico utilizando antigenos preparados a paté adultos deA. vasorum
Testaram soros de caes inoculadosAxovasorume porA. cantonensi® encontraram
uma alta especificidade com o antigeno preparadndasos testes de reacfes de
aglutinacdo de latex, imunoeletroforese e reacao fidecdo de complemento.
Observaram também, que a resposta humoral emrdéetados é caracterizada por um
aumento expressivo nos niveis de anticorpos Antiasorum

MISHRA & BENEX (1972) estudaram a especificidadeumulogica deA.
vasorume A. cantonensig fizeram observacdes com soros homologos e reagZada
entre extratos antigénicos dessas duas espéciggraitos com soros de ratos e caes

infectados respectivamente pét. cantonensise A. vasorum Reacfes cruzadas

11



detectadas pelo teste de dupla difuséo e eletsgfoneostraram linhas comuns de
precipitacdo, demonstrando a presen¢ca de antigeowmins, além de antigenos
especificos nos extratos antigénicos desses dwiatbmles.

O teste “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISHA) utilizado pela
primeira vez por COSTAet al, (1996) como um método de diagnéstico da
angiostrongilose canina detectando anticorposwviesatparaA. vasorum Segundo 0s
autores, ha presenca de altos niveis de anticotgGs circulantes em cées
experimentalmente infectados a partir d§ di4 apos a infeccdo decorrente da sintese
de antigenos durante a migracdo e mudas das Eevgsande atividade metabdlica dos
parasitos.

Segundo CURYet al, (1996), o teste de ELISA foi capaz de deteaticarpos
especificos anti A. vasoruma partir do 12 dia apés a infeccdo, corroborando com os
resultados obtidos por BARCANTE (2004). Porém, detde também foi capaz de
detectar anticorpos ndo especificos, caracterizamutmrréncia de reacdo cruzada com
antigenos de outros helmintos. A necessidade depuéiadsorcdo dos soros de caes
infectados porA. vasorumcom antigenos de outros parasitos podem minimizar a
interferéncia de anticorpos nao especificos enadatfrequentemente em caes (CURY
et al, 1996). Desta forma, para se definir o teste camtodo soroldgico eficiente e
especifico para o diagnostico da angiostrongileséna, ha necessidade de se verificar
a auséncia de reacdes cruzadas com outras helesntos

Com relacédo a técnica de Immunoblotting, CUBtYal, (2002), analisaram o
comportamento do anticorpo IgG presente nos somscdks experimentalmente
infectados porA. vasorumutilizando antigeno somatico de parasitos adulkas.
observado um forte reconhecimento das proteingesi® molecular estimados em 115
e 102 KDa, indicando-as como as principais proten@ainfeccdo pok. vasorum

Os testes sorologicos possuem algumas limitaco@so ca obtencdo de
guantidade suficiente de antigenos para analisdea@neno de reatividade cruzada,
devido a grande complexidade antigénica que os ihigs possuem em relacdo a
bactérias e protozoarios (ROS®t al, 1993). Diante disto, a identificacdo e
caracterizagdo de antigenos purificados ou pareraienpurificados através de técnicas
de cromatografia sdo importantes para o desenvehtinrde testes de diagndsticos.
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Diversos grupos de pesquisas vém demonstranda gtizacdo de antigenos
purificados em lugar de antigenos totais, contripatia 0 aumento significativo na
especificidade das técnicas de diagndéstico imummode helmintos (KAMIYAet al.,
1973; SUZUKI et al, 1975; KUM & KO, 1985, 1986; YEN & CHEN, 1991,
EAMSOBHANA et al, 2001; ABRAHAMet al 2004).

A identificacdo e caracterizacdo dos componentesgémcos sdo de
fundamental importancia quando se prepara um anttigelequado para técnicas de
sorodiagnostico, preparacdo de vacinas e analis@sopatologicas (REVILLA-NUIN
et al, 2005). Como exemplo, antigenos purificadog-dsciola hepaticaDirofilaria
immitis e Schistosoma mansordentre outros, ja sao utilizados em técnicas de
diagndstico que mostram uma alta sensibilidadeecdtcidade (GOMEZ-MUNOZet
al., 1996; FREDE®t al, 1997; YANG & CHUNC, 2004).
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2- JUSTIFICATIVA

Caes infectados poA. vasorumpodem apresentar manifestacées clinicas
multiplas que vao desde uma anemia, alopecia e wésica podendo chegar a uma
broncopneumonia hemorragica e até mesmo levarrmaard morte por insuficiéncia
cardio-respiratéria.

Associado a isso, a ocorréncia de cdes assintmadugere que as condi¢cdes
relacionadas a epidemiologia podem ser mais diflasdido que realmente se tem
relatado (MARTIMet al, 1993).

Assim, uma vez que o diagndostico clinico é pouaackssivo, novas técnicas
tém sido estudadas no intuito de se obter maiatesidios para um acompanhamento e
diagndstico da infeccéo.

O método de diagnéstico mais freqiientemente uilizanvolve o encontro e
identificacdo de larvas de primeiro estadio naedede caes (BOLEt al, 1994).
Entretanto, em alguns casos, as larvas ndo saetadas continuamente, intercalando
periodos de alta eliminagdo com periodos de negativdo exame parasitoldgico nas
fezes, levando a resultados falso-negativos. (P/AKQMRet al, 1993; BOLT, 1994).

Até o presente, os testes padronizados para odiigm da angiostrongilose
canina nao levam a resultados satisfatorios, gsuma vez que detectam anticorpos
especificos contrA. vasorumtambém podem detectar anticorpos inespecificagie
resultaria em reagdes cruzadas contra outros helsnicomo Toxocara canis,
Ancylostoma caninurDipylidium caninunmpodendo levar a uma resposta imunologica
com uma especificidade variada.

O “padrdo ouro” para a obtencdo de resultados ipositpara casos de
angiostrongilose canina ainda é 0 exame parasitmpgsendo necessario a
padronizacao de outras técnicas citadas na litarpaira o diagnostico definitivo.

Até o momento, os trabalhos relacionados ao didigodégnunologico dessa
importante parasitose sdo realizados utilizandig@nbs exclusivos de parasito adulto e
para padronizacdo de um teste de diagnostico mclé necessaria a utilizacdo de
antigenos purificados para promover resultadoseeties na deteccdo de anticorpos

especificos contrA. vasorum
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Assim, a separacao e a purificacdo das proteirmsampdem o extrato soltvel
de diferentes estadios deste parasito que possamioffiar como antigenos que
identifiquem uma resposta soroldgica no hospedeiefinitivo sdo de grande
importancia para aprimorar técnicas no diagnésticmativo desta helmintose.

A cromatografia € um método que utiliza diversamitas de isolamento e
purificagdo de uma amostra bioldgica e que estddimentada na migracao diferencial
dos componentes de uma mistura. Esta técnica ét@mdméomumente usado para a
obtencéo de proteinas purificadas (COPELAND, 1994).

O desenvolvimento de técnicas e métodos de puwéccae proteinas tem sido
um pré-requisito essencial para muito dos avargitssfna biotecnologia. A utilizagéo
de proteinas purificadas vem sendo difundida etedete diagndstico com o objetivo

de aumentar a especificidade e sensibilidade.
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3- OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Identificar e purificar proteinas de parasitos smutleA. vasorunmselecionando-as

para o imunodiagnostico da angiostrongilose capéta ELISA indireto.

3.2 - Objetivos Especificos

- ldentificar as proteinas que comp&em o antigera ti&t larvas de primeiro estadio
e parasito adulto d&. vasorum

- Determinar por “Immunoblotting” os antigenos ded tle parasitos adultos que se
ligam a anticorpos (IgG, IgA, IgE e IgM) e medifraqiéncia de reconhecimento
das proteinas que interagem com estes anticorpeserges no soro de caes

experimentalmente infectados em diferentes fasasfelzcao;
- Verificar se ha reacbes cruzadas com proteinaslde He parasito adulto de
vasorumcom soros de cdes naturalmente infectados comirtteBrgastrointestinais

Toxocara canisAncylostoma caninumDipylidium caninum

- Purificar, através de cromatografia de imunoafidejaas proteinas de parasito
adulto deA. vasorum

- Padronizar o teste de ELISA para deteccédo de aptiscespecificos que reagem

com as proteinas purificadasAlevasorum;

- Avaliar a cinética de producéo do anticorpo IgGsom de cdes experimentalmente

infectados poA. vasorunutilizando as proteinas purificadasvasorum

- Avaliar a sensibilidade e especificidade do ELISAzaando proteinas purificadas
de parasito adulto d& vasorum.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Manutencao da Cepa dAngiostrongylus vasorum

A cepa déA. vasorunutilizada neste trabalho foi originalmente isoldda fezes
de um cado naturalmente infectado, proveniente dmidfpio de Caratinga — MG
(LIMA et al, 1985) e vem sendo mantida em laboratério atralespassagens
sucessivas em caes mantidos no Biotério de Caksstitnito de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG) ra moluscos da espécie
Biomphalaria glabratamantidos no moluscario do Departamento de Palagito

4.1.1 - Recuperacao de larvas de primeiro estadibX)

Para a recuperacao de larvas de primeiro estadio fihram coletadas amostras
de fezes de caes experimentalmente infectados enealores da cepa.

Apos recolhidas, as fezes foram submetidas a agdlizvdo exame Baermann
Moraes (BAERMANN & MORAIS, 1948), o qual consisten@im funil de vidro de 15
cm de diametro conectado a um tubo de hemdliseéstrde uma mangueira de latex.
As fezes foram pesadas, envolvidas com gaze aalgicolocadas dentro do funil de
vidro onde posteriormente foi adicionada agua adaex 40C. Apds um periodo de 24
horas, o tubo de hemdlise foi recolhido, centriimaa 20@ por 5 minutos e o
sobrenadante desprezado. O sedimento foi ressuspensinco mL de agua de torneira
e retiradas trés aliquotas de 10 pl para a contadenmarvas em microscopio
estereoscopio (25X). A quantidade de L1 por mlLe&iimada por regra de trés simples,
utilizando a média das trés aliquotas retiradasriantnente. ApGs a contagem, as L1

foram armazenadas em aliquotas de 500 pl%-at sua utilizac3o.

4.1.2 - Infeccéo dos moluscos

As infec¢cbes dos moluscos da espéBiemphalaria glabratacedidos pelo
Laboratério de Esquistossomose (ICB — UFMG) forealizadas da seguinte forma:
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Os moluscos foram colocados individualmente emagslae cultura de célula de
seis pocos (Falcon, Becton Dickinson Labware, Rmarllakes, NJ, EUA) onde foram
colocados 1000 L1 d&. vasorundiluidas em 10 mL de agua néo tratada com closo. A
placas foram mantidas sob foco de luz com lampadd0OilV a uma distancia de 50 cm
por 24 horas. Apds este periodo, os moluscos fdransferidos para uma cuba de
plastico, medindo 25 x 16x 10 cm, preenchida comvolume de 1 litro de agua néo
tratada com cloro. As cubas foram mantidas a temtyo@ ambiente no moluscério do
Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG. Os amirfaram alimentados a cada

trés dias com alface fresca e a higienizagao daasdoi realizada semanalmente.

4.1.3 - Recuperacdao de larvas de terceiro estadic3|

Os moluscos com 21 dias de infecgdo foram trittsaglm gral e pistilo de
porcelana e, em seguida enrolados em gaze cirlggisabmetidos ao aparelho de
Baermann e Morais por 24 horas. Apos este periedobo de hemdlise contendo as
larvas de terceiro estadio foi centrifugado a %®r 5 minutos. Em seguida o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento foiggssso em 5 mL de PBS 0,1M pH
7,2 retirando-se trés aliquotas de 10ul para aagem das larvas L3 utilizando
microscépio estereoscopio (25X), as quais forardizatias na infecgcdo experimental

dos caes.

4.2-Animais

Foram utilizados 28 caesCénis familiarig, sem raca definida, criados no
Biotério de Caes do Instituto de Ciéncias Biologif&B-UFMG). A partir do 15° dia
de idade, foram realizados exames de fezes de tsdasimais e posteriormente foram
vermifugados com trés doses de anti-helminticosplainte e de largo espectro (144 mg
de Pamoato de Pirantel, 50 mg de Praziquanteljiptie Febantel — Drontd) Bayer,
Belfortrocho, RJ, Brasil) com intervalos de 15 daaim de certificar a inexisténcia de

infeccdes helminticas persistentes. Apos o térmasvermifugacdes, foram realizados
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trés exames de fezes, em intervalos de trés dils, pétodo de Sedimentacao
Espontanea (FERREIRA-NETO & MAGALHAES, 1982) paresquisa de ovos de
helmintos e pelo método de Baermann para pesquisdacvas de helmintos
pulmonares. A partir do 30° dia de vida, os caemfiamunizados com vacina octopla-
valente (Duramurfé Fort Dodge) em trés doses, com intervalos de\digs. Aos seis
meses de idade, os cdes receberam uma dose de weatirabica (Rai-Va€,Fort
Dodge).

Os caes foram criados livres d@&. vasorum, em compartimentos
individualizados e cimentados. A higienizacdo dels e dos solarios foi realizada
diariamente com hipoclorito de sédio 1%. Os caesnfio alimentados com racao
comercial, conforme indicacdo do fabricante e dgpscaad libitum.

Trinta dias antes do inicio da realizacdo dos exyatos, foram coletados, de
todos os animais, 5 mL de sangue por puncdo dabreiacocefalica cranial, para
realizacdo de exames para pesquisa de leishmasmsoseal e babesiose canina.

4.2.1 - Infeccao experimental

Os animais utilizados no experimento foram divididaleatoriamente em 3
grupos:

O grupo A constituido por 20 animais infectadodividualmente com 100
larvas infectantes/Kg de peso vivo (Kg/pv) ressnspe em 5 mL de PBS 0,1M pH 7,2
com auxilio de uma seringa de 10mL. Os cées forsicamente contidos e infectados
diretamente na porc¢ao final da cavidade bucal doanfacilitando a degluticao.

O grupo B constituido por cinco animais correspoddeao grupo controle onde
todos os animais receberam um indculo de 5 mL d&@ ®BM pH 7,2.

O grupo C constituido por trés animais infectadwdividualmente com 200
larvas infectantes/Kg de peso vivo (Kg/pv) ressaspe em 5 mL de PBS 0,1M pH 7,2
com auxilio de uma seringa de 10mL, diretamentpangdo final da cavidade bucal do
animal para a recuperacao de parasitos adultos.

ApoOs a inoculagcédo, os cées ficaram sob observagham periodo de duas

horas para certificar de que n&do ocorreu emese.
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4.2.2- Coleta dos soros

No dia da infecgéo (dia zero) e aos 15, 30, 90, @800 dias apos a infecgdo,
os caes foram fisicamente contidos, e de cada &foman coletados 5 mL de sangue
através da puncao da veia radial, utilizando sistelm coleta Vacuntainer® (Becton
Dickinson).

Foram ainda utilizados soros de 60 caes nao imfestporA. vasorumporém
positivos para um ou mais helminto gastrintestitta género3oxocara Dipylidium e
Ancylostomague compde a soroteca do Laboratério de Helmigi@l¥eterinaria do
Instituto de Ciencias Biologicas.

Esses animais foram provenientes do Centro de @entte Zoonoses da
Prefeitura Municipal de Belo Horizonte — MG (AneXdl). O diagndstico destes caes
foi realizado através de exames de fezes pelo mé&@ed&edimentacdo para pesquisa de
ovos de helmintos, pelo método de Baermann parqu@esde larvas de helmintos
pulmonares e posteriormente, realizada a necrégsjindo 0 mesmo protocolo
descrito no item 4.3.

As amostras de sangue foram acondicionados em tulgoshemolise,
centrifugados por dez minutos a 29Para a obtencéo do soro. O soro foi dividido em
aliguotas de 200 pL e estocados em freezer 8G-f2fra posterior realizacdo dos testes

imunoldgicos.

4.3 - Procedimento de Necropsia

Para a recuperacédo de parasitos adultos forarpagitls os animais do Grupo C
mencionado no item 4.2.1.

A partir do 35° dia de infeccéo, foram colhidagefe dos animais, diariamente
para a realizacdo do exame de Baermann e pararandeicdo do periodo pré-patente,
consequentemente comprovando a infeccéo.

Apés a determinacdo do periodo pré-patente, osa@iforam submetidos a
eutanasia conforme as recomendacbes do Colégioilddiasde Animais de

Experimentacdo (COBEA) e em concordancia com anL6i638 de 8 de maio de 1979
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que estabelece normas praticas Didéatico-Cientifzwivisseccdo de animais (Anexo
VII). Todos os procedimentos relacionados a eutanascropsia e coleta de material
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experingéiatadnimal da Universidade

Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) e acompanhddasm Médico Veterinario.

Apds exame geral macroscopico, foi retirado o aumojucardio-pulmonar e
colocado em um Pirex de vidro contendo PBS 0,1M7&1 Cada 6rgao foi examinado
individualmente fazendo observacfes de seu aspecto.

Para recuperacdo dos helmintos, o coracdo e pulfuiesn separados e
submersos em um Pirex de vidro contendo PBS 0,1M,@HAs artérias pulmonares e
suas ramificacdes foram abertas com o auxilio seuta de ponta fina. Os parasitos
foram retirados com auxilio de um estilete e calosaem uma placa de Petri contendo
PBS 0,1M pH 7,2. Posteriormente, os parasitos fotamados em PBS estéril,
colocados em tubos cbénicos para micro-centrifugaorgelados em freezer a
temperatura de — 20, para posterior utilizacdo no preparo de antiggara o uso nos

testes imunoldgicos.

4 .4 - |dentificacao das Proteinas dAngiostrongylus vasorum

4.4.1 - PreparacOes de antigenos de L1 e de parasiadultos

Para os procedimentos de identificacdo e transfexrédas proteinas foram
utilizadas preparacdes contendo 16XID ou 600 parasitos adultos (machos e fémeas).
O material acondicionado conforme descrito nossi#ni.1 e 4.3 foi colocado em um
tubo de centrifuga, ressuspenso em 5 mL de PBS @HM,2 contendo 2@l de
coquetel de inibidores de proteases (Complete &etmhibitor Cocktail — Boehringer
Manheimm Biochemicals). Posteriormente, o matdoiasonicado (poténcia de 20 W,
frequéncia de 20 ondas ultrasonograficas por seguardplitude 4, poténcia maxima)
em aparelho de ultra-som (Branson Sonc Power Coyrpanofer Cell Disruptor 450)
em 05 ciclos de 30 segundos com intervalos de @itmi Durante todo o processo, 0s

tubos contendo L1 ou parasitos adultos foram mastiin banho de gelo.
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O material sonicado foi transferido para tubos déravcentrifuga e
centrifugado durante 30 minutos a 12§0@°C (Eppendorf Centrifugue 5410 —
Brinkmann Instruments Inc. — Cantiaque) e posterante filtrado em um filtro Millex
HV de 0,25um (Millipore®), sendo denominado a segei antigeno bruto soltuvel de
larva de primeiro estadio de vasorum(AgL1Av) e antigeno bruto solluvel de parasito
adulto deA. vasorum(AgPAAV).

O antigeno bruto solavel de parasito adultordeanis(AgPATCc), A. caninum
(AgPAAc) e D. caninum (AgPADc) foram obtidos seguindo o mesmo protocolo
referido paraA. vasorum

A concentracao total de proteinas nas amostrasitilgenos foi estimada pelo
meétodo de LOWRYet al (1951) usando como padrao concentracfes conheteds®o

albumina bovina (BSA). A seguir, o antigeno fogabtado e estocado a —°20

4.4.2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDBAGE)

A SDS-PAGE para a separacdo das proteinas que eompdAgL1Av e
AgPAAv foi realizada segundo LAEMMLI (1970). Forarestadas concentragbes de
proteinas de 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 3 mg/mL.

O gel de separacao a 10% de poliacrilamida, pdreagfo de amostra de L1 e
7,5%, para aplicacdo de amostra de parasito a@utexo I) foi polimerizado entre
duas placas de vidro mantidas a uma distancia menlpor meio de espacadores de
plastico. Apos sua polimerizacéo, foi aplicado bdgeconcentracéo a 4% (Anexo ).

ApoOs a padronizacdo, as amostras de antigenosmtantoacdo de 1 mg/mL
foram diluidas em tamp&o de amostra 2X concentgadexo 1) fervidas a 108C por
trés minutos e aplicados em um mini-gel de candiei@ano aparelhdMini-Protean Il
(Bio Rad).

A corrida das proteinas foi conduzida a 30 mA e \LQ@ temperatura ambiente
por aproximadamente 90 minutos.

Em todas as eletroforeses foram utilizados padiégseso molecular (SIGMA,
USA) composto de: Miosina (cadeia H) de 205KP&Galactosidase de 116 kDa,
Fosforilase b de 97,4kDa, Soro Albumina Bovina @&DB&m, Albumina de Ovo de
45kDa, anidrase carbdnica de 29kDa e Tripsinogéaid4 kDa.
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4.4.2.1 - Coloracéao pelo azul de Coomassie

Apos a eletroforese, o gel de poliacrilamida fointido por 15 minutos em
solucdo corante de azul de Coomassie a tempematgnte (Anexo |), sob agitacao.
Em seguida, o gel foi submerso em uma solucdo degeode proteinas (Anexo I),
sendo mantido a temperatura ambiente sob agitaghaump periodo de 5 minutos
ocorrendo varias trocas da solucdo descorante atésualizacdo das bandas de

proteinas.

4.4.3 — “Immunoblotting”

Para a identificacdo de proteinas do AgL1Av e AgRAdram utilizados soros
de 10 animais pertencentes ao Grupo A no dia @&gab (dia zero), 15, 30, 90, 180 e
210 dias ap6s a infecgdo, bem como 30 soros deaanimaturalmente infectados por
canis A. caninumeD. caninumnas concentracdes de 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200.

A transferéncia das proteinas do gel (Mini-Protdarpara a membrana de
nitrocelulose (SIGMA, MO, USA) foi realizada no apiho Minitrans-Blot (Bio Rad).
Os “sanduiches” para a transferéncia foram montatdoseguinte forma: esponja
“Scoth Brite”, quatro folhas de papel filtro, meraba de nitrocelulose mais quatro
folhas de papel filtro e novamente esponja “ScatikeB As esponjas assim como 0S
papéis de filtro foram previamente umedecidas enp&® de transferéncia (Anexo II).
Em seguida, o suporte de acrilico foi fechado eride na cuba de transferéncia
(BIORAD). As transferéncias foram realizadas emperatura ambiente por 18 horas a
30 V. e 40 mA, seguida de uma hora a 90 V.. O sucda transferéncia foi certificado
pela coloracdo de parte da membrana com soluc&miecau’s a 1 % (Anexo Il) por
um minuto e descoradas em agua destilada paraalizagdo das proteinas transferidas
e dos padrbes de peso molecular.

A membrana foi bloqueada com PBS 0,1M pH 7,2 Tw&em 0,05% + Leite
Molico desnatado a 10% por 2 horas. Apos este g@ri@ membrana foi lavada trés
vezes por 10 minutos com PBS 0,1M pH 7,2 Tween @0%% (Anexo Il) sob agitacao
e recortada com auxilio de um bisturi em fitas (Befd de largura. No momento dos

testes, as fitas foram acondicionadas em canghdaticas separadoras, onde foram
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adicionadas, em cada canaleta, concentracfes tpi#elkexidas de soros de animais
positivos e negativos pafa vasorunem diferentes fases da infec¢cdo, bem como soros
de animais naturalmente infectados por outros mitreidiluidos em PBS 0,1M pH 7,2
Tween 20 a 0,05% + Leite Molico desnatado 1% (Qud&dlr A seguir, a membrana foi
colocada sob agitagéo lenta por 1 hora a temparatnbiente.

Apés este periodo, os soros foram retirados daaletas e as fitas lavadas trés
vezes por 10 minutos com PBS 0,1M pH 7,2 Tween 20,06% sob agitacao.
Posteriormente, as membranas foram incubadas pomiB@itos com anticorpo
conjugado com peroxidase, previamente diluido ef® &®R concentracdes previamente
padronizadas que reconhece imunoglobulinas delgé&o [gE, IgM ou IgA- Tabela 1)
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Decorridpemdodo de incubacdo, as
membranas foram novamente lavadas trés vezes ponidatos com PBS 0,1M pH 7,2
Tween 20 a 0,05%, sendo que na ultima lavagemtilgiado PBS 0,1M pH 7,2, sob
agitacao e incubadas com substrato (Anexo Il) ppyamadamente 30 seg. a 60 seg. A
reacao foi interrompida colocando as fitas em @gsdilada por 5 minutos.

O peso molecular aproximado dos principais antigeneconhecidos foi
estimado por comparagdo com o0s padroes de pesacutasleonhecidos utilizando
graficos de calibracdo conforme recomendac¢feshiwéamte (SIGMA-USA).
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Quadro 1 - Protocolo para identificacdo de proteimanoreativas do antigeno bruto
solavel de larva (L1) e parasito adulto Alegiostrongylus vasorumtilizando soros

de cées experimentalmente infectados.

Ag.
Procedimentos| Ag.L1 PgA Volume/Canaleta Tempo
lgG 1:100| 1:100

1 mL de PBS-T +

leite em po 60 min.

IgM Diluicdoda | 1:100| 1:100
IgA amostra 1:50 1:50
IgE 1:100 | 1:200
Lavagem das canaletas — 2 mL PBS —T 0,05% (trésswaéz 10 minutos)
IgG | Dilui¢cdo do | 1:1000| 1:1000
IgM anticorpo 1:1000( 1:1000f 1 mL de PBS
IgA | conjugado con] 1:500 | 1:500 0,AM pH 7,2
IgE peroxidase | 1:1000| 1:2000

Lavagem das canaletas — 2 mL PBS —-T 0,05% (du&s\kz10 minutos), sendo

desnatado 1%

60 min.

a terceira lavar em PBS pH 7,4

(12 mg de 3,5 Diaminobenzidina
diluidos em 12 mL de PBS e 06 m@proximadamente
de 4- Cloro — 1 naftol diluidos em 30 seg.-
02 mL de metanol e 10 mL de PBS IgG,IgM,IgE
0,1M pH 7,2) acrescentar 10 de 60 seg.- IgA

Revelacao

Perdxido de Hidrogénio 30%

Interrupcéo da ) ) _ _
B Agua destila por cinco minutos
reacao

Ag. L1 — Antigeno de larva de primeiro estadiofshgiostrongylus vasorum
Ag. PA - Antigeno de parasito adulto Aegiostrongylus vasorum

PBS-T Solucao salina tamponada acrescida de Twar02D5%
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Quadro 2- Painel de anticorpos utilizados nos testes imuncdégpara detectar classes
de imunoglobulinas presentes nos soros de céaestddfes porAngiostrongylus

vasorumgcaes infectados por outros helmintos e céaes dentro

Ac anti-lg-Cao para Avaliacdo da Resposta Imune Huwral
Especificidade Afinidade
Hospedeiro Clone Isotipo Molecular
IgA — HPRO Camundongo K117'B lgG2b Cadeiao
lgG — HPRO Cabra - - Moléculg
Total
IgE - HPRO Camundongo  E62 lgG2a Cadeiae
IgM — HPRO Cabra - - Cadeiau

Todos os anticorpos foram produzidos pela Bethpolratories, INC (Montgomery —
Texas, EUA)

IgA-HPRO -a Imunoblobulina A conjugada com peroxidase
IgG-HRPO — Cadeia total de Imunoglobulina G conflageom peroxidase
IgM-HRPO -y Imunoglobulina M conjugada com peroxidase

IgE-HRPO -¢ Imunoglobulina E conjugada com peoxidase
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45 - Purificacdo dos Anticorpos Policlonais (PcAbBs anti-

Angiostronqgylus vasorunpor Cromatografia de Imunoafinidade

A purificacdo dos PcAbs anli- vasorumteve como objetivo a eliminagcéo de
anticorpos inespecificos visando posteriormenfgjrdicacdo de antigenos especificos

deA. vasorum

4.5.1 - Preparacdo da Sepharose CL 4B ligada a ag¢ihos de parasito

adulto de Toxocara canis Ancylostoma caninumDipylidium caninum

A purificagdo dos PcAbs amli: vasorumfoi realizada em duas etapas: a
primeira etapa consistiu da preparacao de uma @aarnmunoafinidade Sepharose 4B
ativada com Brometo de Cianogénio (Sepharose 4BfCNdada a antigenos dE.
canis A. caninumD. caninume soro de cées nao parasitados.

Esses antigenos foram ligados a Sepharose 4B-GNBmacordo com as
recomendacgdes do fabricante (Amersham Pharma@eantutilizados 3 g da resina
Sepharose 4B — CNBr ressuspensa em HCl 1mM e fugatda a 300@ durante 15
minutos a 4C por cinco vezes descartando o sobrenadante. égtastapa, a resina foi
lavada com Tampéo de ligacdo 0,1M pH 8,3 contend€IND,5M (Anexo Ill) e
centrifugada duas vezes a 3@ @urante 15 minutos.

Aproximadamente 7 mg de proteinas de cada umré@sshelmintos utilizados
foram dialisados contra Tampao de ligacdo por 2é4sheom trés trocas do mesmo
tampdo. Os antigenos, juntamente com 100 pl de d®mies ndo parasitados foram
acrescidos simultaneamente a resina agitando lentanem um agitador rotatorio por
duas horas a temperatura ambiente e posteriorneentefugada a 300§ por cinco
minutos a 4C. O controle da eficacia de ligacdo das molécalasluna foi feito pela
leitura do sobrenadante a 280 nm em espectrofotdn{fharmacia Biotech). Em
seguida, foi adicionada a resina Etanolamina 1M3HAnNexo Ill) com a finalidade de
bloguear dos sitios de ligagdo que permanecensat&oesingagitando lentamente em
um agitador rotatério a temperatura ambiente p@sduworas. Apds esse periodo, a

resina foi colocada em uma coluna de 30 cm e lagad® vezes alternadamente com
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20 mL de Tampéo Acetato 0,1M pH 4,0 contendo NaGIM e com Tampao de
ligacdo (Anexo llI).

4.5.2 - Purificacdo dos anticorpos policlonais an#ngiostrongylus

vasorum

A coluna de Sepharose 4B-CNBr ligada aos antigdads canis A. caninume
D. caninumfoi equilibrada com 20 mL de Tampéao Tris-HCI 0,pM8,0 (Anexo lll) e
foram aplicados 20 mL de um “pool” de soros de d@&scexperimentalmente infectados
por A. vasorum(90 dias apds a infeccdo) diluidos 1:2 em Tamp@&HCI 0,1 M pH
8,0 e filtrados em um filtro Millex HV de 0,25um {INpore®). Apods a adicdo do soro,
a coluna foi agitada lentamente em um agitadotdotapor 30 minutos a temperatura
ambiente.

Apbs recolher o soro aplicado contendo anticorpspecificos contraA-
vasorum as amostras foram dialisadas contra Tampéao Tis@sD1M pH8,0 por 24
horas com trés trocas do mesmo tampdo e em se@uidm concentradas por
liofilizagdo. O liofilizado foi solubilizado em aguMilli-Q, filtrados em um filtro
Millex HV de 0,25um (Millipore®) e armazenados embas de 15 mL a -26C.
Posteriormente, a coluna foi lavada com 20 mL dep&o Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 e 20
mL de Tampéo Tris-HCI 0,01 M pH 8,0. A eluicdo dRisAbs inespecificos ligados aos
antigenos insoluveis na resina foi realizada atildo um Tamp&o de Eluicdo Piece
ImmunoPure® IgG Purification Buffer, onde foram etaldos fracbes de 2 mL. O
controle da eluicdo dos PcAbs inespecificos fdafpela leitura dos eluatos a 280 nm
em espectrofotobmetro. Apds a coleta, a colunaggemerada com 20 mL de Tampao
Tris-HCI 0,1M pH8,0.

4.5.3 - Preparacdo da coluna de Sepharose CL 4Bddp a antigeno

bruto solavel de parasito adulto de Agiostrongylus vasorum

A segunda etapa da purificagdo dos PcAbs Amtkssorum consistiu da
preparacao de uma nova coluna de imunoafinidadeafege 4B ativada com Brometo
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de Cianogénio (Sepharose 4B-CNBr) de acordo cotern #.5.1 ligada a 20 mg de
antigeno de parasito adulto Alevasorum.

A coluna de Sepharose 4B-CNBr ligada ao antigenpadasito adulto dé.
vasorumfoi equilibrada com 10 mL de Tampéao Tris-HCI 0,pM8,0 e foi aplicado o
soro contendo PcAbs especificos aativasorumpurificado no item 4.5.2. Ap6s a
adicdo do soro, a coluna foi agitada lentamentemnagitador rotatorio por 30 minutos
a temperatura ambiente.

Apos recolher o soro aplicado contendo PcAbs e@fipos, a coluna foi lavada
com 10 mL de Tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 e 10 n&_Tchmpao Tris-HCI 0,01 M
pH 8,0. A eluicdo dos PcAbs especificos afAtirasorumligados a resina foi realizada
utilizando um Tampéao de Eluicdo Piece ImmunoPurg® Purification Buffer, onde
foram coletados fracdes de 2 mL. O controle dac@tudos PcAbs foi feita pela leitura
dos eluatos a 280 nm em espectrofotdbmetro. Ap@éetac a coluna foi regenerada com
20 mL de Tampéo Tris-HCI 0,1M pH8,0. O “pool” dasddes eluidas com leitura
superior a 0,05 foram dialisadas contra Tris-HOL® pH8,0 por 24 horas com trés
trocas do mesmo tampao e em seguida foi concenp@adofilizacdo. O liofilizado foi
solubilizado em &agua Milli-Q, filtrados em um fitr Millex HV de 0,25um
(Millipore®) e a concentracdo protéica foi deterada segundo LAYNE (1957), que
consiste ngleituraa280nmx 155) — (leituraa260nmx 0,76) x fator dedilui¢ao.

4.5.4 - Avaliacao da especificidade dos anticorpgsoliclonais anti-

Angiostrongylus vasorum

A especificidade dos PcAbs arti-vasorunpurificados como descrito acima foi
testada pelo método de ELISA indireto (Enzyme LthKenmunosorbent Assay),
segundo BARCANTE (2004), com algumas modificacdes.

Para testar a especificidade dos PcAbs purificadoprimeira etapa, as placas
de poliestireno de 96 pocos foram sensibilizadas AgPAAv, AgL1Av e AgPATc.
Para os PcAbs purificados na segunda etapa, assplde poliestireno foram
sensibilizadas com AgPAAv, AgL1Av, AgPATc, AgPAAcAgPADC na concentracao
de fug/mL diluidas em tampéo de sensibilizacdo (Anexp dMncubadas durante 18

horas a 2C.
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Apés este periodo, o sobrenadante foi desprezade glacas lavadas cinco
vezes com PBS 0,1M pH 7,2 Tween 20 0,05% (Polytwyene Sorbitan Monolaurate,
Sigma) e em seguida foram adicionados plfp@co de uma solucdo de bloqueio
(Anexo IV). A placa foi mantida durante 60 minutaa repouso a 3. Decorrido este
periodo, a solucdo de bloqueio foi desprezadalaca pavada.

Apés a lavagem, foram adicionados em cada po@ul H&@ PcAbs purificados
anti-A. vasorummas diluicdes de 1:25, 1:53 e 1:203 em tampadldied@b (Anexo 1V)
bem como “pool” de soro de cinco caes do gruporote “pool” de soro de 10 caes
experimentalmente infectados pdrvasorundiluido 1:8000 em duplicata. A placa foi
incubada durante 60 minutos #G7% apds este periodo, 0 soro foi desprezadoaca pl
lavada cinco vezes com solucdo de lavagem. Em dsgudbram adicionados
100ul/poco de anticorpo policlonal anti-lgG de cdo cmgidos a peroxidase (Betfiyl
diluido 1:5000 em tampao de diluicao (Anexo V).

A placa foi incubada durante 60 minutos em reppoas8?C e em seguida,
lavada cinco vezes com solucéo de lavagem. Segualgem, foram adicionados 100
pl/poco da solugdo substrato-reveladora (Anexo A§.placas foram incubadas em
camara escura durante 30 minutos 437

A reacéo foi interrompida adicionandopB@poco de HSO, 4N. Imediatamente
apos a interrupcao da reacao foi realizada a &iem absorbancia, no leitor de ELISA
(BIORAD 550) com filtro para comprimento de ondad®2 nm.

4.6 - Purificacdo de Proteinas Especificas dengiostrongylus vasorum

por Cromatografia de Imunoafinidade

4.6.1-Preparacdo da coluna de imunoafinidade contdn Proteina A

ligada aos PcAbs purificados antiAngiostrongylus vasorum

A purificacdo de proteinas imunogénicasAdevasorunfoi feita em coluna de
imunoafinidade contendo Proteina A ligada aos Paofdpecificos contrd. vasorum

purificados anteriormente.
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Os PcAbs purificados foram ligados a Proteina A amrdo com as
recomendagbes do fabricante (Amersham Pharmacg&aRdadbs foram adicionados a
resina em um coluna de 15 cm e incubados por 60tosrem temperatura ambiente
agitando lentamente em um agitador rotatério. Eguiga, a resina foi lavada duas
vezes com 20 mL de Borato de Sdédio 0,2M pH 9,0 xané) centrifugando a 300§
por 5 minutos. ApOs esse periodo, foi descartadsolorenadante e a resina foi
ressuspensa com 20 mL de Borato de Sdédio 0,2M p®l &rescida de
Dimetilpimerimidato a uma concentracao final de MOpara ligar covalentemente os
anticorpos 1gG purificados a proteina A da resiggaado lentamente a temperatura
ambiente em um agitador rotatorio. A reacdo farmmpida lavando a resina uma vez
com Etanolamina 0,2M pH 8,0 com a finalidade dejbéar os sitios reativos na resina
(Anexo Ill) e posteriormente incubada por 2 horggaado lentamente a temperatura
ambiente em um agitador rotatério. Apos, a resoidavada com Tampao Tris-HCI
0,1M pH8,0.

4.6.2 - Purificacdo das proteinas de antigeno brutoltuvel de parasito

adulto de Angiostrongylus vasorum

A coluna de Proteina A ligada aos PcAbs IgG puwifas antiA. vasorumfoi
equilibrada com 20 mL de Tampé&o Tris-HCI 0,1M pH& @ antigeno de parasito
adulto deA. vasorumtma concentracdo de 30mg de proteina foi aplicadtduea. Apds
a adicdo do antigeno, a coluna foi agitada lentéenpar 30 minutos a temperatura
ambiente.

Apods recolher o antigeno inespecifico, a colunaldeada com 20 mL de
Tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 e 20 mL de Tamp&o-Hel 0,01 M pH 8,0. A eluigcéo
dos antigenos especificos Aszasorumacoplados a resina foi realizada utilizando um
Tampédo de Eluicdo Piece ImmunoPure® IgG PurificatBuffers, onde foram
coletados fragdes de 2 mL. O controle da eluicéfefto pela leitura dos eluatos a 280
nm em espectrofotbmetro. Apds a coleta, a columadgenerada com 20 mL de
Tampao Tris-HCI 0,1M pH8,0. O “pool” das fracodaidas com leitura superior a
0,05 foram dialisadas contra Tris-HCI 0,01M pH8dr g8 horas com seis trocas do

mesmo tampao e em seguida foi concentrado potridexfao. O liofilizado foi
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solubilizado em &gua Milli-Q e a concentracdo poatdoi estimado pelo método de
LOWRY et al (1951) usando como padréo concentragdes conhetidsgro albumina
bovina (BSA) e estocado a -“@Daté a sua utilizagio.

Para avaliar a eficiéncia da purificacdo, as pmnetei purificadas foram

visualizadas por eletroforese.

4.6.2.1 - Coloracéo do gel de poliacrilamida por Mato de Prata

O gel foi fixado em Metanol a 30%, Acido Acético%a@® agua destilada 60%
(Anexo VI) e lavado por cinco minutos com agua ithdt sob agitacdo. Apos a
lavagem, o gel foi incubado em solucédo de Dicrondat®otassio (Anexo VI) por cinco
minutos sob agitacdo e novamente lavado com agidade. Apos este periodo, o gel
foi incubado em solucao de prata amoniacal (AneRq@br 20 minutos, sob agitacdo e
lavado rapidamente em agua destilada.

Nos ultimos cinco minutos de incubacédo, a solugdeladora (Anexo VI) foi
preparada e adicionada sobre o gel. A revelacadefta sob agitacdo manual e
interrompida com a solucao fixadora (Anexo VI) giara coloragdo adequada foi

atingida.

4.7 - Avaliacdo da especificidade das proteinas pficadas de parasito

adulto de Angiostrongylus vasorum

A cinética de producdo de anticorpos presentes om gle animais
experimentalmente infectados que reagiram espagiBote com as proteinas
purificadas foi avaliada pelo método de ELISA iethr.

A concentracdo das proteinas purificadas Alevasorumfoi padronizada
testando concentracdes diferentes de proteinagig{@L 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e
5ug/mL) diluidas em tampédo carbonato. Foram utilizadgmros de 20 animais
pertencentes ao Grupo A no dia da infeccao (di@) 22mos 15, 30, 90, 180 e 210 dias
apos a infecgao nas diluicdes de 1:50, 1:100, D;1DG500 combinadas com diferentes
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diluicdes de anticorpo policlonal anti-IgG de camjogados a peroxidase (Bethyl
segundo recomendagfes do fabricante. Para a ¢diizdo bloqueio e no tampao de
diluicdo foram testadas duas diferentes solu¢cd@socbloqueio e na diluicdo dos
anticorpos: soro albumina bovina (BSA, Inlab) e é€lag (Sigma). As placas de
poliestireno foram sensibilizadas por dois periadiferentes: 3 horas a %7 e durante
18 a 24 horas &°G@.

Para verificar a sensibilidade e especificidadetekie de ELISA utilizando
proteinas purificadas d&. vasorumbem como antigeno bruto sollvel Aevasorum
foram testados os soros de 60 cdes consistentemesgaé&vos paré. vasorumporém
positivos para um ou mais helmintos gastrointestindos génerosToxocara
Ancylostomae Dipylidium oriundos da soroteca do Laboratério de Helmintialog
Veterinaria (ICB-UFMG).

4.7.1 - Calculo do limite de deteccéo

A separacdo entre animais positivos e negativoseetdizada comparativamente
com soros de 10 animais sabidamente negativosrgacgao polA. vasorum

O limite de deteccdo, que representa o limiar eatebsorbancia de animais
negativos e positivos foi a média das absorbaragadez animais controle negativo

somada a trés vezes o valor do desvio padrédo dasttas

4.8 - Analise Estatistica

Os testes estatisticos utilizados neste estudamfarealizados por meio do
programaSPSS 15.0 for WindowA absorbancia média dos soros de animais negativo
e positivos pard. vasorume dos soros de animais infectados por outras h&isas
foram analisados pelo teste de ANOVA seguida dtete®e Tukey ao nivel de

significancia p<0,05.
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4.8.1 - Calculo da Sensibilidade e Especificidade

Os calculos de sensibilidade e especificidade (SEAR SIQUEIRA, 1999)

foram realizados baseando-se nas formulas abaixo:

Sensibilidade (%)= Verdadeir@ PositivogVP) %100

Verdadeir@ PositivogVP) + FalsosNegativogFN)

Especificidade (%)= _ VerdadeirsNegativogVN) x100
Verdadeire NegativogVN) + FalsosPositivog FP)
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5-RESULTADOS



5- RESULTADQOS

5.1 — Separacao das Proteinas de L1 dexgiostrongylus vasorunpor

Eletroforese

O antigeno bruto solivel de L1 analisado por SD&PAutilizando gel de
poliacrilamida concentracao de 10%, revelou praitom peso molecular aproximado
de 17 a 207 kDa (Fig.1).

116
97

66 mmp

45 mm)
29 mmp

24 wmp

Figura 1 — Andlise eletroforética do antigeno brdhivel de larvas de primeiro estadio
de Angiostrongylus vasorunanalisado em gel de poliacrilamida com reducdo na
concentracéo de 10% corado pelo Azul de Coomassie.

PM - Padrao de peso molecular.

1-Antigeno bruto soluvel de primeiro estadio
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5.2 — Separacdo das Proteinas de Parasito Adulto é@giostrongylus

vasorumpor Eletroforese

O antigeno bruto solavel de parasito adulto arddigeor SDS-PAGE utilizando
gel de poliacrilamida na concentracao de 7,5%,loavperoteinas com peso molecular

aproximado de em 28210 kDa (Fig.2).

PM 1
205 = —
Lo |
o7mmp |
66 =) —
ASmm) | ..
20mmp | WS

Figura 2 — Analise eletroforética do antigeno bratdivel do parasito adulto de
Angiostrongylus vasorunmanalisado em gel de poliacrilamida com reducdo na
concentracdo de 7,5% corado pelo Azul de Coomassie.

PM - Padréao de peso molecular.

1-Antigeno bruto solavel de parasito adulto.
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5.3 — “IMMUNOBLOTTING”

5.3.1 - Identificacdo de proteinas deAngiostrongylus vasorum

reconhecidas por anticorpos do isotipo IgG

O antigeno bruto soluvel de L1 de vasorumapresentou proteinas com peso
molecular aproximado de 18 a 118 kDa que forammneecidas por anticorpos do
isotipo IgG (Tabela 2). Os anticorpos IgG awti-vasorunreagiram com as proteinas
de L1 a partir do 15° dia pos infeccdo (DPI) aftnal do periodo experimental. Porém
a freqiéncia diminuiu durante o decorrer do expemim, permanecendo as proteinas de
28 kDa, 39 kDa, 51 kDa, 57 kDa e 65 kDa que foramomhecidas com maior
frequéncia pelos anticorpos IgG durante todo coperexperimental (Fig. 3).

Anticorpos do isotipo IgG de 30 cades naturalmentectados por helmintos
gastrointestinais com®. canis A. caninume D. caninume negativos parA. vasorum
nao reconheceram as proteinas de LA.deasorum

O antigeno bruto soluvel de parasito adultcAdeasorumapresentou proteinas
com peso molecular aproximado de 49 a 209 kDa, fouem reconhecidas por
anticorpos do isotipo IgG (Tabela 3). As proteidagpeso molecular aproximado de 51
kDa, 63 kDa, 92 kDa, 176 kDa e 209 kDa foram asefmas reconhecidas com maior
freqUiéncia pelos anticorpos do isotipo IgG (Fig.pé&rmanecendo elevada até o final do
periodo experimental.

Soros de 30 caes naturalmente infectadod poanis A. caninume D. caninum
e negativos parah. vasorumapresentaram fraca reatividade com as proteinas de
parasitos adultos d&. vasorumsendo que 100% desses caes reconheceram a @rotein
de 49 kDa, 30% reconheceram a proteina de 96 KID&ereconheceram as proteina de
75 e 176 kDa (Fig. 5).
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Tabela 1 - Frequéncia absoluta da reatividade montinoblotting” de anticorpos do
isotipo IgG presentes em soros de cées experimemtgd infectados por
Angiostrongylus vasorurem diferentes dias apés a infec¢do utilizandogand bruto
soluvel de larvas de primeiro estadio (L1).

Proteinas 0 DPI 15 DPI 30 DPI 90 DPI 180 DPI 210 DPI
(kDa) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

18 00 07 06 06 03 03
28 00 10 10 09 10 10
31 00 03 03 03 03 03
34 00 03 03 03 02 02
39 00 08 08 08 08 08
45 00 07 07 07 05 05
51 00 08 08 08 08 08
57 00 10 10 10 09 08
63 00 09 09 09 07 02
65 00 10 10 10 10 10
70 00 06 06 06 04 03
118 00 10 10 10 06 05

kDa- Peso Molecular em Kilodaltons
DPI - Dias po0s - infeccao
N - Numero de cées infectados experimentalmentépgiostrongylus vasorum
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Figura 3 - Identificagdo das proteinas de larvagpriteeiro estadio (L1) déngiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do
isotipo IgG presentes nos soros de caes experimartte infectados pakngiostrongylus vasorumm diferentes dias apds a infecgao.

DPI= Dias apos infeccdo PM=Peso Molecular
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Figura 3 — Continuacao- Identificacdo das protehadarvas de primeiro estadio (L1) Aegiostrongylus vasorumeconhecidas por
anticorpos do isotipo IgG presentes nos soros e &gperimentalmente infectados pogiostrongylus vasoruem diferentes dias apés a

infeccao.

DPI= Dias apos infeccdo PM=Peso Molecular
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Tabela 2 - Frequéncia absoluta da reatividade montinoblotting” de anticorpos do
isotipo IgG presentes em soros de cées experimemtgd infectados por
Angiostrongylus vasorurem diferentes dias apés a infec¢do utilizandogand bruto
soluvel de parasito adulto.

Proteinas 0 DPI 15 DPI 30 DPI 90 DPI 180 DPI 210 DPI
(kDa) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

49 10 02 02 02 01 01
51 00 10 10 10 10 09
56 00 00 00 01 01 01
63 00 10 10 10 09 09
92 00 08 09 09 09 08
96 02 04 04 04 03 03
111 03 02 02 02 02 02
128 00 01 01 01 00 00
176 02 07 07 07 09 09
197 01 05 05 04 03 03
209 00 09 09 10 09 09

kDa- Peso Molecular em Kilodaltons
DPI - Dias po0s - infeccao
N - Numero de cées infectados experimentalmentépgiostrongylus vasorum
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Figura 4 — Identificacdo das proteinas de parasithgtos deAngiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do isotipo IgG
presentes nos soros de cées experimentalmenteashdsqpoAngiostrongylus vasorumm diferentes fases da infecgao.
DPI= Dias ap0s infeccdo PM= Padrdo de peso molecula
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Figura 4 — Continuacéo-Identificacdo das protedieaparasitos adultos dengiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do isotipo
IgG presentes nos soros de caes experimentalnméatéaidos poAngiostrongylus vasoruem diferentes fases da infecgéo.
DPI= Dias apos infeccdo PM= Padrdo de peso molecula
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Figura 5 - Identificacdo das proteinas de paraadalto de Angiostrongylus vasorum
reconhecidas por anticorpos do isotipo IgG presemes soros de cées naturalmente
infectados poif oxocara canis, Ancylostoma canineipylidium caninum.

P= Controle positivo

N= Controle negativo

PM= Padréo de peso molecular
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5.3.2 — lIdentificacdo de proteinas deAngiostrongylus vasorum

reconhecidas por anticorpos do isotipo IgM

Onze proteinas de L1 com peso molecular aproxinted@8 kDa a 118 kDa
foram reconhecidas por anticorpos do isotipo IgMcées infectado poA. vasorum
(Tabela 4). No 15° dia apos a infeccdo, foi obskEvema maior reatividade dos
anticorpos do isotipo IgM pelas proteinas de Llpdso molecular aproximado de 18
kDa, 28 kDa, 45 kDa, 57 kDa, 63 kDa, 65 kDa,70kDE], kDa e 118 kDa. A partir do
30° dia apoés a infeccédo ocorreu uma diminuicdcadesttividade que se estendeu até o
final do periodo experimental, destacando-se s@renproteinas de 63 kDa, 65 kDa e
70 kDa (Fig.6). Anticorpos do isotipo IgM presentess soros de cdes naturalmente
infectados pofl. canis A. caninume D. caninumn&o reconheceram antigenos de L1 de
A. vasorum

Anticorpos do isotipo IgM de caes infectados cAmvasorumreconheceram
sete proteinas principais de parasito adulto (Bab@l Proteina de peso molecular
aproximado de 51 kDa foi reconhecida mais frequeatde 30 dias apos a infeccao.
Adicionalmente, proteinas de 51 kDa, 57 kDa e 68 KDram reconhecidas com maior
frequéncia apo6s 90 dias de infec¢éo (Fig.7).

IgM de 30 cées naturalmente infectadoshacanis A. caninume D. caninume
negativos pard. vasorunreagiram com proteinas de parasitos adulto&.desorum
sendo que 56,33% desses caes reconheceram a @rakeirvO kDa e 33,33%

reconheceram a proteina de 176 kDa (Fig. 8).
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Tabela 3 - Frequéncia absoluta da reatividade montinoblotting” de anticorpos do
isotipo IgM presentes em soros de caes experinmetdaé infectados por
Angiostrongylus vasorurem diferentes dias apés a infec¢do utilizandogand bruto
soluvel de larva de primeiro estadio (L1).

Proteinas 0 DPI 15 DPI 30 DPI 90 DPI 180 DPI 210 DPI
(kDa) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

18 00 07 00 00 00 00
28 00 07 02 03 00 00
31 00 06 05 03 00 00
39 00 04 02 01 00 00
45 00 07 06 02 03 00
57 00 07 07 07 04 01
63 04 10 10 09 09 08
65 05 10 10 10 10 10
70 00 10 10 10 10 10
111 00 07 07 02 01 01
118 00 07 06 01 00 00

kDa- Peso Molecular em Kilodaltons
DPI - Dias po0s - infeccao
N - Numero de cées infectados experimentalmentépgiostrongylus vasorum
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Figura 6 — Identificagdo das proteinas de larvaprieeiro estadio (L1) déngiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do
isotipo IgM presentes nos soros de cdes experitngrnée infectados pakngiostrongylus vasorumm diferentes dias apos a infecgao.
DPI= Dias ap6s infeccdo PM= Padrao de peso molecula
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Figura 6 — Continuacado- Identificacdo das proteihadarvas de primeiro estadio (L1) Aegiostrongylus vasorumreconhecidas por
anticorpos do isotipo IgM presentes nos soros de e&perimentalmente infectados pmgiostrongylus vasorumm diferentes dias apoés

a infeccao.
DPI= Dias ap6s infeccdo PM= Padrao de peso molecula
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Tabela 4 - Frequéncia absoluta da reatividade montinoblotting” de anticorpos do
isotipo IgM presentes em soros de caes experinmetdé infectados por
Angiostrongylus vasoruram diferentes dias apés a infeccao utilizandagant bruto
sollvel de parasito adulto.

Proteinas 0 DPI 15 DPI 30 DPI 90 DPI 180 DPI 210 DPI
(kDa) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

51 05 09 10 07 07 08
57 06 05 05 07 10 09
63 05 04 05 07 08 08
65 00 04 05 02 03 04
96 07 04 05 06 05 05
111 03 02 03 03 01 01
176 01 04 04 04 04 06

kDa- Peso Molecular em Kilodaltons
DPI - Dias po0s - infeccao
n - Numero de caes infectados experimentalmentédipgiostrongylus vasorum
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Figura 7 — Identificacdo das proteinas de parasithstos deAngiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do isotipo IgM
presentes nos soros de cées experimentalmenteanhdsqpoAngiostrongylus vasorumm diferentes fases da infeccao.
DPI= Dias ap6s infeccdo PM= Padrao de peso molecula
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Figura 7 — Continuacéo - Identificacdo das prowitk@ parasitos adultos dagiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do
isotipo IgM presentes nos soros de cées experitngmée infectados pakngiostrongylus vasorumm diferentes fases da infeccao.
DPI= Dias ap0s infeccdo PM= Padrdo de peso molecula
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Figura 8 - Identificacdo das proteinas de paramitdto deAngiostrongylus vasorum
reconhecidas por anticorpos do isotipo IgM presentes soros de cdes naturalmente

infectados poifoxocara canis, Ancylostoma caningipylidium caninum
P= Controle positivo

N= Controle negativo

PM= Padréo de peso molecular
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5.3.3 - lIdentificacdo de proteinas deAngiostrongylus vasorum

reconhecidas por anticorpos do isotipo IgA

Foram reconhecidas seis proteinas de L1 com pekerutar aproximado de 18
a 111 kDa (Tabela 6). Proteinas de 63 kDa e 65 fhzan reconhecidas com maior
frequéncia entre 15 e 30 dias ap0s a infeccdoetanto, aos 30 dias apds a infeccdo a
reatividade dos anticorpos IgA foi reduzida (FigMnticorpos IgA presentes nos soros
de cédes naturalmente infectados pbr canis A. caninume D. caninum nao
reconheceram antigenos de L1Aderasorum

Foram reconhecidas sete proteinas de parasitooadalh peso molecular
aproximado de 51 kDa a 198 kDa (Tabela 7). A pnateie peso molecular aproximado
de 51 kDa foi reconhecida com maior frequénciartirpdo 15° dia apds a infeccéo e a
proteina de 65 kDa a partir do 90° dia apés a ¢gafe¢Fig. 10).

IgA de caes naturalmente infectados porcanis A. caninume D. caninume
negativos pard. vasorunreagiram com proteinas de parasitos adulto&.desorum
sendo que 100% desses caes reconheceram as poaeié kDa, 151 kDa, 96 kDa,
57 kDa e 49 kDa (Fig.11).
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Tabela 5 - Frequéncia absoluta da reatividade nmontinoblotting” de anticorpos do
isotipo IgA presentes em soros de cées experinmeataé infectados por
Angiostrongylus vasorurem diferentes dias apés a infec¢do utilizandagand bruto
soluvel de larva de primeiro estadio (L1).

Proteinas 0 DPI 15 DPI 30 DPI 90 DPI 180 DPI 210 DPI
(kDa) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

18 00 01 00 00 00 00
28 00 07 05 07 05 04
45 00 05 04 00 00 00
63 00 09 08 05 07 07
65 00 10 08 05 04 05
111 00 06 05 04 01 01

kDa- Peso Molecular em Kilodaltons
DPI - Dias po0s - infeccao
n - Numero de caes infectados experimentalmentédipgiostrongylus vasorum
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Figura 9 - Identificacdo das proteinas de larvagpriteeiro estadio (L1) déngiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do
isotipo IgA presentes nos soros de cées experitngniée infectados pdkngiostrongylus vasoruem diferentes dias apos a infeccéo.
DPI= Dias apo0s infeccdo PM= Padrdo de peso molecula
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Figura 9 — Continuacédo - Identificacdo das proteite larvas de primeiro estadio (L1) Aegiostrongylus vasorumeconhecidas por
anticorpos do isotipo IgA presentes nos soros de e&perimentalmente infectados pogiostrongylus vasoruem diferentes dias apés a
infeccéo.

DPI= Dias ap0s infeccdo PM= Padrdo de peso molecula
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Tabela 6 - Frequéncia absoluta da reatividade montinoblotting” de anticorpos do
isotipo IgA presentes em soros de cées experinmeatae infectados por
Angiostrongylus vasoruram diferentes dias apés a infeccao utilizandagant bruto
sollvel de parasito adulto.

Proteinas 0 DPI 15 DPI 30 DPI 90 DPI 180 DPI 210 DPI
(kDa) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

51 00 09 09 10 10 10
63 03 04 04 06 05 05
65 00 05 06 08 07 07
92 00 06 06 06 06 07
111 00 03 04 04 04 05
176 00 05 05 04 07 07
198 00 00 00 01 01 01

kDa- Peso Molecular em Kilodaltons
DPI - Dias po0s - infeccao
n - Numero de caes infectados experimentalmentédipgiostrongylus vasorum
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Figura 10 — Continuagéo - Identificacdo das preteide parasitos adultos dagiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do
isotipo IgA presentes nos soros de caes experitngrige infectados pakngiostrongylus vasoruem diferentes fases da infeccéo.
DPI= Dias ap6s infeccdo PM= Padrao de peso molecula
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Figura 10 — Continuagéo - Identificacdo das preteide parasitos adultos dagiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do
isotipo IgA presentes nos soros de caes experitngrige infectados pakngiostrongylus vasoruem diferentes fases da infeccéo.
DPI= Dias ap6s infeccdo PM= Padrao de peso molecula
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Figura 11 - Identificacdo das proteinas de parasitdto deAngiostrongylus vasorum
reconhecidas por anticorpos do isotipo IgA presentes soros de cdes naturalmente
infectados poifoxocara canis, Ancylostoma canineipylidium caninum

P= Controle positivo

N= Controle negativo

PM= Padréo de peso molecular
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5.3.4 - Identificacdo de proteinas deAngiostrongylus vasorum

reconhecidas por anticorpos do isotipo IgE

Foram reconhecidas nove proteinas de L1 com pesecubaxr aproximado de
18 kDa a 118 kDa (Tabela 8). Proteinas de 57 k[3a,kBa e 65 kDa foram
reconhecidos com maior frequiéncia durante todaioge experimental (Fig. 12).

Todos os cédes naturalmente infectadosTpatanis A. caninume D. caninum
tinham anticorpos IgE que reconheceram antigenotldee A. vasorumde peso
molecular aproximado de 28 kDa, 31 kDa, 45 kDa&kB&, 67 kDa, e 70 kDa (Fig. 13).

Anticorpos IgE de cées infectados cédmvasorumreconheceram 11 proteinas
principais de parasito adulto (Tabela 9). Protetfapeso molecular aproximado de 33
kDa, 51 kDa, 63 kDa, 65 kDa, 96 kDa, 104 kDa, 1Dh k128 kDa e 141 kDa foram
reconhecidas com uma maior freqiéncia durante aqukeriodo experimental (Fig. 14).
Entretanto, estas proteinas também foram recordgeqdr anticorpos IgE presentes
nos soros de cées antes da infecgéo.

IgE de cédes naturalmente infectados Porcanis A. caninume D. caninume
negativos parad. vasorumreagiram com todas proteinas de parasitos add#os.
vasorum(Fig. 15).
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Tabela 7 - Frequéncia absoluta da reatividade nmontinoblotting” de anticorpos do
isotipo IgE presentes em soros de caes experimeggd infectados por
Angiostrongylus vasorurem diferentes dias apés a infec¢do utilizandogand bruto
soluvel de larva de primeiro estadio (L1).

Proteinas 0 DPI 15 DPI 30 DPI 90 DPI 180 DPI 210 DPI
(kDa) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

18 00 02 02 01 01 00
39 00 05 03 02 00 00
45 00 07 04 05 02 05
51 00 02 02 02 02 02
57 06 08 08 09 07 08
63 08 10 10 10 09 09
65 08 09 09 10 07 07
70 01 04 03 03 02 03
118 00 07 07 07 03 03

kDa- Peso Molecular em Kilodaltons
DPI - Dias po0s - infeccao
n- Numero de caes infectados experimentalmentdpgiostrongylus vasorum
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Figura 12 — Identificacdo das proteinas de laneagrimeiro estadio (L1) dAngiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do
isotipo IgE presentes nos soros de cées experilmentee infectados pakngiostrongylus vasorumm diferentes dias apds a infecgao.
DPI= Dias ap0s infeccdo PM= Padrdo de peso molecula
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Figura 12 — Continuacédo - Identificacdo das preteitde larvas de primeiro estadio (L1)Alggiostrongylus vasorumeconhecidas por
anticorpos do isotipo IgE presentes nos soros ele €gperimentalmente infectados pagiostrongylus vasorumm diferentes dias apos a
infeccao.

DPI= Dias ap6s infeccdo PM= Padréo de pesoculale
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Figura 13 - Identificacdo das proteinas de larvas pdimeiro estadio (L1) de
Angiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do isotipo IgE presemios
soros de cées naturalmente infectados Tamocara canis, Ancylostoma caninum
Dipylidium caninum

P= Controle positivo

N= Controle negativo

PM= Padréo de peso molecular
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Tabela 8 - Frequéncia absoluta da reatividade mantinoblotting” de anticorpos IgE
presentes em soros de caes experimentalmenteaitddscporAngiostrongylus vasorum
em diferentes dias ap0s a infecc¢do utilizando antigle parasito adulto.

Proteinas 0 DPI 15 DPI 30 DPI 90 DPI 180 DPI 210 DPI
(kDa) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

28 04 06 05 07 09 09
33 10 09 10 10 10 10
45 05 07 08 07 06 06
51 10 09 10 10 10 10
63 06 10 10 10 10 10
65 06 10 10 10 10 10
96 07 10 10 10 10 10
104 07 08 08 08 08 08
111 07 08 08 08 08 07
128 04 09 09 09 09 09
141 04 10 10 10 10 10

kDa- Peso Molecular em Kilodaltons
DPI - Dias po0s - infeccao
n- Numero de cées infectados experimentalmentépgiostrongylus vasorum
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Figura 14 — Identificacdo das proteinas de parasitito deAngiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do isotipo IgE present
nos soros de cdes experimentalmente infectado&mapostrongylus vasoruem diferentes dias apos a infeccao.

DPI= Dias apo0s infeccdo PM= Padrdo de peso molecula
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Figura 14 — Continuacao - ldentificacdo das preteide parasito adulto dengiostrongylus vasorumeconhecidas por anticorpos do
isotipo IgE presentes nos soros de caes experimanrtte infectados pakngiostrongylus vasorumm diferentes dias apoés a infeccao.
DPI= Dias ap6s infeccdo PM= Padrao de peso molecula
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Figura 15 - Identificacdo das proteinas de paragitdto deAngiostrongylus vasorum
reconhecidas por anticorpos IgE presentes nos slasies naturalmente infectados
por Toxocara canis, Ancylostoma canineipylidium caninum

P= Controle positivo

N= Controle negativo

PM= Padréo de peso molecular



5.4 — Purificacdées dos Anticorpos Policlonais An#vnhgiostrongylus

vasorum

Os anticorpos policlonais arfi- vasorumpurificados a partir de soro de caes
experimentalmente infectados utilizando uma collm&epharose 4B-CNBr foi ligada,
na primeira etapa, por antigenos de parasito adldtd. canis A. caninume D.
caninume na segunda etapa por antigenos de parasito aldAt vasorumOs PcAbs
anti-A. vasorumpresentes em soros de cdes experimentalmenteaihdsc porA.
vasorumpurificados na segunda etapa, foram coletadosinmepo pico e segundo pico
onde obtiveram valores em absorbancia superio®e85a (fracbes de 1, 2 e 4) (Grafico
1).

0,1 -
—~ 0,08 -
&
[
2
N 0,06 -
©
(&)
<
g 0,04 -
o
()]
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< 0,02 -
0

1 2 3 4 5 6
FracOes eluidas

Gréfico 1 — Os anticorpos policlonais aAtigiostrongylus vasorumurificados a partir
de soro de cées experimentalmente infectados Amgiostrongylus vasorunpor
cromatografia de afinidade usando Sepharose 4B-Qiy&ta a antigeno bruto solavel
de parasito adulto dengiostrongylus vasorum.
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5.5 - Avaliacao da Especificidade dos Anticorpos MRdonais Anti-

Angiostrongylus vasorum Purificados pela Cromatografia de

Imunoafinidade

O gréfico 2 mostra a avaliagdo da especificidade BOAbs antA. vasorum
pelo método de ELISA indireto ap6s diferentes pgass pela coluna de
imunoafinidade ligada a antigenos THecanis A. caninume D. caninum Observa-se
que a medida que os PcAbs foram passados atravéslulaa de imunoafinidade a
inespecificidade desses anticorpos foi diminuir&lmos a terceira passagem através da
coluna nao foi observada reatividade cruzada cotigearo deT. canis (AgPATc)
utilizando os PcAbs antiA. vasorumna diluicdo de 1/203 (Grafico 2 C). Na segunda
etapa de purificacdo, pode-se observar a ausércieeatividade cruzada com o0s
antigenos deT. canis (AgPATCc), A. caninum(AgPAAc) e D. caninum(AgPADCc)
utilizando os PcAbs antA. vasoruma diluicdo de 1/203 (Grafico 3).
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Gréfico 2 - Especificidade dos anticorpos policienantiAngiostrongylus vasorum
purificados por cromatografia de afinidade utilidanSepharose 4B-CNBr ligada aos
antigenos ddoxocara canis, Ancylostoma caningnDipylidium caninumpor ELISA
indireto.A, B e C- anticorpos policlonais passados 1, 2 e 3 veeepgectivamente pela
coluna de Imunoafinidad@ placa de ELISA foi sensibilizada com antigengdeasito
adulto deAngiostrongylus vasoruifhgPAAvV), antigeno de larva de primeiro estadio de
Angiostrongylus vasorurfAgL1Av), antigeno de parasito adulto @exocara canis
(AgPATc). Valores das absorbancias dos anticorpagclpnais purificados e néo
purificados presentes no “pool” de soros de 10 eé&gerimentalmente infectados e
“pool” de soros de 10 cées néo infectados.
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Gréfico 3 - Especificidade dos anticorpos policlonais amgiostrongylus vasorum
purificados por cromatografia de afinidade utilidanSepharose 4B-CNBr ligada ao
antigeno de parasito adulto Aegiostrongylus vasorumor ELISA indireto. A placa de
ELISA foi sensibilizada com antigeno de parasitaltadde Angiostrongylus vasorum
(AgPAAv), antigeno de larva de primeiro estadio Aagiostrongylus vasorum
(AgL1Av), antigeno de parasito adulto dexocara canis(AgPATc), antigeno de
parasito adulto déncylostoma caninunfAgPAAc) e antigeno de parasito adulto de
Dipylidium caninum (AgPADc). Valores das absorbancias dos anticogmglonais
purificados e n&o purificados presentes no “poole doros de 10 caes
experimentalmente infectados e “pool” de soros@edks nao infectados.
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5.6 — Purificacdo da Proteina Especifica de Parasit Adulto de

Angiostrongylus vasorum

ApoOs a purificacdo dos PcAbs aAli- vasorum estes foram utilizados na
purificacdo das proteinas especificas de parasdoltea de A. vasorum pela
cromatografia de imunoafinidade na coluna de pmatéi como resina ligadora de IgG.
A figura 16 apresenta a analise eletroforéticardéefna imunogénica purificada de
vasorum onde se pode observar uma banda predominante ste rpelecular de
aproximadamente 51 kDa. Foram utilizados na pagéo 30 mg de proteina total de
parasito adulto d&. vasorumobtendo-se apos a purificacdo 0,22mg da protirzl
kDa.

PM A B C

116 —
97 —

66 —

45 —

29 __

24 —

Figura 16 - SDS-PAGE a 10% com reducédo, do antiginparasito adult¢A), do
antigeno de larva de primeiro esta(®) na concentracéo de 10ug, revelando a proteina
purificada de 51 kD&C) corada por Nitrato de Prata.

PM — Padréo de peso molecular.
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5.7 - Avaliacdo da Cinética de Producdo de Anticogs Policlonais 190G

Anti - 51 kDa de Parasito Adulto deAngiostrongylus vasorum

ApoOs a purificacdo e analise eletroforética daginat de 51kDa, a avaliacao da
cinética de producédo de PcAbs IgG anti-proteingbtleDa foi realizada através do
método de ELISA indireto. As placas de poliestirbiram sensibilizadas com 5ug/mL
da proteina de 51 kDa por um periodo de 3 hor&@ @ilizando Caseina a 2% como
bloqueio, soros de cdes negativos e positivosAavasorumrma diluicdo de 1:1000 e o
conjugado PcAbs anti-lgG de cdo na diluicdo de @056m PBS 0,1M pH 7,4 Tween
20 0,05% acrescida de Caseina a 0,2%.

A cinética do PcAbs IgG presente no soro de anirmdectados e animais
controle que reconhecem especificamente a prow#n&lkDa e antigeno total de
parasito adulto dA. vasorunforam expressas em valores médios de absorbancia.

Foram observadas diferengas significativas nosreslmédios da absorbéancia
entre os animais do grupo controle e animais iatexg (F=16,442, p<0,05).

Apoés a infeccdo foi observado um aumento sigriifioanos niveis de PcAbs
IgG especificos anti-51kDa no soro de animais tafws. Em todos os dias apés a
infeccdo utilizados nos experimentos, os valorediosé de absorbancia foram
significativamente superiores aos dos animais otn{p<0,05) (Grafico 4 A). Aos 30
dias apo6s a infecgdo foi observada uma queda géticitiva nos niveis de anticorpos
e aos 90 dias apoés a infeccdo uma elevacédo néaficsitima nos valores medios de
absorbéancia.

Com relacéo aos niveis de PcAbs IgG especificas g#igeno bruto soltvel de
parasito adulto deA. vasorum os valores médios de absorbancia foram
significativamente superiores aos dos animais otntfp<0,05). Foi observada uma
elevacédo significativa nos valores médios de aldsmib aos 90 dias apds a infeccéo
(p<0,05) (Grafico 4 B).
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Grafico 4 - Cinética de producdo de anticorpos Iy reagem com antigeno de
parasito adulto déngiostrongylus vasorum\. Antigeno purificado de parasito adulto
de Angiostrongylus vasorurde peso molecular aproximado de 51kDa purificadio p
cromatografia de imunoafinidade na coluna de Rratéiligada ao anticorpo policlonal
IgG especifico arMA. vasorum B - Antigeno bruto solUvel de parasito adulto de
Angiostrongylus vasorunValores médios das absorbancias dos anticorpasgmais
IgG presentes no soro de 20 cédes experimentalniefieietados. As barras verticais
correspondem ao erro padrao para cada ponto. Ldifeaentes representam diferenca
estatistica a nivel de 5% de confianca.
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5.8 - Avaliacao da Especificidade da Proteina Puidada de 51 kDa de

Parasito Adulto de Angiostrongylus vasorum

Para a avaliacdo da especificidade da proteisd #®a foram testados soros de
animais infectados, soros de animais negativos ressde animais naturalmente
infectados poiT. canis A. caninume D. caninumna diluicdo de 1:1000 em PBS 0,1M
pH 7,4 Tween 20 0,05% acrescida de Caseina a @a#o demonstrado no Gréfico 5
B, todo os soros de animais infectados Adovasorumapresentaram reativos no ELISA
indireto com a proteina purificada de 51kDa ao @it do observado para os soros de
animais controle e animais naturalmente infectadesr outros helmintos
gastrointestinais que nao apresentaram reatividama a proteina de 51 kDa,
caracterizando auséncia de reacdo cruzada (GE&Ago

O limite de deteccédo que permitiu separar animas#igos e animais negativos
para a infecgdo pok. vasorumno ELISA indireto padronizado para pesquisa de 1gG
especifica anti-antigeno bruto foi de 0,067. Dos $ffos de animais naturalmente
infectados porT. canis A. caninume D. caninum,21 soros (33%) foram reativos
caracterizando a presenca de reacao cruzada (&5#f)c

A especificidade do ELISA para pesquisa de IgGzatildo antigeno soluvel
bruto de parasito adulto devasoruntoi de 7% e a sensibilidade foi de 100%.

Com relacdo a proteina purificada de 51 kDa, otdimle deteccao que permitiu
separar animais positivos e animais negativos garéeccao poA. vasorummo ELISA
indireto padronizado para pesquisa de IgG espaqiiica a proteina de 51 kDa foi de
0,148.

Quatro amostras de soros positivos paraasorune trés amostras de soros de
cées positivos para outros helmintos gastroint@stipresentaram leituras proximas ao
limite maximo (“boderline”), que sdo amostras imietinadas apresentando valores
superiores ou inferiores a 10% do cut-off (0,14@ntro do qual ndo se pode ter certeza

do resultado.
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Grafico 5 - Distribuicdo dos valores em absorbammaa deteccdo de anticorpos
policlonais IgG anti-antigeno brut@) e anti-proteina de 51 kDa purificadB) de
parasito adulto dAngiostrongylus vasoruniN - soro de animais livres da infeccéo por
Angiostrongylus vasorune outras helmintoses, N’ - soro de animais nangate
infectados poiToxocara canisAncylostoma caninura Dipylidium caninunme livres de
infeccdo porAngiostrongylus vasorumralém de soros de animais experimentalmente
infectados poAngiostrongylus vasorumm diferentes dias apés a infeccao.

(_): Cut-off(média das absorbéncias de dez animais controkgtinegomada a trés
vezes o valor do desvio padrdo das amostras).
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6- DISCUSSAO

Os poucos trabalhos encontrados na literaturaemties as técnicas sorologicas
utilizadas no imunodiagndstico da angiostrongilcesg@na ndo dao subsidios para serem
considerados testes confiaveis, uma vez que detetdato anticorpos especificos
contra antigeno bruto soltvel de parasito adultd.deasorumcomo para antigenos de
outros helmintos. A necessidade crescente de aoS8gaurificados para a aplicagdo em
ensaios imunologicos, requer a purificacdo de antdg que permitam a separacdo de
uma proteina alvo de outras proteinas presentsstema. Desta forma, a identificacéo
de antigenos fracionados reconhecidos por difeseidsses de anticorpos é importante
para o desenvolvimento de testes sorolégicos carpjativo de estabelecer melhores
indices de especificidade sem perder a sensibdidaddiagnéstico da angiostrongilose

canina utilizando proteinas purificadasAlezasorum

6.1- ldentificacdo de Proteinas de Larvas de Prinm® Estadio (L1) e

de Parasito Adulto de Angiostrongylus vasorumReconhecidas por

Anticorpos de Diferentes Isotipos

Neste estudo, varios antigenos de L1 e parasittioadiom peso molecular
semelhantes foram detectados por diferentes cldgsasticorpos presentes no soro de
cdes experimentalmente infectados. A resposta dicogmo IgG foi direcionada
principalmente aos antigenos de L1 de 28, 39, 5163, 65 e 118 kDa e aos antigenos
de parasito adulto de 51, 63, 92 e 209 kDa. Trasatealizados por CURY¥t al,
(2002), utilizando antigeno de parasito adultcAdeasorum detectaram antigenos de
28, 102 e 115 kDa que foram reconhecidos por apsolgG presentes nos soros de
cdes experimentalmente infectados indicando-as c@®o principais proteinas
imunogénicas nas infec¢des pgarvasorum

A 1gG é a principal imunoglobulina do sangue, resfando por cerca de 80 a
88% do total de imunoglobulinas em cédes e por esz@ desempenha um papel
principal nos mecanismos de defesa dependente tdmrans (PASTORETEgt al,
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1998). As infecgBes pdk. vasorunleva a um aumento significativo nos niveis séricos
de anticorpos IgG especificos para antigenos de tl& parasito adulto, apresentando
papel fundamental na opsonizacdo de particulaanésts assim como na ativacédo do
complemento (BARCANTE, 2004). Neste estudo, a €&vanos niveis de IgG pode
ser observada a partir do 15° dia apés a infegga@mdo foram reconhecidas um grande
numero de proteinas de L1 e de parasito adulto.

A resposta do anticorpo IgM, observada neste esttalo direcionada
principalmente aos antigenos de L1 de 63, 65 eD® & aos antigenos de parasito
adulto de 51, 57 e 63 kDa. A imunoglobulina M éacteristica de uma resposta imune
priméria participando dos principais mecanismosiefesa na fase inicial da infeccao,
ligando-se a antigenos de vasorume ativando a cascata do complemento com a lise
mediada pelo complemento (CARUSO & PRESTOWOOD, 1988STORETet al,
1998).

Porém, ao contrario do observado para o anticogi® kcom o avanco da
infeccdo, observou-se uma diminuicdo no numero alaponentes de L1 que sao
reconhecidos pelo anticorpo do isotipo IgM. Essaimilicio também parece estar
relacionada com a disponibilidade dos antigenogimrna corrente sanguinea. De
acordo com o ciclo de vida d&. vasorum a partir do 30° dia ap6s a infeccéo
corresponde a maturacao sexual, reproducéo dositparadultos e postura dos ovos
nao embrionados nas artérias pulmonares e a ediesBb que atravessam ativamente
para os alvéolos pulmonares. Devido ao seu grandanho, uma vez que possui uma
estrutura pentamérica, os anticorpos IgM sdo basnte confinados ao sistema
vascular e sdo em decorréncia disso, de menor férma nos fluidos teciduais e
secrecdes do organismo. Além disso, a diminuicdateasidade de reconhecimento de
antigenos de L1 e de parasito adulto observada eesido pode ser devido ao fato de
este isotipo ser de baixa afinidade. Segundo BARTIAN2004), a verificacdo de
animais infectados poA. vasorumcom resultados muito baixos para a pesquisa do
anticorpo IgM na sorologia, associada ao fato deeagte isotipo ser de baixa afinidade,
indicam que a ocorréncia de resultados falsos ivegabode ser um evento comum na
pesquisa deste isotipo.

Com relagcdo ao anticorpo IgA, este por estar disgbrem baixos niveis no

soro e mais elevados nas superficies mucosas (PRET@t al, 1998), demonstrou
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uma menor afinidade aos antigenos de L1 e de fmeakilto, direcionando a resposta a
um numero reduzido de antigenos, onde as protdenh& de 63 e 65 kDa e de parasito
adulto de 51 e 63 kDa foram mais frequentementanfezridas.

A resposta do anticorpo IgE tem sido associadafecgfes helminticas e
doencas alérgicas. Apesar de representar uma pdrigna das imunoglobulinas
presentes no soro de mamiferos, durante as infedg@einticas, o nivel de IgE no
soro pode aumentar consideravelmente (NEGRAO-CORRE2001). Na
angiostrongilose canina, os niveis de anticorp&sdsgpecificos para antigenos de L1 e
de parasito adulto eleva-se principalmente na &gela da infeccdo (BARCANTE,
2004). A resposta de IgE no soro de animais inflestaporA. vasorum devido a
presenca de parasito adulto Aevasorumcom seus produtos de excrecado e secrecao
eliminados na corrente sanguinea faz com que namteineis constante e elevados no
sangue (BARCANTE, 2004), desta forma aumenta asndede de reconhecimento de
antigenos de parasito adulto observados nesteoeftod outro lado, o reconhecimento
de antigenos de L1 pelo Immunoblotting para o ariz IgE até o 30° dia apds a
infeccdo corroboram com os resultados obtidos FRGANTE (2004), onde, com a
passagem constante de L1 dos vasos para o sistepiaatorio faz com que ocorra um
influxo de imunoglobulinas do sangue para os pusn o objetivo de defesa contra
essas larvas.

A identificacdo de antigenos comuns a outros heétmig um dos principais
objetivos nos estudos de imunodiagnostico. Destamdp a angiostrongilose canina
pode estd associada a certas infecgbes helmicticagns encontradas em cdes como
Toxocara canis, Ancylostoma caninum e Dipylidiumimam Todos esses parasitos
podem levar a uma sintomatologia bastante policedrdi no caso da angiostrongilose,
as alteracbes nao sao especificas e podem sendafds com outras patologias. Desta
forma, este estudo demonstrou que antigenos desitparadulto sdo bastante
heterogéneos, contendo componentes capazes dér inch&resposta imune com uma
especificidade variada em cées infectados®p@asorum

A técnica de Immunoblotting demonstrou que parasiultos deA. vasorum
possuem antigenos comuns a outros parasitos, afmede reatividade cruzada com
anticorpos presentes em soros de caes infectadosup@s helmintosT. canis A.

caninume D. caninun). Resultados semelhantes foram observados quardaatageno
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de A. costaricensi{GRAEFF-TEIXEIRAet al,1997 & GEIGERet al, 1999) e de\.
cantonensisdemonstrando a presenca de determinantes actigégnn comum a outras
espécies de parasitos, particularmente com helm(UM & KO, 1985; 1986; FUJII,
1987; 1988; NUAMTANONG, 1996; EAMSOBHANAt al, 2001).

Ao contrario do sugerido por BARCANTE (2004) neteede ELISA indireto,
os resultados deste estudo obtidos pela técnit@menobloting mostraram uma baixa
reatividade cruzada contra antigeno bruto solUggbarasito adulto para os anticorpos
IgG, IgA e IgM presentes em soros de cées infest@doT. canis A. caninume D.
caninume uma forte reatividade cruzada contra proteimatlde de parasito adulto
para o anticorpo IgE.

O anticorpo IgG presente nos soros de caes expaaimente infectados péx.
vasorumdemonstrou uma resposta direcionada a uma gramigidade de proteinas de
parasito adulto durante todo o periodo de obseoyagicontrario do observado para os
anticorpos IgM e IgA. Adicionalmente, além da baigatividade cruzada demonstrada
por este isotipo, as proteinas de 51, 63 e 209 wddademonstram reatividade cruzada
quando testadas para 0s anticorpos presentes mesdsocaes naturalmente infectados
por outros helmintosT( canis A. caninume D. caninun). Desta forma, sugere-se que
estas proteinas presentes no antigeno bruto salévphrasito adulto da. vasorum
assuma um papel importante na indugéo da respoateeiem caes. Todavia, CURY
al., (2002), indicaram as proteinas de peso aproxirdad23, 102 e 115 KDa como as
principais proteinas nas infec¢cdes porvasorum Diferente da metodologia utilizada
neste estudo, estes autores usaram antigenoslestegienas de parasitos fémeas.de
vasorumque foram separadas em gel de poliacrilamida @&é. dicionalmente, 0s
autores nao testaram soros de cées infectadosufyos dielmintos para a verificacdo da
presenca de determinantes antigénicos comuns@sdgimintos.

Os métodos de diagndstico sorologico tém sidozatilbs com grande sucesso
para revelar antigenos e anticorpos especificgmmbsitos do génerngiostrongylus
A utilizacdo de antigenos de varios estadios dagiartem sido objeto de estudo por
varios autores. O perfil protéico de L1 e L3Adecantonensifoi analisado e mostrou-se
ser complexo consistindo de mais de 20 polipepsidiferentes de peso molecular que
variam de 8 a 130 kDa, indicando a importancia dasigenos larvais para o

diagndstico déA. cantonensisparticularmente em infeccdes recentes (CROSS & CH
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1982; DHARMKRONG-AT & SIRISINHA, 1983; CHEN, 198&,EN & CHEN, 1991,
CHYE et al, 2000). Os antigenos d&. vasorumpossuem uma variabilidade na
expressdo das moléculas protéicas nos diferentEgies deste parasito. Esta
variabilidade possivelmente favorece o mecanismesdbape do estadio larvar e dos
parasitos adultos das defesas do sistema imunolddpc hospedeiro permitindo a
migracdo e implantagdo da doenca. Adicionalmeretoto antigeno larval como
antigeno de parasito adulto de vasorumsao adequados para serem utilizados nos
testes de diagndéstico por estimular a producaontieoapos contra este parasito em

qualquer fase da infecgéo.

6.2- Purificacdo da Proteina Purificada de 51 kDae Parasito Adulto

de Angiostrongylus vasorum

A historia do desenvolvimento de imunodiagnéstioo iafec¢cdes helminticas
inclui esforcos permanentes de purificacdo e ag@bale antigenos espécie-especificos.
Antigenos purificados por cromatografia tém conmetp de impedir a interferéncia de
antigenos responsaveis pela reatividade cruzaderdando a especificidade dos testes
diagnosticos comparativamente aos extratos deesmatsgoruto dos parasitos.

A reatividade cruzada de soros imune @&ati-vasorum observada no
Immunoblotting e evidenciada pelo método de ELI&direto utilizando antigeno de
parasito adulto deA. vasorum T. canis A. caninume D. caninum parasitos
frequentemente encontrados em cées, sugerem anexdstle antigenos comuns a estas
espécies. Para a otimizacdo do teste de ELISAetodpara a detecgdo de anticorpos
IgG antiA. vasorumtornou-se necessario, primeiramente, a purifica@@nticorpos
especificos anth. vasorum e finalmente a obtencdo de antigenos que I|hes
correspondem. Neste estudo, anticorpos policloespecificos anth. vasorumforam
obtidos de soro de cées experimentalmente infestattavés de passagens sucessivas
na coluna de Sepharose 4B ativada com CNBr ligat@igenos de diferentes espécies
de helmintos gastrointestinaig.(canis A. caninume D. caninun), onde pode-se
observar pelo ELISA menores indices de reatividadeada com os antigenos desses
parasitos.
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Considerando a importancia dos testes sorologieopratica clinica para o
diagnéstico da angiostrongilose canina, o presestado refere-se ao emprego de
proteina purificada de parasito adulto Alevasorumcom aplicacdo na otimizacédo do
ELISA indireto.

O antigeno bruto soluvel € uma mistura complexaexidnar a purificacdo de
seus componentes € importante para a aplicacdoiagnddtico. A infeccdo poA.
vasorum bem como porA. cantonensise A. costaricensisinduz a formacao de
anticorpos que podem reagir com antigenos de opamasitos (CURYet al, 1996;
NUAMTANONG, 1996; EAMSOBHANA et al, 2001). A purificacdo de antigenos
especificos de espécies de parasito do gélegiostrongylustem sido usada com a
finalidade de se obter maiores indices de serdaloié e especificidade nos testes de
diagndstico e varias metodologias tem sido progostano cromatografia de exclusédo
em gel, troca idnica, cromatografia de imunoafidel@ eletroeluicdo em gel de SDS-
PAGE (KAMIYA et al.,1973; SUZUKIlet al, 1975; KUM & KO,1985, 1986; YEN &
CHEN, 1991; EAMSOBHANAet al.,2001).

A purificacédo eficiente de antigenos especificodAd@asorumfoi conseguida
por cromatografia de afinidade. Os absorventes omente utilizados usam como
ligantes proteinas da superficie de bactérias gieegagem com a fracdo Fc das IgG,
designadamente as Proteinas A e G, isolad&agdnylococcus aurewsStreptococcus
dos grupos C e G, respectivamente. Devido a mdinoidade da proteina A com a
fracdo Fc ao anticorpo IgG purificado obtidos deosode caes experimentalmente
infectados poA. vasorumesta proteina foi utilizada como ligante comralfdade de
se purificar antigenos especificosAlevasorum

Das quatro proteinas reconhecidas com maior freigigor IgG através do
Immunobloting como sendo possiveis proteinas efspgxide parasito adulto dé.
vasorum somente a proteina de aproximadamente 51 kDae¥adenciada na
eletroforese de gel de poliacrilamida. Possivelmefatores como a desnaturacao de
proteinas devido as etapas de didlise e liofiliazagd quais as amostras purificadas
foram submetidas ou também devido a baixas coraggigs, as proteinas de 63, 92 e
209 kDa do antigeno bruto de parasito adulto n&anfovisualizadas no gel de
eletroforese. A purificacdo do antigeno de paramitaito deA. cantonensisitravés da

técnica de cromatografia de imunoafinidade revelOuproteinas de peso molecular
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aproximado de 10 a 42 kDa (KUM & KO, 1986). Por&@mmente as proteinas de 29 e
31 kDa foram identificadas como proteinas espedfideA. cantonensisugerindo o
uso destes componentes antigénicos nos testesadeaodiico da angiostrongilose
humana (NUAMTANONG, 1996; EAMSOBHAN/Aet al., 2001; INTAPAN et al.,
2003). Proteinas de 80 a 210 kDa do parasito adalfo costaricensi$oram indicadas
como proteinas imunodominantes, porém, com gramae mla reatividade cruzada
dirigida a proteinas de peso molecular superiod &3¥a (GRAEFF-TEIXEIRAet al.,
1997; GEIGERet al, 1999). Por outro lado, estudos realizados poRABAM et al,
(2004) mostraram que as proteinas de baixo pesecmial de 20 e 30 kDa purificadas
por eletroeluicdo em gel de SDS-PAGE promovem uespasta humoral mais

especifica.

6.3 - Avaliacdo da Cinética de Producdo de Anticogs Policlonais 190G

Anti-Proteina de 51 kDa de Parasito Adulto de Angiostrongylus

vasorum

A cinética de producéo de anticorpos policlonas &nti- proteina purificada de
51 kDa e anti-antigeno bruto d& vasorumfoi avaliada pelo método de ELISA
indireto. Os niveis de IgG sérico dos animais it@f@os especificos para a proteina
purificada de 51 kDa, apresentaram uma elevacaotm do 15° dia apds a infecgéo e
se mantiveram elevados durante os 210 dias dewalgser com niveis superiores aos
valores observados para animais nao infectadosu&day verificada nos niveis de
anticorpos a partir do 30 dias apos a infeccadmiggnificativa, sendo observada uma
manutencdo nos niveis desta imunoglobulina no sadgs animais infectados até o
término do periodo de observacdo. Com relacdo a dgteantigeno bruto dé.
vasorum a maior elevacao foi verificada aos 90 dias apoddgeccdo, sendo os valores
superiores aos valores obtido dos animais ndotades. A queda verificada aos 180
dias ndo foi significativa, mantendo-se elevadaodigal do periodo de observacdo. Os
resultados apresentados corroboram os resultadmo®lpor COSTAet al., (1996);
CURY et al.,(1996) e BARCANTE (2004), onde se pode observaragiinfeccdes por
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A. vasorumleva a um aumento significativo nos niveis de amngios 1gG especificos
para antigenos de parasito adulto com tendéncianécitlade.

Os resultados deste trabalho demonstraram quei@igat IgG presente nos
soros de cées experimentalmente infectadosApeasorumse ligam a proteina de 51
kDa confirmando assim a antigenicidade desta pratéissim como o antigeno bruto,
a proteina de 51 kDa foi reconhecida durante tottes@ da infecgdo pdk. vasorum
mantendo os niveis do anticorpo IgG seérico eleva@siperiores aos animais nao
infectados.

Quando se fala em diagndstico, ha dois parameatrperiantes: a sensibilidade
e a especificidade do método. A sensibilidade deter a capacidade de deteccao de
todos os pacientes soropositivos, enquanto a digpmile determina que so se detecte
0S pacientes soropositivos para a enfermidadetigaesa. Assim, o método ideal deve
permitir valores maximos para estes dois paramettosesultado da sorologia de
animais naturalmente infectados pbr canis A. caninume D. caninumque S&o
parasitos comumente encontrados em cdaes, alémrdge de cdes sabidamente né&o
infectados, contra antigeno de parasito adultoAdevasorum mostrou reatividade
cruzada no teste de ELISA indireto para o isotigé.l A sensibilidade e a
especificidade encontrada para antigeno bruto oisipa adulto déA. vasorumfoi de
100% e 79%, respectivamente.

Ao contrario do observado para antigeno bruto sbltor emprego da proteina
purificada de 51 kDa elevou a especificidade doSALIndireto para a pesquisa do
anticorpo 1gG. O resultado da sorologia obtida @org proteina de 51 kDa, nao
mostrou reatividade para o isotipo IgG presente sm®s de cdes naturalmente
infectados por parasitos gastrintestinais, no guaensibilidade e a especificidade
obtida foi de 100%.

O uso de proteinas purificadas tem elevado tambéspecificidade nos testes
de diagnostico de outras espécies de parasitos éterag Angiostrongylus A
especificidade e a sensibilidade do teste de ELl®#kreto contra antigeno bruto de
parasito adulto dé. costaricensigoi de 76,2% e 91,1% respectivamente (GEIGER
al., 2001). Porém, a utilizacdo de proteina purificdda20 kDa tem demonstrado alta
especificidade na técnica de Immunoblotting (ABRAWAt al, 2004). Com relagéo a

A. cantonensisa utilizacdo do antigeno bruto nos testes de Kliifflireto mostrou
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100% de sensibilidade, porém, somente 66,8% decifismade (CHEN, 1986;
NUAMTAMONG, 1996). Por outro lado, a utilizacdo daoteinas de parasito adulto
de 29 e 31 kDa dA. cantonensigitilizando a técnica de Immunoblotting mostraram
uma sensibilidade de 55,6%, especificidade de 9%4%ensibilidade de 69,2% e
especificidade de 82,4% respectivamente (NUAMTAMONEGO6; MALEEWONGet
al., 2001). Todavia, EAMSOBHANAet al., (2001), isolando a proteina de parasito
adulto de 31 kDa dA. cantonensismostraram uma sensibilidade e especificidade de
100% no teste de ELISA indireto.

Diante destas consideracdes, pode-se entender rpagiddade cruzada entre
antigenos dé\. vasorume outros helmintos existe e que esta reatividatdeetiuzida
apos selecdo de uma proteina especifica do pardsltcionalmente, a avaliacdo da
resposta humoral frente a esta proteina contrilpaird uma melhor utilizacdo dos testes
de imunodiagnostico. No presente estudo foi mostrade a proteina de 51 kDa
especifica de parasito adulto de vasorumfoi purificada com sucesso através da
técnica de cromatografia de imunoafinidade e quesm desta proteina nos testes de
diagndstico para pesquisa de anticorpo IgG no derodes infectados p&r. vasorum
elevam os niveis de sensibilidade e especificiddole testes imunolbégicos. Estes
resultados sugerem a reprodutibilidade e a manéibeda reatividade desta proteina
obtida por este processo de purificacdo. Claramanteomatografia de imunoafinidade
€ um método eficiente de purificacdo de pequenastmiades de proteina. Todavia, um
dos obstaculos no processo de purificacdo de aoiggdruto de helmintos € a
dificuldade de se obter quantidade suficiente partestes de imunodiagndstico. Diante
disso, dos 30 mg de antigeno bruto submetidas adwlegia de purificagdo, somente
0,22mg de proteina purificada foram obtidos a pddiantigeno total, um rendimento
de 0,73%. Este valor foi inferior ao obtido por EBMBHANA et al, (2001), ao
purificar proteinas dé\. cantonensigpelo método de eletroeluicdo de gel de SDS-
PAGE, onde foram utilizados 12 mg de antigeno bmutcecuperado 0,49 mg de
proteina purificada, um rendimento de 4,08%, pocémdizente com os resultados de
KUM & KO (1986) onde os autores obtiveram um renelimo de 0,14 % utilizando a
técnica de cromatografia de imunoafinidade.

A proteina de 51 kDa mostrou-se bastante promisswa testes de

imunodiagnostico. Assim, torna-se necessario aizeg#o de testes imunoldgicos
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utilizando a proteina de 51 kDa para a pesquisaagnticorpos IgM, IgA e IgE.

Adicionalmente, existe a necessidade de caraatessaa proteina obtendo-se a
sequéncia de aminoacidos que apresente ou nao dgimatom alguma proteina
encontrada principalmente em helmintos. Assim, damwhtinuidade a deste trabalho, a
caracterizagdo desta proteina esta sendo realzatdaa colaboracdo do Dr. Mike
Richardson da Divisdao de Pesquisa da Fundacao Erdgas. Adicionalmente, a

producao de proteina recombinante para o uso egna@itco bem como a producéo de
anticorpos monoclonais a partir desta proteinafipada constitui uma segunda parte

deste trabalho.
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7- CONCLUSOES

A partir das informacdes obtidas neste estudo,{gedmncluir que:

1 - Os estadios evolutivos d& vasorum,L1l e parasito adulto, expressam

proteinas que séo reconhecidas pelas classesidarpos 19gG, IgM, IgA e IgE,

2 - O anticorpo IgG presente nos soros de céesimg@almente infectados
por A. vasorumdemonstra uma resposta direcionada a uma granaetidade de
proteinas de parasito adulto durante todo o perdedobservagdo, ao contrario do que
foi observado para os anticorpos IgM e IgA,

3 - Os anticorpos IgG, IgA e IgM presentes nos sae caes infectados por
T.canis A.caninume D. caninumreagem fracamente com antigenos de parasito adulto
de A. vasorume o anticorpo IgE reage ndo somente com antigenmadasito adulto,

mas também com antigenos de L1,

4 — As proteinas de parasito adulto de 51, 63 8 RBDa sdo mais
frequentemente reconhecida pelo anticorpo IgG ptesenos soros de céaes
experimentalmente infectados pdwvasorume nao apresentam reativas com anticorpo

IgG presente nos soros de cées infectados porsdugtmintos,

5 - A purificacdo de antigeno bruto solGvel de piémaadulto deA.vasorum
evidenciou a proteina de 51 kDa,

6 - A proteina purificada de 51 kDa ndo mostrouivielade cruzada com o
anticorpo 1gG presente nos soros de cdes natursdmaefectados por parasitos

gastrintestinais, no qual a sensibilidade e a éspdade obtida foi de 100%,

7 - A sensibilidade e a especificidade encontrada pntigeno bruto soltvel de

parasito adulto dA. vasorunfoi de 100% e 79% respectivamente.
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ANEXO |

Solugbes utilizadas na eletroforese em gel de grdamida

Tampao de corrida

Tris base 15,15¢
Glicina 72 ¢

SDS 59

H,O bidestilada g.s.p 5000 mL

Tampao de Amostra 2x

SDS 0,23 ¢
Tampao do gel de concentracdo 1,25 mL
Glicerol 2 mL

2- mercaptoetanol 0,5mL
Azul de bromofenol 100pL

H,O bidestilada g.s.p 10 mL

Tampao do Gel de Concentracao

Tris base 12,10g
SDS 0,809
H,O bidestilada g.s.p 100 mL

Acertar pH para 6,8 com HCI 5N

Tampao do Gel de Resolucao

Tris base 36.33 g
SDS 0,809
H,O bidestilada g.s.p 100 mL

Acertar pH para 8,8 com HCI 5N
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Solucdo de Acrilamida

Acrilamida 3049
Bis acrilamida 0,80 ¢
H.O bidestilada g.s.p 100 mL

Solucédo de Persulfato de Amonio 10%

Persulfato de Amoénio 0,30 g
H,O bidestilada g.s.p 3,0mL

Solucdo Corante para Proteinas

Brilhant Blue 1,259
Acido Acético Glacial 35 mL
Metanol 250 mL
H,O bidestilada g.s.p 500 mL

Solucdo Descorante para as Proteinas

Acido Acético Glacial 70 mL
Metanol 100 mL
H,O bidestilada g.s.p 1000 mL
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ANEXO Il

Solugdes utilizadas na técnica de “Immunoblotting”

Solucéo de Transferéncia

Tris base 12,11 g
Glicina 57,679
Metanol 800 mL
H.O bidestilada g.s.p 1000 mL

Solucéo de Ponceau’s 1%

Ponceau’s 19
Acido Acético Glacial 10 mL
H,O bidestilada g.s.p 100 mL

“Phosphate Buffer Saline”- PBS Soluc¢éo estoque 1 BH 7,4

KH,PO, 29
NaHPO, . 12 HO 28¢

NacCl 29

KCI 29

H.O bidestilada g.s.p 1000 mL

PBS Tween — 20 0,05% (PBST)

Tween — 20 0,5mL
PBS 0,1 MpH 7,2 q.s.p 1000 mL

Solucéo substrato

(a)3,5- Diaminobenzidina 12 mg
PBS 12 ml
(b)4-cloro-1-naftol 06 mg
Metanol 02mL
PBS 0,1M pH7,4 10 mL

Misturar (a) e (b) e acrescentanplOde Peroxido de Hidrogénio 30 %
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ANEXO lli

Solugdes utilizadas na preparagéo da coluna deaBegshCL 4B

Tampé&o de ligacdo 0,1M Carbonato de Sodio pH8, 3rwo0,5M NaCl

NaCOs 0,098 g
NaHCG; 8,32 ¢
NacCl 29,229
H.O bidestilada g.s.p 1000 mL

Tampao Acetato 0,1M Acetato pH4, 0 com 0,5M NaCl

A) Acido Acético Glacial 1,15 mL
H,O bidestilada 98,85 mL
B) Acetato de Sodio Anidro 1,649
H,O bidestilada 98,36 mL
Adicionar 41 mL da solucdo A e 9 mL da solucdo®@mpletar para 100 mL de,&
bidestilada

Etanolamina 1 M pH 8,0

Etanolamina 3,0 mL
HCI concentrado 4.0 mL
H>O bidestilada 20 mL

Completar o volume para 50 mL e medir o pH

Tampao Tris-HCI 1 M pH8,0

A) Tris base 121,19
H,O bidestilada g.s.p 1000 mL
Ajustar o pH para 8,0 com HCI concentrado
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ANEXO IV

Solugdes utilizadas no ELISA indireto

Tampéao de Cobertura 0,1M pH 9,6

1- NaCOs 2,12 g/ 100 mL de $D destilada
2- NgHCO3 3,35 g/ 200 mL de $D destilada
Misturar 80 mL da sdloc¢l e 170 mL da solucgéo 2

Solucédo de Bloqueio (1)

BSA 1lg
Tween 20 0,05% em PBS 0,1M 100 mL

Solucéo de Bloqueio (2)

Caseina 29
PBS 0,1M pH7, 4 100 mL

Solucéo de Lavagem

Tween 20 0,05% em PBS 0,1M 1000mL

Tampao de Diluicao (1)

Solugéo de bloqueio (1) 10 mL
Tween 20 0,05% em PBS 0,1M 90 mL

Tampao de Dilui¢ao (2)

Caseina 0,25¢g
Tween 20 0,05% em PBS 0,1M 100 mL

Tampao Citrato pH 5,0

NaHPO, 13,41 g
Acido Citrico 519¢g
H,O bidestilada g.s.p 1000 mL

111



Solucéo substrato-reveladora

Tampao Citrato 10 mL
OPD 54 mg
H.0O, 30% 2ul

112



ANEXO V

Solucgdes utilizadas na preparagdo da coluna deiRaoh

Borato de Sodio 0,2M pH 9,0 Solugéo estoque

A) Acido Borico 12,4 g

H,O bidestilada g.s.p 100 mL
B) Borato de Sadio 19,05 ¢
H.O bidestilada g.s.p 100 mL

Adicionar 50 mL da solucao A acrescida de 59 mkalacéo B e completar para 200 mL

113



ANEXO VI

Solugdes utilizadas na coloragéo por Nitrato déeaPra

Dicromato de Potassio

K>CrO;
HNO3;65%
H,O bidestilada q.s.p

100 mg
28 uL
100 mL

Nitrato de Prata

AgNO;
H.O bidestilada g.s.p

200 mg
100 mL

Carbonato de Sodio

Na,CO;
HCHO 40%
H.O bidestilada g.s.p

39
50 pL
100 mL

Preparar na hora do uso

Solucdo Fixadora

Metanol
Acido Acético Glacial
H>0O bidestilada

30 mL
10 mL
60 mL
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ANEXO VI

Lei 6.638, 08 de maio de 1979
Normas para Prética Didatico-Cientifica da Vivissecdo de Animais

Art. 1° — Fica permitida, em todo o territorio nacionalvigissec¢do de animais, nos

termos desta lei.

Art. 2° — Os biotérios e os centros de experiéncias e usimagdes com animais vivos

deverao ser registrados em 6rgdos competentesetepautorizados a funcionar.

Art. 3° — A vivissecgdo néo esta permitida:

l. sem 0 emprego de anestesia

Il. em centros de pesquisas e estudos nao registnaddgy&o competentes

[l sem supervisdo de técnico especializado

V. com animais que ndo tenham permanecido mais dguirtz€) dias em biotérios
legalmente autorizados

V. em estabelecimentos de ensino deel 2 grau e em quaisquer locais
frequentados por menores de idade

Art. 4°- O animal s6 podera ser submetido as intervengdesnendadas nos protocolos

das experiéncias que constituem a pesquisa owgsapnas de aprendizagem cirlrgico,

quando, durante ou apdés a vivisseccao, recebemdnscespeciais

§ 1° Quando houver indicacdo, o animal podera serfiacto sob estrita obediéncia as

prescricoes.

§ 2 Caso nao sejam sacrificados, os animais utilizados experiéncias ou

demonstracdes somente poderdo sair do biotériariB@a) dias apos a intervencao,

desde que destinados a pessoas ou entidades id@ueaspor ele queiram

responsabilizar-se

Art. 5° — Os infratores desta Lei estardo sujeitos:

l. as penalidades cominadas no artigo 64, caput, dorefde— lei 3,688 de
03/10/41, no caso de ser a primeira infracéo

. a interdicdo e cancelamento do registro do biotgwido centro de pesquisas, no
caso de reincidéncia

Art. 6° — O poder Executivo, no prazo de 90 (noventa), degulamentara a presente

Lei, especificando:

l. O0rgdo competente para o registro e a expedicAatdeizncdo dos biotérios e
centros de experiéncias e demonstracdes com anrivass

Il. as condic¢des gerais exigiveis para o registroumcdnamento dos biotérios

[l orgdo e autoridade competentes para a fiscalizdg&obiotérios e centros
mencionados no inciso

Art. 7° — Esta lei entra em vigor a partir da data depsidicacdo

Art. 8° — Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.
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ANEXO VIII - Géneros de helmintos recuperados apés a neardpstaes capturados pelo
Centro de Zoonoses da Prefeitura de Belo Horizeés.
Numero de espécimes de helmintos adultos recuperadapds necrépsia de caes

Animal L= .
Toxocara Ancylostoma Dipylidium Angiostrongylus

1 17 0 0 0
2 18 0 0 0
3 3 0 0 0
4 48 0 0 0
5 35 0 0 0
6 25 1 0 0
7 74 5 0 0
8 82 12 0 0
9 19 10 0 0
10 13 6 0 0
11 15 10 9 0
12 18 2 10 0
13 8 3 4 0
14 10 6 6 0
15 8 4 1 0
16 10 0 0 0
17 16 0 0 0
18 55 0 0 0
19 37 0 0 0
20 14 0 0 0
21 6 46 0 0
22 17 51 0 0
23 59 3 0 0
24 26 47 0 0
25 22 1 0 0
26 19 95 3 0
27 28 1 6 0
28 19 2 11 0
29 55 13 7 0
30 6 8 9 0
31 40 14 0 0
32 36 20 0 0
33 50 14 0 0
34 3 3 0 0
35 18 2 0 0
36 46 5 0 0
37 68 8 0 0
38 0 2 0 0
39 15 55 0 0
40 15 43 0 0
41 4 3 0 0
42 3 22 0 0
43 45 30 0 0
44 12 15 5 0
45 7 5 0 0
46 2 3 0 0
47 28 64 6 0
48 26 11 0 0
49 7 3 4 0
50 3 0 0 0
51 7 49 0 0
52 23 34 0 0
53 6 8 0 0
54 37 0 0 0
55 177 1 0 0
56 18 0 99 0
57 10 6 6 0
58 15 9 12 0
59 48 6 16 0
60 12 0 0 0
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