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RESUMO

Dissertacédo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

ELIMINACAO DE LARVAS E HISTOPATOLOGIA DE CAMUNDONGOS SWISS
INFECTADOS COM DIFERENTES DOSES DE Angiostrongylus costaricensis

Autora: Caroline Chaves Hermes
Orientadora: Maria Isabel Botelho Vieira
Passo Fundo, 03 de agosto de 2018

A angiostrongiliase abdominal (AA) ¢ uma doenga causada pelo nematéodeo Angiostrongylus
costaricensis, descrito pela primeira vez na Costa Rica. Trata-se de uma zoonose, endémica da
regidao Sul do Brasil, tendo como hospedeiros definitivos roedores silvestres e hospedeiros
intermedidrios moluscos terrestres. O homem infecta-se acidentalmente pela ingestdo da forma
infectante do parasito (L3) em verduras, legumes e/ou frutas e os sintomas caracteristicos sao dor
abdominal e massa tumoral palpavel, podendo ser confundida com apendicites ou tumores. A relagao
entre infecgdes com diferentes doses de larvas de terceiro estadio (L3), gravidade dos sinais clinicos
¢ sobrevida dos animais ainda ndo ¢ elucidado, bem como a relagdo com a elimina¢do de larvas de
primeiro estadio (L1). O estudo foi executado no Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Passo Fundo (ICB/UPF) e utilizou-se trinta e dois camundongos Swiss machos
(Mus musculus), infectados com diferentes doses de L3 de A. costaricensis, divididos em quatro
grupos de oito animais: grupo 1: 5 L3; grupo 2: 15 L3; grupo 3: 30 L3 e grupo 4: controle. As fezes
dos animais foram coletadas individualmente, a partir do 20° dia pés-infecgao (DPI) até virem a
obito, sendo feita andlise macro e microscopica dos mesmos. Estudos que auxiliem para uma melhor
elucidacdo da doenca ¢ importante para a compreensdo da relagdo parasito e hospedeiro e na
fisiopatologia da enfermidade. Avaliamos a eliminagao de larvas L1 nas fezes de camundongos com
sua sobrevida e andlise histopatologica post mortem, relacionando a gravidade dos sinais clinicos
com as diferentes doses infectantes do parasito. Nossos resultados mostraram que animais infectados
com uma dose infectante maior apresentam maior taxa de eliminagdo de larvas. Notamos também
que a maioria dos roedores morreram entre 20 a 40 dias apdés a infecgdo, apresentando
broncopneumonia e hepatite, destacando as diferencas entre os grupos em relagdo a presenga de
trombos intestinais, esplenite, ovos/larvas e infarto no figado. Concluimos que diferentes doses
infectantes de L3 de A. costaricensis interfere na eliminac¢do de L1, assim como altera os aspectos
histopatoldgicas nos camundongos, sendo que doses maiores resultam em presenca abundante de
ovos e larvas e infarto no figado, esplenite e trombose intestinal, porém ndo altera a mortalidade
desses roedores.

Palavras-chave: angiostrongiliase abdominal, camundongos Swiss, eliminagdo de larvas,
dose infectante, histopatologia
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Graduate Program in Bio-Experimentation
University of Passo Fundo

SHEDDING OF LARVAE AND HISTOPATHOLOGY OF SWISS MICE INFECTED
WITH DIFFERENT DOSES OF Angiostrongylus costaricensis

Author: Caroline Chaves Hermes
Advisor: Maria Isabel Botelho Vieira
Passo Fundo, Agost 3rd, 2018

Abdominal angiostrongiliasis (AA) is a disease caused by the nematode Angiostrongylus
costaricensis, and was first described in Costa Rica. It is a zoonosis endemic to south Brazil. wild
rodents as the final hosts of this nematode, and molluscs the intermediate hosts (Graeff-Teixeira et
al., 1989). The man is accidentally infected by ingestion of the infecting form of the parasite (L3)
in vegetables, vegetables and/or fruits and the characteristic symptoms are abdominal pain and
palpable tumor mass, which can be confused with appendicitis or tumors. Correlations between
infections and different doses of third stage larvae (L3), severity of clinical signs and survival of
the animals has not been elucidated, as well as the relation with the shedding of first stage (L1)
larvae. The study was performed at the laboratory animal facility of the Institute of Biological
Sciences of Universidade de Passo Fundo (ICB/UPF) and thirty-two male Swiss mice (Mus
musculus) infected with different doses of L3 from A. costaricensis were divided into four groups
of eight animals: group 1: 5 L3; group 2: 15 L3; group 3: 30 L3 and group 4: control. Fecal
sampling of the animals were collected individually, from the day 20 post infection (DPI) until
death, and macro and microscopic analysis of them. Studies that help to better elucidate the disease
are important for the understanding of the parasite and host relationship in the pathophysiology of
the disease. We evaluated the elimination of L1 larvae in the feces with the survival and
histopathological analysis of the rodents post mortem, relating the severity of the clinical signs
with the different infective doses of the parasite. Our results showed that animals infected with a
higher infective dose had a higher larval elimination rate. We also noticed that the majority of
rodents died between day 20 and 40 post infection, presenting bronchopneumonia and hepatitis,
highlighting the differences between the groups in relation to the presence of intestinal thrombi,
splenitis, eggs / larvae and liver infarction. We conclude that different infective doses of L3 from
A. costaricensis interfere with the shedding of L1, as well as alter the histopathological aspects in
the mice, with higher doses resulting in the abundant presence of eggs and larvae and liver
infarction, splenitis and intestinal thrombosis but don’t alters the mortality of these rodents.

Key words: abdominal angiostrongyliasis, Swiss mice, shedding of larvae, infective dose,
histopathology
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1. INTRODUCAO

O nematodeo Angiostrongylus costaricensis, familia Angiostrongylidae, causador da
angiostrongiliase abdominal (AA) descrito pela primeira vez, no ano de 1970, por Morera e
Céspedes, como um novo metastrongilideo encontrado na Costa Rica, sendo esta a segunda espécie
do género de importancia ao homem. Sua denominagao foi proposta para diferir de Angiostrongylus
cantonensis, causador da meningoencefalite eosinofilica (1).

Trata-se de uma zoonose, endémica da regido Sul do Brasil, tendo como hospedeiros
definitivos roedores silvestres, hospedeiros intermediarios moluscos terrestres € o homem
participando do ciclo de maneira acidental, afetando criangas e adultos (2). Seus principais sintomas
sdo dores abdominais que podem vir acompanhadas de febre, nduseas, vomitos, anorexia, diarreia
ou perda de peso. As principais manifestagdes histopatoldgicas da AA sao lesdes vasculares com
presenca de infiltrado eosinofilico e granulomas perivasculares, podendo estar relacionadas com
trombos, além da caracterizagdo de estruturas parasitarias na luz vascular (3; 4).

A patogénese da AA ainda ndo esta totalmente elucidada, sendo seus fendmenos estudados
em modelos experimentais como camundongos da espécie Mus musculus, os quais desenvolvem a
enfermidade, apresentando sinais clinicos semelhantes aos sintomas no homem (5; 6). Tais
roedores quando infectados pelo parasito, liberam formas parasitarias em suas fezes, as quais sendo
quantificadas também expressa uma melhor interagao entre o parasito e seus hospedeiros (7).

Ainda nao hé esclarecimento se a quantidade de larvas de terceiro estadio (L3) infectadas em
um modelo experimental estd relacionado com a maior eliminagdo de larvas de primeiro estadio (L1)
nas fezes, bem como com a gravidade dos sinais clinicos e sobrevivéncia dos animais. Nosso
objetivo foi avaliar a eliminag@o de L1 liberadas por camundongos M. musculus/Swiss infectados
com diferentes doses de A. costaricensis, correlacionando com o indice de mortalidade e alteragoes
histopatoldgicas post mortem de cada roedor.

A presente dissertacdo compreende, além desta introducdo, uma breve revisdo da literatura
sobre A. costaricensis e dois capitulos na forma de artigos cientificos. O capitulo 1 possui como
titulo “Eliminagdo de larvas de Angiostrongylus costaricensis em fezes de camundongos Swiss
infectados com diferentes doses infectantes e sera submetido ao periddico Journal of Helminthology,

qualis Bl e fator de impacto 1,42. O capitulo 2 possui como titulo “Aspectos histopatologicos
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correlacionados com diferentes doses infectantes de Angiostrongylus costaricensis” e sera

submetido ao periddico Acta Tropica, qualis A2 e fator de impacto 2,21.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PARASITO

2.1.1 Historico

O primeiro caso da doenga foi descrito no ano de 1952, na Costa Rica, onde relatou-se um
parasito zoondtico em uma ressecgao ileocecal de uma crianga de 7 anos, a qual apresentava dor
abdominal, infeccdo e massa palpavel, desde entdo mais de 70 casos foram estudados até sua
identificag@o (8). Outros casos foram registrados em Honduras (9), México (10), Equador (11),
Estados Unidos da América (12) e na Europa (13). No Brasil, também ha registros em Sao Paulo
(14), Santa Catarina e Parana (15), Minas Gerais (16), Espirito Santo (17) e Rio de Janeiro (18).

Em 1983, houveram registros de 3 casos no Rio Grande do Sul (RS), onde os pacientes
relataram dor abdominal difusa e dor na fossa iliaca direita. Na analise microscépica, observou-se
infiltrado inflamatorio intenso, grande niimero de eosinéfilos e o parasito encontrava-se no interior

dos ramos das arteriolas mesentéricas (3).

2.1.2 Caracteristicas morfolégicas

Ambos os sexos do parasito adulto se caracterizam pelo corpo filiforme. O macho apresenta
comprimento que varia entre 16,78mm a 18,96mm e largura de 0,28mm, exibindo a extremidade
caudal levemente curvada, terminando em uma bolsa copulatéria bem desenvolvida. A fémea
apresenta entre 24,57mm a 27,90mm de comprimento e uma extremidade distal levemente curvada,

de forma conica (19).
2.2 HOSPEDEIROS DEFINITIVOS

O principal hospedeiro definitivo do parasito é o roedor silvestre Sigmodon hispidus, popular

rato do algoddo, com distribui¢do desde o sul dos Estados Unidos, até o norte da Venezuela e
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nordeste do Peru. No RS, duas espécies do género Oryzomys foram identificadas: Oryzomis raticceps
e Oryzomys nigripes, sendo este o mais numeroso em lavouras e matas, o que pode explicar o numero
de casos registrados no estado (19).

Outros hospedeiros definitivos sdo os camundongos da espécie Mus muscullus, porém estes
apresentam alta morbidade a infeccdo e o rato Rattus rattus, que apresenta alta resisténcia em
condicdes experimentais (4).

Estudos anteriores propuseram que caes adultos podem participar do ciclo como hospedeiros
reservatorios da doenga, podendo representar risco de infecgao a humanos (20). No ano de 2014, na
Costa Rica, demonstrou-se pela primeira vez um cao de 4 meses de idade, naturalmente infectado
por A. costaricensis. O animal apresentava perfuracdo intestinal, peritonite e presenca de larvas de
primeiro estadio em suas fezes, confirmando sua atuagdo como hospedeiro definitivo para este
parasito (21).

Ha também evidéncias de que o coati de nariz branco (Nasua narica) ¢ um hospedeiro
definitivo naturalmente susceptivel a infec¢ao de A. costaricensis na Costa Rica, devido a obtengao
de larvas de primeiro estadio de suas fezes, as quais foram identificadas morfologicamente e por

caracterizacao molecular (22).
2.3 HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS

A primeira espécie identificada como hospedeiro intermediario de A. costaricensis foi o
molusco terrestre Phyllocaulis variegatus ocorrendo no sul do Brasil, Paraguai e norte da Argentina
¢ Uruguai (23). No sul do Brasil, é reportada a ocorréncia de Limax maximus, Limax flavus,

Bradybaena similares e Belocaulus angustipes infectadas com A. costaricensis (24).

2.4 CICLO BIOLOGICO

Os roedores sdo infectados por alimentarem-se de legumes, verduras, frutas e/ou moluscos
contaminados por L3 de A. costaricensis (1). Seres humanos adquirem o parasito pela ingestdo de
L3, ou do proprio parasito, conforme ja descrito (Figura 1) e sdo considerados hospedeiros acidentais

por ndo eliminarem larvas em suas fezes (25).
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O parasito adulto de A. costaricensis vive nos ramos da artéria mesentérica superior de
roedores. As fémeas do parasito pdem ovos, 0s quais percorrem a corrente sanguinea na parede
intestinal, local onde ocorre a larvogénese gerando a L1, que serd eliminada junto as fezes. As larvas
podem penetrar os hospedeiros intermediarios por via oral ou percutanea, onde em sua camada
muscular, as larvas sofrem duas mudas (L1 - L2 - L3), sendo a L3 a forma infectante para os

hospedeiros definitivos, a qual ¢ eliminada junto ao muco dos moluscos (25).

Hospedeiros acidentais ingerem Hospedeiros definitivos
L3 presentes no alimento liberam larvas nas fezes

Larva de terceiro estadio (L3) Larva de primeiro estadio (L1)

\

L3 ou molusco em fth “

verduras ou legumes

Hospedeiro intermediario

L1>123>13)

Figura 1 - Ciclo de vida de Angiostrongylus costaricensis.

A enfermidade AA, trata-se de uma zoonose parasitaria importante no RS, estado onde foi
diagnosticada maior parte dos casos, com destaque a regido norte, evidenciando a presenca de
sazonalidade da doenga. O maior numero de casos ocorre na primavera, devido a reprodugao e

aumento da atividade dos moluscos, ja no inverno, ha diminui¢cdo de suas atividades (4).
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2.5 PATOLOGIA E SINAIS CLINICOS

Relataram-se dois casos de AA com diferencas em suas manifestagdes patologicas. No
primeiro caso, descreve-se a forma aguda da doenca, onde o paciente, um homem de 32 anos,
apresentou abdome agudo e perfuragdo ileocecal. Na andlise anatomopatologica, a confirmacao
diagnostica se deu pela detecgdo de vermes adultos intra-arteriais de A. costaricensis. O segundo
caso, uma mulher de 34 anos, apresentou uma forma insidiosa da doenca, com envolvimento
hepatico, no entanto, a confirmacdo da doenga foi devida a andlise soroldgica e presenga de
eosinofilos nos espagos-porta do figado (26).

Um estudo experimental, utilizando Swiss Webster e S. hispidus, infectados com A.
costaricensis, demonstrou que uma migracdo alternativa para veias hepaticas do hospedeiro pode
ocorrer naturalmente, atingindo o figado pelos ramos das artérias hepéaticas e veia porta, fazendo
com que o parasito amadurega e deposite seus ovos neste local (25).

Na analise macroscdpica, a mucosa intestinal apresenta ulceras, discreta reagao inflamatoria
e espessamento da parede, devido a intensa e difusa infiltracao eosinofilica. Ovos embrionados
sao encontrados na parede intestinal e o parasito adulto na artéria mesentérica e seus ramos,
acarretando em arterite e trombose (1). No hemograma ha aumento no numero de eosinofilos, de
11% a 81% e presenca de leucocitose, podendo variar de 10.000 a 52.000 mm?. E rara a observagao

de eosinofilia menor de 10% e leucocitose maior de 50.000 mm? (26).

2.6 DIAGNOSTICO

2.6.1 Imunodiagndstico

A padronizagdo da técnica ELISA (ensaio de imunoabsor¢do enzimatica) para detectar IgG
a partir de antigenos totais da fémea de A. costaricensis, apresentou resultados satisfatorios, com
sensibilidade de 86% e especificidade de 83% (27). A utilizagdo da técnica para diagnostico da
fase aguda da AA, em soro de pacientes diagnosticados por meio de anatomopatoldgico, obteve-se

especificidade de 76,2% e sensibilidade de 91,15% (28).
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2.6.2 Diagndstico molecular

A técnica de PCR (reacdo da cadeia da polimerase), pode ajudar no diagndstico de AA, pois
detecta 0 DNA do parasito em tecido humano embebido em parafina e fixado em formalina.
Realizou-se um estudo com 20 casos confirmados da enfermidade, 20 casos presumiveis, 3 casos
negativos € 7 casos com outras parasitoses (Estrongiloidiase, Ascaridiase, Esquistossomose e
Enterobiase), denotando uma sensibilidade intermediaria de 55% e uma 6tima especificidade de
100%, o que representa grande relevancia clinica, pois descartou-se os casos negativos e com outras

parasitoses, mostrando-se positiva para os casos com AA (29).

2.6.3 Anatomopatologico

O diagnostico definitivo € feito através do exame anatomopatologico, com a identificagdo do
verme adulto ou ovos, necessitando inclusao de quase totalidade do material para confirmacao da
enfermidade (4).

Os achados macroscopicos caracteristicos sdo lesdes com aspecto de infarto-
enteromesentérico, espessamento intestinal difuso e nodulagdes no ceco-colons, podendo ser
presente areas de perfuragdes intestinais, provocadas pela necrose. Na microscopia, evidencia-se
arterite eosinofilica, infiltrado eosinofilico e granulomas, bem como a identificagdo de ovos e

vermes do parasito, a fim de confirmar-se a enfermidade (30).

2.7 PREVENCAO E TRATAMENTO

Tratamentos com anti-helminticos ndo se mostraram eficazes contra o parasito ¢ devido as
manifestacdes clinicas que ocorrem apds sua maturacdo, pode provocar lesdes devido sua morte
dentro dos vasos sanguineos (31). O anticoagulante Enoxaparina, utilizado a fim de prevenir lesdes
intestinais isquémicas em camundongos, ndo mostrou efeito protetor contra AA, mesmo em altas
doses, sendo seu uso nao recomendado como tratamento da doenca (32).

Por se tratar de frutas e verduras contaminadas com o muco dos moluscos como fonte de
transmissao ao homem, ¢ recomendado a utilizacdo de hipoclorito de sodio para inativagdo da

forma infectante do parasito. A incubacdo de larvas infectantes (L3) a 5°C por 12 horas em
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hipoclorito de sodio 1,5%, com resultado de 0% da viabilidade das mesmas. Outros meios como,
solugdo saturada de cloreto de sddio e vinagre e, obtiveram viabilidade de 1,8% e 2,4%,

respectivamente, mostrando também serem Uteis para descontaminacao dos alimentos (33).

2.8 ELIMINACAO DE LARVAS

Os camundongos M. musculus, linhagem Swiss, desenvolvem AA, porém apresentam uma
alta mortalidade, pois ndo ha registros de camundongos infectados naturalmente (34), sendo
também muito utilizados como modelo experimental em pesquisas (6). A quantificagdo de formas
parasitarias de L1 liberadas por esses roedores pode expressar uma melhor interacdo parasito e
hospedeiro (7), corroborando para elucidagao da enfermidade.

Anteriormente, avaliou-se o ritmo circadiano de eliminac¢do de L1 de A. costaricensis em
fezes de camundongos Swiss, onde apresentaram maior eliminacao de larvas a noite devido a maior
quantia de fezes neste periodo, também apontaram o fenomeno de tolerancia ao parasito em animais
que sobreviveram por mais tempo (35). Outro estudo relatou a eliminagao irregular e variacdo no
nimero de L1 eliminadas diariamente por camundongos da mesma linhagem, infectados com 10

L3 de A. costaricensis (7).
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Abstract

Abdominal angiostrongyliasis (AA) is an endemic zoonosis in south Brazil caused by the nematode Angiostrongylus
costaricensis, and have wild rodents as final hosts and terrestrial molluscs as intermediate hosts. Humans are accidentally
infected by ingesting the infecting stages of the parasite. To date, correlations between shedding of first stage larvae
(L1) and different infective doses (L3) have not been fully elucidated. Thus, we assessed the rate of fecal shedding of
L1 excreted by Swiss mice experimentally infected with different parasite doses of A. costaricensis and its correlation
to mortality rates in these laboratory rodents. Thirty-two male Swiss mice were infected with L3 of A. costaricensis and
divided into 4 groups: group 1: 5 L3; group 2: 15 L3; group 3: 30 L3; and group 4: control. Fecal samples were collected
from each animal starting at the day 20 post infection (DPI). The results of the present study show that animals infected
with a higher infective dose had a higher rate of fecal shedding of larvae. We conclude that different infective doses of
L3 from A. costaricensis interfere with the shedding of L1. Different infective doses of L3 do not alter the mortality rate

of these experimental animals.

Keywords: fecal shedding of larvae, infective doses, abdominal angiostrongyliasis
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Introduction

Abdominal angiostrongiliasis (AA) is a disease caused by the nematode Angiostrongylus costaricensis, and
was first described in Costa Rica (Morera & Céspedes, 1971). It is a zoonosis endemic to south Brazil. Wild rodents
are the final hosts of this nematode, and molluscs the intermediate hosts (Graeff-Teixeira et al., 1989). In the
intermediate host, first stage larvae (L1) undergo two molts. Third stage larvae (L3) are the infective form which are
excreted by the host admixed with intestinal mucus (feces). The adult parasite lives in the branches of the superior
mesenteric artery of rodents which are infected after ingesting L3 -contaminated molluscs. Infected rodents shed L1 in
their faecces (Morera & Céspedes, 1970).

Human are accidental hosts, and ingest food contamined with L3 (Mota & Lenzi, 2005). Typical symptoms
of the disease in humans include abdominal pain and the presence of a palpable tumor-like mass which may be
misinterpreted as appendicitis or neoplasia (Graeff-Teixeira et al., 1989). Abdominal angiostrongiliasis is of major
importance in the State of Rio Grande do Sul (RS), south Brazil, where most of the cases of the disease have been
diagnosed, especially in the northern region part of the State. The disease has a seasonal pattern in this particular
geographic region of the country. An increased number of cases of this parasitic infection is diagnosed during the
summer due to the reproduction and increased activity of the molluscs during this particular season (Graeff-Teixeira
etal., 1991).

Swiss mice develop AA with high mortality rates (Morera, 1985). These laboratory animals are used as an
animal model of the disease (Ishih & Nishimura, 1997). The quantification of L1 released by these rodents expresses
a better parasite and host interaction (Canali et al., 1998).

Correlations between infections and different doses of L3 in a murine experimental model, fecal shedding of
L1, and survival of these animals after natural or experimental infection are aspects of the disease yet to be elucidated.
Additional studies are needed to further our knowledge on the pathogenesis of this disease, which is especially
important from a public health standpoint. These studies may provide a better understanding of the relationship
between parasite and host. Our hypothesis is that infected animals with higher parasite doses have faster mortality rate
and higher fecal shedding of larvae. Therefore, we evaluated the shedding rate of L1 excreted by Swiss mice in feces
in an experimental model of infection with different parasite doses of A. costaricensis corrrelating to their mortality

rates.

Materials and Methods

Animals

Thirty-two male mice M. musculus, Swiss strain, with ages ranging between 8 and 10 weeks, were used in this
study. These animals were prophylactically medicated with ivermectin (Ivermic® 1%) 30 days before the experimental

infection started.
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Isolation of A. costaricensis larvae

L3 were obtained from the molluscum Biomphalaria glabrata infected with A. costaricensis from the
Parasitology Laboratory at the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUC-RS), Brazil, which were
euthanized and digested in pepsin solution 0.03% and hydrochloric acid 0.7% at 37° C. Mice were infected with L3 by
gavage (Bender et al., 2003).

Experimental design

Mice were divided into 4 groups: Group 1 (G1): animals infected with 5 L3; Group 2 (G2): animals infected
with 15 L3; Group 3 (G3): animals infected with 30 L3; and Group 4 (G4/control): non-infected animals. At the end of
the experiment, animals that survived the infection were humanely euthanized by inhalation with isoflurane (Isoforine®).

Animals were subjected to minimal stress during euthanasia, and did not feel any pain during this procedure.

Fecal sampling

Twenty-four infected mice were housed individually in cages and provided with water and food ad libitum. In
order to avoid that faecces became dehydrated, cage floors were coated with moist paper and metal grids. Fecal sampling
followed the same schedule to assure that the total amount of stool specimens collected per day was similar. Fecal
samples were weighed on a precision scale, placed into a funnel with water, and stored overnight to allow sedimentation
to occur. Then 10 ml of the homogenized sediment was centrifuged and aliquoted into 3 samples of 10 pl each which
were examined under a light microscope for L1 counting. The sum of the sample counts was multiplied by 100 and
divided by 3 to estimate the total number of L1 in 1 ml of suspension. The absolute count of L1 in the amount of feces

collected was divided by the weight of feces in grams and expressed in number of L1/g of feces (Azevedo et al., 2010).

Statistical analyses

The larval excretion variable had its normality tested by the Kolmogorov-Smirnov test. This variable had a non-
normal distribution. Thus, groups were compared using the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's multiple
comparison test. In addition, the Kaplan-Meier statistical method was used to obtain the accumulated survival curve
followed by a comparison between the groups using the log-rank test. Data were considered significantly different with
a (P) probability of less than 5%. The statistical software GraphPad Prism, version 6.01, was used for statistical analysis

and graphing.

Results

Shedding of L1

Starting on day 23 post infection (DPI), all infected mice that survived shed L1 in their feces; 3 animals from

group 2 and 2 animals from group 3 died before the first day of fecal shedding of larvae (20 DPI). Animals from groups
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1, 2 and 3 shed L1 until 66 DPI, 39 DPI and 61 DPI, respectively. Group 1 showed lower L1 shedding/g while group
3 showed higher L1 shedding/ g in comparison with the other groups (Fig. 1). The differences of L1 fecal shedding

per gram between the 3 experimental groups were more significant according to Table 1.

Mortality rates

Animals from group 1 had a longer survival time than animals from other groups; 2 animals survived up to
100 DPI, and were humanely euthanized. Groups 2 and 3 initially presented similar mortality rates. However, animals
from group 2 died earlier than animals from group 3. There were no statistically significant differences between groups.
Animals from the control group were euthanized at 100 DPI. Control animals were kept under the same conditions as
animals from other groups (Fig. 2).

Within the same group animals had different survival rates. In group 1, animals started dying between 24 DPI
and 100 DPI. In groups 2 and 3, deaths occurred between 19 DPI and 39 DPI and 13 DPI and 61 DPI, respectively
(Table 2).

Discussion

Some aspects on the pathogenesis of AA in murine experimental models warrants further research to be
elucitaded especially with regard to the interactions that occur between parasite and host. In the present study, we
evaluated the rate of fecal shedding of L1 in Swiss mice experimentally infected with different infective doses of L3
of A. costaricensis, and its correlation to mortality rates in the experimental groups.

Our study showed that there were daily variations in the rate of fecal shedding of L1 between groups and
within groups as well, and that these variations occurred in specific days. Canali et al. (1998) reported a irregular
pattern of fecal shedding of L1 and variations in the number of L1 excreted in the stools daily by mice from the same
strain which were infected with 10 L3 of A. costaricensis. To date, there are no studies reporting parasite rates of mice
infected with different doses of larvae.

Infected animals from group 1 (5 L3) presented longer survival times compared with those from group 3 (30
L3); 2 animals from group 1 were alive until the end of the experiment. Mice from the control group were euthanized
at 100 DPI which shows that the other animals died due to the experimental infection without external interferences.
De Azevedo et al. (2010) correlated the circadian rthythm of L1 fecal shedding and the number of larvae per gram of
feces with the survival of mice infected with 10 L3. Shedding of L1 in the stools was more intense during the evening
due to the greater production of feces (increased defecation) that occurs at night. Increased fecal shedding of larvae
also demonstrated that these rodents tolerate well this helminth infection.

Differences in the tolerance to infection highlight the coevolution relationship between parasite and host
interaction in which the host survives for a certain period of time after infection ensuring its reproduction and
propagation (Gandon et al., 2008). The variation in the survival time of rodents is the result of the genetic variability
of each individual which explains the susceptibility or resistance of each individual to infection (Ishih & Sano, 1989).
Rodents such as Sigmodon hispidus and Rattus rattus are considered natural hosts of this parasite. However, there are

no published reports of natural cases of A. costaricensis infection in M. musculus (Tesh et al., 1973). Quantification of
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L1 shed in the feces by experimentally infected mice may demonstrate a better interaction between the host and the
parasite (Canali et al., 1998).

To our knowledge, this is the first study comparing patterns and variations of fecal shedding of L1 by animals
experimentally infected with different doses of A. costaricensis. The results of our study showed remarkable
differences mainly between the 5 L3 and 30 L3 groups. In helminth infections, host susceptibility is linked to the major
histocompatibility complex (MHC) (Ishih et al., 2000). Previous studies have highlighted the importance of MHC-II-
mediated immune responses in regulating fecal shedding of L1, and demonstrates that mice with MHC-II deficiency
shed larger numbers of L1 in their stools compared with mice with a functional immune system. However, this finding
is not associated with the survival times of these animals (Geiger et al., 2003).

Based on our findings, we conclude that different infective doses containing L3 of A. costaricensis interfere
with the fecal shedding of L1 by Swiss mice. Higher doses result in increased shedding of larvae in the stools but do

not have any influence in the mortality rates.
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Table 1. Shedding of Angiostrongylus costaricensis larvae (median; minimum; maximum) into feces of Swiss mice

infected with different infective doses.

Experimental groups

24 DPI
25 DPI
26 DPI
27 DPI1
28 DPI
29 DPI
30 DPI
33 DPI
35 DPI
36 DPI
38 DPI
39 DPI
40 DPI
41 DPI
42 DPI
43 DPI
44 DPI
45 DPI
46 DPI
47 DPI
48 DPI
49 DPI
50 DPI
51 DPI
52 DPI

G1(5L3)

G2 (15 L3)

G3 (30 L3)

0,00% (0,00 - 15,55)
0,00% (0,00 — 22,22)
0,00% (0,00 — 183,33)
2,91% (0,00 — 183,33)
35,23 (0,00 — 166,66)
125,00 (13,33 —377,77)
111,11 (0,00 — 1166,66)
155,554 (11,11 — 666,66)
400,00° (33,33 — 1583,33)
233,332 (16,66 — 1100,00)
355,552 (0,00 — 1216,66)
249,99¢ (0,00 — 800,00)
311,10 (16,66 — 383,33)
916,66° (0,00 — 1500,00)
783,33 (0,00 — 4650,00)
794,44% (8,33 — 1155,55)
850,00° (66,66 — 1777,77)
658,33 (0,00 — 1277,77)
1188,88 (66,66 — 3466,66)
794,44 (11,11 — 1766,66)
1249,99 (33,33 — 4016,66)
1468,05 (33,33 — 2000,00)
1733,33% (44,44 — 1911,11)
555,55% (33,33 — 966,66)
208333 (22,22 — 3800,00)

261, 90% (0,00 -922,22)
240,00 (00,00 — 766,66)
557,14% (33,33 — 2116,66)
447,61 (277,77 — 742.85)

973,33% (422,22 — 1958,33)
1222,22 (722,22 - 1333,33)
2550,00 (1150,00 — 3950,00)
2144,44% (1900,00 — 2388,88)
2375,00% (1650,00 — 3100,00)
3127,77% (1200,00 — 5055,55)

953,33% (11,11 — 1206,66)
840,55 (33,33 — 2583,33)
1339,52° (93,33 — 2400,00)
2331,42° (100,00 — 3166,66)
3250,00° (100,00 — 5458,33)
3548,60 (88,88 — 5733,33)
4161,11 (150,00 — 7888,88)
8055,55° (4133,33 — 10333,33)
8111,11° (7444,44 — 8333,33)
13333,33" (5166,66 — 15666,66)
4611,11° (4500,00 — 10666,66)
4833,33" (4444,44 — 8500,00)
8000,00° (5666,66 — 9833,33)
14666,66° (7777,77 — 30333,33)
7222,22 (3388,88 — 9500,00)
7222,22° (5083,33 — 7416,66)
5888,88" (3683,33 — 8000,00)
6966,66° (3766,66 — 9222,22)
6033,33 (3391,66 — 13183, 33)
5033,33" (450,00 — 5883,33)
10755,55 (2433,33 — 24300,00)
4500,00 (1311,11 — 14700,00)
9933,33" (4500,00 — 13883,33)
12066,66° (6366,66 — 14966,66)
8833,33 (5500,00 — 12166,66)

ab. Different letters indicate significant differences (p < 0,05, Kruskall-Wallis, teste de Dunn).
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Table 2. Survival time of each mouse in days post infection (DPI).

G1(5L3) G2 (15 L3) G3 (30 L3)

DPI DPI DPI
RI 100 R1 38 R1 53
R2 27 R2 27 R2 61
R3 24 R3 30 R3 52
R4 38 R4 20 R4 13
RS 100 RS 27 RS 35
R6 66 R6 39 R6 20
R7 29 R7 19 R7 22
RS 50 RS 21 RS 19

18000 A

13500 ~

9000

4500 -

Shedding of larvae into the feces (L1/g)

-4 5L3 - 15L3 -~ 30L3

Fig. 1. Variation in the fecal shedding of L1 of Angiostrongylus costaricensis in Swiss mice experimentally infected
with different infective doses of L3. *Asterisk highlights a significant difference (p <0.05; Kruskal-Wallis, Dunn's test,
5 L3 vs. 30 L3).
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Resumo

A patogénese da angiostrongiliase abdominal (AA) ainda permanece com lacunas a serem estudadas, sendo os
camundongos Swiss utilizados como modelos experimentais a infec¢do. Trata-se de uma enfermidade causada pelo
nematodeo Angiostrongylus costaricensis, tendo como hospedeiros definitivos roedores silvestres e hospedeiros
intermediarios moluscos terrestres, sendo o homem considerado hospedeiro acidental pela ingestao da forma infectante
do parasito. Ainda ndo ha esclarecimento se a dose infectante (L3) em um modelo experimental est4 relacionada com
a gravidade das lesdes e mortalidade dos animais. Portanto, nosso objetivo foi analisar as altera¢des histopatoldgicas
de camundongos Swiss infectados com diferentes doses de A. costaricensis. Trinta e dois camundongos Swiss foram
infectados com L3 de A. costaricensis, divididos em quatro grupos: grupo 1: 5 L3; grupo 2: 15 L3; grupo 3: 30 L3 ¢
grupo 4: controle. Apds o o6bito de cada animal, realizou-se sua necropsia para analise macro e microscopica dos
espécimes. Nossos resultados mostraram que a maioria dos roedores morreram entre 20 a 40 dias apos a infecgao,
apresentando broncopneumonia e hepatite, destacando as diferengas entre os grupos em relago a presenga de trombos
intestinais, esplenite, ovos/larvas e infarto no figado. Concluimos que diferentes doses infectantes de A. costaricensis
alteram os aspectos histopatoldgicos dos camundongos, onde maiores doses resultam em presenca abundante de ovos
e larvas e infartos no figado, assim como esplenites e tromboses intestinais, reduzindo também a sobrevida desses

animais.

Palavras-chave: Angiostrongiliase abdominal, dose infectante, histopatologia
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1. Introducédo

O nematddeo Angiostrongylus costaricensis ¢ causador da angiostrongiliase abdominal (AA) descrito pela
primeira vez, no ano de 1970, por Morera e Céspedes (Morera and Céspedes, 1971). Apresenta como hospedeiros
definitivos roedores silvestres e hospedeiros intermediarios moluscos terrestres, sendo o homem hospedeiro acidental
com a ingestao da forma infectante do parasito em alimentos (Graeff-Teixeira et al., 1987). As principais manifestagdes
histopatologicas da AA sdo lesdes vasculares com presenca de infiltrado eosinofilico e granulomas perivasculares,
podendo estar relacionadas com trombos, além da caracteriza¢do de estruturas parasitarias na luz vascular (Agostini et
al., 1984).

Tratamentos com anti-helminticos ndo se mostraram eficazes contra a enfermidade devido as manifestacdes
clinicas que ocorrem ap6s a maturagdo do parasito, podendo causar lesdes em decorréncia de sua morte dentro dos vasos
sanguineos (Mentz and Graeff-Teixeira, 2003). Através do exame anatomopatologico € feito seu diagnostico definitivo,
por meio da identificagdo do verme adulto ou ovos (Graeff-Teixeira et al., 1991).

A patogénese da AA ainda ndo estd totalmente elucidada, sendo suas manifestagdes estudadas em modelos
experimentais, como camundongos da espécie Mus musculus, os quais desenvolvem a enfermidade, apresentando sinais
clinicos semelhantes aos sintomas no homem, porém com uma alta mortalidade (Morera, 1985; Ishih and Nishumura,
1997).

Ainda ndo ha esclarecimento se a dose infectante (L3) em um modelo experimental estd relacionada com a
gravidade das lesdes e mortalidade dos animais. Portanto, nosso objetivo foi analisar as alteragdes histopatoldgicas de

camundongos Swiss infectados com diferentes doses de A. costaricensis.

2. Materiais e métodos

2.1 Sujeitos

Utilizou-se 32 camundongos Swiss machos, com idades entre oito a 10 semanas, profilaticamente medicados com

Ivermectina (Ivermic® 1%), 30 dias antes da infec¢do, os quais foram divididos em 4 grupos: Grupo 1 (G1) - animais
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infectados com 5 L3; Grupo 2 (G2) - animais infectados com 15 L3; Grupo 3 (G3) - animais infectados com 30 L3 e

Grupo 4 (G4/controle) - animais nao infectados.

2.2 Obtencéo de larvas L3 de A. costaricensis

A obtencdo de L3 deu-se a partir do molusco Biomphalaria glabrata, oriundos do laboratério de Parasitologia
da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) os quais foram eutanasiados e digeridos em solug@o
de pepsina 0,03% e acido cloridrico 0,7%, a 37° C e inoculados nos camundongos pelo método gavagem (Bender et al.,

2003).

2.3 Etica

O estudo foi executado no Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Passo Fundo, Estado
do Rio Grande do Sul, Brasil, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UPF (CEUA-UPF - Protocolo N°

034/2016).

2.4 Anélise histopatoldgica

Ap0s o obito de cada animal, realizou-se a necropsia, sendo os espécimes fixados em formol 10% por 24 h.
Apos, para analise microscopica, os mesmos foram emblocados em parafina e obtidos cortes histologicos em microtomo
com 3,5um de espessura, corados em Hematoxilina e Eosina (HE), para serem analisados ao microscopio optico. Foram
investigados os seguintes aspectos: (1) presenca de infarto; (2) identificagdo de parasitas, larvas e ovos adultos; (3)
infiltrado eosinofilico; (4) formacao de granuloma; (5) caracterizagdo de vasculite e trombose, (6) pancreatite e (7)

broncopneumonia.

2.5 Anélise estatistica
As variaveis qualitativas foram organizadas em tabelas de contingéncia, obtendo-se, a partir de estatistica
descritiva, as frequéncias relativas e/ou absolutas. Likelihood ratio test foi empregado em tabelas 3 x 2 e 3 x 4, para se

verificar associagdo entre as variaveis categoricas, quando as frequéncias esperadas foram menores do que 5. Os dados
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foram considerados significativamente diferentes com uma probabilidade menor que 5% (p < 0,05). O programa SPSS®,

versdo 20.0, foi empregado para a realizag@o das analises.

3. Resultados

3.1 Mortalidade

A maioria dos animais morreram entre 20 a 40 dias apds a infeccdo (70,8%), onde dois animais do G1
permaneceram vivos até os 100 dias pods infec¢do (DPI), no entanto, os animais do G2 vieram a Obitos mais

precocemente que os animais dos demais grupos (Tabela 1).

3.2 Achados macro e microscépicos

No intestino, houve presenga de trombo em todos os animais do G2 (Fig. 1A, 1B), em comparacdo com 37,5%
do G1 e 75% do G3 (Fig. 1C), apresentando diferenca significativa entre os grupos. O infarto intestinal mostrou-se de
maneira mais intensa nos animais do G3 (87,5%) (Fig. 1D). Presenca de pancreatite em 50% dos animais do G1 e
87,5%, nos animais do G2 e G3 (Fig. 2A) (Tabela 2). No entanto, o G1 apresentou granuloma (62,5%) e eosinofilia
intestinal (87,5%), ambos de intensidade moderada, em maior porcentagem dos que os demais grupos (Tabela 3).

No bago, a esplenite mostrou-se presente em todos os grupos, sendo o G2 e G3, em maior propor¢ao (87,5% e
100%, respectivamente), em comparagdo com 50% do GI1, apresentando diferencga significativa. Houve infarto
esplénico em 50% dos animais do G1 e do G2 e 62,5% dos animais do G3 (Fig. 2B) (Tabela 2).

Presenca de broncopneumonia em 75% dos animais do G1 (Fig. 2C) e 100% dos animais do G2 (Fig. 2D) e
G3, assim como a porcentagem de animais que apresentaram hepatite (G1: 75%; G2 e G3: 100%). Houve infarto
hepatico em maior propor¢ao no G2 (Fig. 3A) e G3 (Fig. 3B) (75% e 50%, respectivamente), em relagdo ao Gl
(12,5%), apresentando diferenga significativa (Tabela 2). Os animais dos G2 e G3 (Fig. 3C, 3D) tiveram ovos e larvas
no figado, de moderada intensidade em 50%, enquanto os do G1 apresentaram 37,5% de leve intensidade, com

diferenca significativa (Tabela 3).
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4. Discussao

Por ser a AA uma doenga de grande importancia, devido suas manifestagdes clinicas, histologicas e
dificuldade em seu tratamento, cada vez mais tornam-se indispensaveis estudos que auxiliem para elucida¢do da
enfermidade. Portanto, analisamos as altera¢des histopatologicas de camundongos Swiss infectados com diferentes
doses de A. costaricensis.

Em nosso experimento, todos os camundongos do G2 (15 L3), apresentaram formagao de trombos no
intestino, foi também o grupo que apresentou mortalidade precoce dos animais. Anteriormente Graeff-Teixeira et al.
(1991), relataram as principais manifestagdes histopatologicas da AA, com presenga de trombo intestinal, além de
lesdes do vaso mesentérico com presenga de infiltracdo eosinofilica e granulomas perivasculares.

O infarto intestinal, presente principalmente nos camundongos do G3 (30 L3), ¢ considerado outra principal
complicagdo da AA, podendo levar a morte (Graeff-Teixeira et al., 1991). Em casos de obstrugao ou infarto intestinal
em pacientes com AA, faz-se necessario tratamento por meio de cirurgia (Rodriguez et al. 2008), pois o uso de anti-
inflamatorios ndo apresenta resultados satisfatorios (Mentz e Graeff-Teixeira 2003). Altas doses do anticoagulante
enoxaparina também ndo impede a formacdo de lesdes intestinais, nem mesmo promove aumento da sobrevida de
camundongos infectados experimentalmente com o parasito (Sandri et al., 2017).

Nossa hipdtese € que devido ao fato de 100% dos animais do G2 apresentarem trombo intestinal, isso resultaria
em infarto, levando a peritonite e por fim a sepse, resultando no 6bito dos roedores. Um estudo anterior realizado por
Rodriguez et al. (2011), indicou a sepse como uma importante causa de morte em camundongos Swiss infectados com
10 L3 de A. costaricensis.

Diferentemente do G3, onde 50% dos animais apresentaram granuloma intestinal de moderada intensidade e
100% vasculite intestinal, sendo que o granuloma vascular pode levar a sua obliteragdo ¢ a isquemia do 6rgdo. O
mesmo estudo realizado por Rodriguez et al. (2011), propds que a formagao de vasculites e granuloma podem culminar
em oclusdo vascular e isquemia tecidual enfatizando a importancia dessas reagdes inflamatorias na patogénese da AA.
Em relacdo aos nossos achados, o infarto intestinal pds trombose mesentérica seria uma forma mais rapida de levar os
camundongos a Obito e a obliteragdo vascular por granuloma intestinal associado a vasculite eosinofilica, uma forma

mais lenta.
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Ao nosso conhecimento esse ¢ o primeiro estudo que correlaciona diferentes doses de A. costaricensis com
as possiveis manifestagdes em um modelo experimental. Concluimos que diferentes doses infectantes de A.
costaricensis alteram os aspectos histopatologicos estudados em camundongos Swiss, sendo que doses maiores (15 L3
e 30 L3), resultam em presenca abundante de ovos e larvas e infarto no figado, assim como esplenite e trombose

intestinal, reduzindo também a sobrevida desses animais.
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Tabela 1. Obito dos animais dos grupos infectados com diferentes doses de Angiostrongylus costaricensis em intervalo

de dias.
Gl (5L3) G2 (15 L3) G3 (30 L3)
DPI Obitos DPI Obitos DPI Obitos
20-30 3 20-30 6 20-30 4
30-40 1 30-39 2 30-40 1
40-50 1 40-55 2
50-70 1 55-61 1

70-100 0
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Tabela 2. Achados macroscopicos e microscopicos em camundongos Swiss associados a infecgdes com diferentes

doses de Angiostrongylus costaricensis.

Variaveis Gl G2 G3
% % % P
Infarto intestinal 50 50 87,5 0,170
Abscesso intestinal 0,0 12,5 0,0 0,319
Granulag¢do intestinal 25 25 50 0,480
Fibrose intestinal 0 12,5 0 0,319
Aderéncia intestinal 0 12,5 0 0,319
Infarto bago 62,5 50 50 0,844
Trombo intestinal 37,5 100 75 0,009*
Necrose intestinal 62,5 87,5 100 0,082
Broncopneumonia 75 100 100 0,092
Ovos no pulmio 0 0 12,5 0,319
Larvas no pulmao 0 0 12,5 0,319
Esplenite 50 87,5 100 0,024*
Granuloma no bago 37,5 37,5 12,5 0,411
Infarto no bago 50 50 62,5 0,844
Hepatite 75 100 100 0,092
Infarto no figado 12,5 75 50 0,030%*
Pancreatite 50 87,5 87,5 0,146
Ovos no pancreas 12,5 50 37,5 0,241
Larvas no pancreas 12,5 50 37,5 0,241
Vermes no pancreas 25 50 62,5 0,296

* Probabilidade menor que 5% (P <0,05) indica diferenca significativa.
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Tabela 3. Achados microscopicos em camundongos Swiss associados a infec¢cdes com diferentes doses de

Angiostrongylus costaricensis.

Variaveis Intensidade Gl G2 G3
% % % P
AUSENTE 25 0 12,5
Granuloma intestinal LEVE 12,5 12,5 12,5 0,184
MODERADO 62,5 37,5 50
INTENSO 0 50 25
AUSENTE 12 0 0
Eosinoéfilo intestinal LEVE 0 0 12,5 0,297
MODERADO 87,5 75 75
INTENSO 0 25 12,5
AUSENTE 12,5 0 0
Vasculite intestinal LEVE 62,5 25 50 0,319
MODERADO 25 50 37,5
INTENSO 0 25 12,5
AUSENTE 12,5 0 0
Eosinofilo bagco LEVE 62,5 50 50 0,521
MODERADO 25 50 50
INTENSO 0 0 0
AUSENTE 62,5 37,5 75
Ovos ¢ larvas no bago LEVE 12,5 37,5 12,5 0,327



MODERADO

INTENSO

AUSENTE
Eosinéfilo figado LEVE
MODERADO

INTENSO

AUSENTE
Granuloma figado LEVE
MODERADO

INTENSO

AUSENTE
Ovos/larvas no figado LEVE
MODERADO

INTENSO

1

12,5

12,5

12,5
50

37,5

50

37,5

12,5

50
37,5
0

12,5

2

25

12,5

87,5

12,5
50
25

12,5

25
50

25
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12,5

25 0,235
62,5

12,5

12,5
50 0,401
12,5

25

12,5
12,5 0,030%*
50

25

* Probabilidade menor que 5% (P <0,05) indica diferencga significativa.
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Fig. 1. A) Grupo 2: trombose arterial com ovos e calcificagdo (HE 100x); B) Grupo 2: trombose de artéria mesentérica
(HE 100x); C) Grupo 3: artéria com trombo recanalizado (HE 200x); D) Grupo 3: infarto intestinal transmural com

necrose de coagulacdo (HE 50x).
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Fig. 2. Grupo 3: pancreatite aguda com necrose do parénquima (HE 50x); B) Infarto esplénico com trombo (HE 50x),

C) Grupo 1: broncopneumonia (HE 50x); D) Grupo 2: broncopneumonia (HE 100x).
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Fig. 3. A) Grupo 2: infarto hepatico (HE 50x); B) Grupo 3: infarto hepatico com necrose de coagulagao (HE 50x); C)
Grupo 3: numerosos ovos envolvidos por granulomas no parénquima hepatico (HE 100x); D) Grupo 3: granulomas
englobando ovos no parénquima hepatico (HE 40).
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5. CONCLUSOES

Em virtude da gravidade dos sintomas da AA, falta de tratamento e por ser o RS, estado de
maior prevaléncia da doenga, tornam-se indispensaveis estudos que corroborem para elucidagdo da
enfermidade, compreendendo-se melhor sua patologia e interagdo entre parasito e hospedeiro,
estudados em um modelo experimental. Neste trabalho utilizou-se diferentes doses infectantes de
A. costaricensis a fim de correlacionar com a gravidade dos sintomas apresentados pela AA, a
eliminacdo de L1 e sobrevida dos animais infectados.

No capitulo um, concluimos que diferentes doses infectantes de L3 de A. costaricensis
interfere na eliminagdo de L1 por camundongos Swiss, onde doses maiores resultam em maior
eliminagdo de larvas, ndo interferindo, porém, estatisticamente na mortalidade dos roedores.

No capitulo dois, concluimos que diferentes doses infectantes de A. costaricensis alteram
os aspectos histopatologicos estudados em camundongos Swiss, sendo que doses maiores (15 L3 e
30 L3), resultam em presenga abundante de ovos e larvas e infarto no figado, assim como esplenite

e trombose intestinal, reduzindo também a sobrevida desses animais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O nematodeo A. costaricensis apresenta ampla distribui¢@o geografica, geralmente em areas
de matas e de transicdo urbano-rural, caracteristico do estado do RS. Tal parasito ¢ causador da
AA, considerada uma zoonose parasitaria, que tem como sintoma caracteristico dores abdominais,
acidentalmente infecta o homem, atingindo criangas e adultos. O norte do RS ¢ considerado uma
regido endémica para a doenca, pois fornece ambientes propicios para desenvolvimento dos
hospedeiros definitivos (roedores) e intermediarios (moluscos) do parasito.

Nossa perspectiva para estudos futuros ressalta a utilizacdo de hospedeiros definitivos
naturais como modelos experimentais, como o roedor silvestre S. hispidus, devido sua melhor
adaptacdo ao parasito, ao maior periodo de durag@o dos sintomas e maior sobrevida desses animais.
A partir de nosso trabalho, notamos a importancia de se conhecer mais sobre o nematédeo A.
costaricensis, devido a severidade dos sintomas e aos danos causados aos seres humanos,
evidenciando assim a necessidade da implantagdo e manutencao de seu ciclo bioldgico para novos
estudos.

Pesquisas sobre perfis hematoldgicos, bioquimicos e imunologicos em roedores poderdo
corroborar com nossos achados, bem como novos estudos epidemioldgicos, os quais poderdao

auxiliar na compreensao da relagdo entre parasito e hospedeiro.
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9. ANEXOS
Contagem de L1 em fezes de camundongos Swiss

Adaptacao de Azevedo et. (2011) - Elimination of Angiostrongylus costaricensis larvae in feces
from experimentally infected Swiss mice: circadian rhythm and correlation with survival

Material

- Funil

- Centrifuga

- Vidro de relégio
- Tubo de ensaio

- Laminas de vidro
- Micropipetador

- Ponteiras

- Lupa

- Peneiras

- Tesouras hemostaticas
- Gaze

Metodologia
- Coleta das fezes dos camundongos
- Cada camundongo infectado com A. costaricensis foi mantido em uma gaiola individual,

- O fundo da gaiola foi revestido por um papel toalha umedecido para evitar a desidratacao das fezes
e colocou-se uma grade de metal para facilitar a coleta;

- Diariamente e no mesmo hordrio as fezes foram coletadas, pesadas e colocadas em um funil de
Baerman suspensa por uma peneira e revestida por gaze, onde permaneceram por 24h.
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Figura 1. A) Camundongos acondicionados em gaiolas individuais; B e C) Coleta das fezes dos
camundongos; D) Método Bermann para isolamento de L1 de Angiostrongylus costaricensis.
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- Extracdo e contagem de L1

- Apos 24h, 10 ml do sedimento homogeneizado foi centrifugado, deixando apenas 1 ml da
suspensao sendo separadas em 3 amostras de 10 pl em uma lamina de vidro (1 amostra do fundo, 1
amostra do meio e outra amostra da superficie);

- A lamina com as amostras foi examinada em microscopio para a contagem de L1;

- A soma das contagens das amostras foi multiplicada por 100 e dividida por 3 para estimar o nimero
total de L1 em 1 ml de suspensao;

- A contagem absoluta de L1 na quantidade de fezes foi dividido pelo peso de fezes em grama.

Figura 2. A) 1 ml do sedimento homogeneizado apos permanecer over night; B) 3 amostras de 10
ul para a contagem de larvas; C e D) contagem de L1 de Angiostrongylus costaricensis.
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Figura 4. Camundongo do grupo 3 apresentando artéria hepatica contendo vermes adultos
associado a trombose (HE 50x).



Tabela 1. Taxa de eliminagdo diaria de L1 em camundongos Swiss infectados com diferentes doses

de L3 de Angiostrongylus costaricensis.

DPI Grupos experimentais Significancia
5L3 15 L3 30 L3

20 dias 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 —
21 dias 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 —
22 dias 0,00 £ 0,00 5,33 +£11,92 16,65 + 33,33 0,73
23 dias 6,67 + 18,68 36,01 + 55,89 139,58 + 231,07 0,08
24 dias 22244587 320,82 +354.51 723,70"+629,98 0,02%*
25 dias 4,36 £ 8,46 324,99 £294,03 1074,44°+1085,82 0,01%*
26 dias 27,14% + 68,91 929,19 + 889,87 1293,09+1189,26 <0,01*
27 dias 37,08 + 82,81 489,419+ 23534 1982,37°+13,79,73 0,01%*
28 dias 63,96 + 75,07 1117,9622+778,20 3014,58+ 2241,84 0,02%*
29 dias 145,44+149,09 1092,59 + 325,52 1410,36 + 1864,34 0,06
30 dias 290,55+493,08 2550,00+1979,90 4090,28 +3341,17 0,06
31 dias 422,214+400,07 3208,33+3358,76 2916,66 +2500,63 0,09
32 dias 761,10+852,70 994,44 + 259,26 4538, 89+ 3859,63 0,19
33 dias 269,992+297.71 2144,44%°+£345,69 7644,44+ 2956,18 0,01%*
34 dias 445,55+ 431,73 2738,88+2726,28 4777,77 + 4005,39 0,25
35 dias 570,00°+609,23 2375,00°+1025,30 7962,96" +462,59 0,02%*
36 dias 420,66°+433,56 3127,77%+2726,28 11388,88+5513,45 0,02%*
37 dias 253,33+ 232,85 1424,99 + 223,92 359259 + 4061,77 0,20
38 dias 481,94*+576,6 2533,33 6592,59% +3528,68 0,03*
39 dias 325,00°+344,0 5925,92° + 223768 0,03*
40 dias 255,55+169,6 - 7833,330 + 2088,33 0,03*
41 dias 833,332+677,0 — 17592,58>+115584 0,03*
42 dias 1554,16+2160,8 — 6703,70 + 3088,38 0,08
43 dias 688,19°+521,97 — 6574,07° + 1294,67 0,03*
44 dias 886,10°+810,17 — 5857,40° £ 2158,50 0,03*
45 dias 648,60°+540,97 — 6651,84 +2741,37 0,03*
46 dias 1477,77+1677,0 _— 7536,10 £ 5065,86 0,08
47 dias 841,66*+867,30 — 5122,22° + 720,79 0,03*
48 dias 1637,50+1738,8 — 12496,29+11036,78 0,08
49 dias 1242,36+844.86 - 6837,03 + 6993,70 0,29
50 dias 1229,622+10304 _— 9438,89° + 4711,16 0,05*
51 dias 518,51°+467,76 — 11133,324+4375,31 0,05%*
52 dias 1968,51+1891,0 — 8833,33 £4714,07 0,08
53 dias 2041,66+£1713,5 — 7133,33

54 dias 1961,104+2337,4 — 21566,66 —
55 dias 2417,58+2400,0 — 10777,77 —
56 dias 3445,374+3038,1 — 6716,66 —
57 dias 877,77£1103,57 — 6422,22 —
58 dias 1213,89+1148.,9 — 7255,55 —
59 dias 816,66 + 714,74 — 7506,66 _—
60 dias 1000,92+1434,6 — 16566,66 —
61 dias 1840,74+3083,1 — —
62 dias 905,55+1439,17 — — —
63 dias 2508,33+4322.3 - — -
64 dias 3,70 + 6,41 — — -
65 dias 25,00 + 43,30 — — —

(*p £ 0,05, Kruskall-Wallis, teste de Dunn; ab: diferenga significativa)



