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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-graduacdo em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

RESULTADOSPATOLOGICOS, HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS DA
INFECCAO EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGOS SWISS POR
Angiostrongylus costaricensis

Autora: Elise Benvegnu
Orientadora: Maria Isabel Botelho Vieira
Passo Fundo, 31 de julho de 2018

A angiostrongiliase abdominal (AA) ¢ uma zoonose causada pelo nematddeo
Angiostrongylus costaricensis e é considerada endémica na regido Sul do Brasil. Para
tratar e prevenir esta patologia, ¢ necessaria uma maior compreensdo da triade
hospedeiro-ambiente-parasito. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi analisar as
alteragdes hematologicas, patologicas e de cortisol causadas por A. costaricensis em
camundongos swiss. O experimento foi conduzido com grupos infectados e controles nos
dias 14 (G1) e 24 (G2) pos-infeccao (DPI). Nestes dias realizamos a coleta de sangue para
os exames hematologicos, de soro para a mensuracgao de citocinas e, apos a eutandsia dos
animais, de orgdos para a analise histopatologica de cada grupo. Conseguimos
caracterizar achados patologicos, imunoldgicos, de cortisol e hematologicos da AA em
diferentes periodos do ciclo do parasito A. costaricensis, tendo como resultados lesdes
patologicas caracteristicas, como infiltragdo de eosinofilos em camadas da parede
intestinal, reacdo granulomatosa e vasculite eosinofilica, além da presenca de larvas e
ovos do nematddeo em vasos e mucosa de diversos 6érgaos em ambos grupos. Observamos
lesdes como granulomas, vasculites, trombos, necrose e inflama¢ao no pancreas.
Destacamos os achados no pancreas dos animais infectados, pois este ¢ o primeiro
trabalho que demonstra e descreve as alteracdes neste 6rgao. Detectamos um quadro
anémico no grupo G2 infectado, provavelmente acarretado pelas lesdes que o parasito
estabelece no organismo do hospedeiro. No leucograma, houve um aumento de
neutrdfilos segmentados e monocitos, provavelmente causado pelo quadro inflamatorio
provocado pelo nematddeo. Relativo ao estresse, ambos os grupos infectados
demonstraram aumento de cortisol em relacdo aos respectivos grupos controles, o que
poderia ser justificado pela perturbagdo do parasito no organismo do hospedeiro, que
entre outros sinais, causa dor nos individuos acometidos. Pela analise de citocinas,
confirmamos o processo de inflamagdo causado pelo nematddeo, através do aumento da
IL-6 e do IFN-y, substancias pré-inflamatorias e detectamos a diminuigao do TNF-a,
resultado que pode ter sido influenciado pelo cortisol. Concluimos que os animais
infectados por este nematddeo desenvolvem lesdes caracteristicas da AA, possuem um
quadro de anemia normocitica e hipocromica e geram uma resposta imune inflamatoria
com participagdo do INF-y, TNF-a e IL-6, que pode ser influenciada pelo cortisol. Ainda,
destacamos que pela primeira vez tais parametros foram encontrados em camundongos
Swiss até 24 DPL.

Palavras-chave: angiostrongiliase abdominal, citocinas, hematologia, estresse,
histopatologia.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pds-graduacdo em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

PATHOLOGICAL, HEMATOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL RESULTS
OF EXPERIMENTAL INFECTION BY Angiostrongylus costaricensis IN SWISS
MICE

Author: Elise Benvegnti
Advisor: Maria Isabel Botelho Vieira
Passo Fundo, July 31 2018

Abdominal angiostrongyliasis (AA) is a zoonosis caused by the nematode
Angiostrongylus costaricensis and is considered endemic in the Brazil’s southern region.
In order to treat and prevent this pathology, a better understanding of the host-
environment-parasite triad is needed. Thus, the objective of this work was to analyze the
hematological, pathological and cortisol alterations caused by A. costaricensis in mice.
The experiment was conducted with infected groups and controls on days 14 (G1) and 24
(G2) post-infection (dpi). In these days, we performed the collection of blood for the
hematological exams, serum for the measurement of cytokines and, after the euthanasia
of the animals, of organs for the histopathological analysis of each group. We were able
to characterize pathological, cortisol and hematological findings of AA in different
periods of the A. costaricensis parasite cycle, resulting in characteristic pathological
lesions such as eosinophil infiltration in intestinal wall layers, granulomatous reaction
and eosinophilic vasculitis, as well as the presence of larvae and nematode eggs in vessels
and mucosa of various organs, in both groups. We observed lesions such as granulomas,
vasculitis, thrombi, necrosis and inflammation in pancreas, a novelty in this research area.
We detected an anemia in the infected G2 group, probably caused by the lesions that the
parasite establishes in the host organism. In the leukogram, there was an increase of
segmented neutrophils and monocytes, probably caused by the inflammation caused by
the nematode. Regarding stress, both groups showed an increase of cortisol in relation to
the respective control groups, which could be justified by the parasite disturbance in the
host organism, which among other signs causes pain in the affected individuals. By
cytokine analysis, we confirmed the inflammation process caused by the nematode,
through the increase of interleukin 6 and interferon vy, pro-inflammatory substances and
detected a decrease in tumor necrosis factor a, an outcome that may have been influenced
by cortisol. We conclude that the animals infected by this nematode develop lesions
characteristic of AA, have a normocytic and hypochromic anemia and generate an
inflammatory immune response with the participation of INF-y, TNF-a and IL-6, which
can be influenced by cortisol. Also, for the first time such parameters were accessed in
Swiss mice up to 24 DPI.

Keywords: abdominal angiostrongyliasis, cytokines, hematology stress, histopathology.
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1. INTRODUCAO

Os parasitos invadem o hospedeiro onde sobrevivem e se reproduzem,
liberando moléculas que ajudam a penetrar as barreiras defensivas e evitar a resposta
imune do hospedeiro (1). Helmintos infectam seres humanos h4 milhares de anos (2),
causando infecgdes cronicas, e como consequéncia da doenga, alteragdes patoldgicas.
Espécies do Filo Nematoda sdo um grave problema de satide publica, pois infectam
bilhdes de pessoas e animais domésticos por todo mundo (3), sendo que, as zoonoses
podem desencadear perdas econdomicas significativas (4).

Dentre as doengas causadas por parasitos pertencentes ao Filo Nematoda, estd a
angiostrongiliase abdominal (AA), que possui como agente Angiostrongylus
costaricensis, presente em varios paises das Américas (5-9). No Brasil, a AA tem sido
considerada uma importante doenca, principalmente na regiao Sul (10) e o fato de ndo
haver tratamento bem estabelecido contra o nematddeo, somente cirirgico, torna-se
importante um maior conhecimento no que diz respeito a patogénese e ciclo do parasito
e questdes epidemioldgicas, que envolvem a triade hospedeiro, parasito e ambiente.

Levando em consideragdao os aspectos da AA e a relevancia de estudos que
envolvam o A. costaricensis, o objetivo deste estudo foi avaliar parametros
histopatologicos, hematologicos, imunoldgicos e de estresse em camundongos
experimentalmente infectados com este nematodeo. A dissertagdo compreende, além
desta introducao, uma revisdo bibliografica sobre AA, o capitulo na forma de artigo
cientifico que tem como titulo “Resultados patologicos, hematoldgicos e imunolédgicos
da infecgdo experimental em camundongos Swiss por Angiostrongylus costaricensis”.,

consideragdes finais, conclusdo e referéncias bibliograficas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Angiostrongylus costaricensis

O nematddeo A. costaricensis é um parasito que vive em ramos ileo-cecais das
artérias mesentéricas superiores de hospedeiros definitivos causando a AA (11). Este
metastrongilideo, pertencente a familia Angiostrongylidae apresenta corpo filiforme e
tamanho de acordo com o sexo, sendo que fémeas podem medir de 24,6 a 27,9
milimetros (mm) e machos de 16,8 a 18,9 mm (12).

Esta doenga conhecida como AA foi descrita pela primeira vez na Costa Rica,
por Morera e Céspedes (5) como um granuloma parasitario intestinal e foi denominada
de tal forma a partir do estudo do A. costaricensis recuperados de pegas cirargicas de
intestinos (13). Em sequéncia, a AA foi relatada em outros paises, como Honduras (8),
Meéxico (9), Equador (7), Estados Unidos (14) e Europa (15). No Brasil, os registros se
iniciaram em Sao Paulo (6) e posteriormente em Minas Gerais (16), Rio de Janeiro (17),

Santa Catarina, Parana (18) e Rio Grande do Sul (10).
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Figura 1. Distribuigdo geografica do Angiostrongylus costaricensis nas Américas

— 0s pontos pretos sao os locais onde ha a presenca do parasito sem doenca, 0s
pontos brancos indicam locais de presenca da doenga e os pontos cinzas s3o locais
que possuem tanto o parasito quanto a doenca. Fonte: Valente et al., 2018 (20).
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2.1.1 Ciclo Bioldgico

Os parasitos adultos vivem e se reproduzem em ramos das artérias mesentéricas
superiores de roedores, que sao os hospedeiros definitivos (12, 21). As fémeas realizam
a ovipostura e através da corrente sanguinea, os ovos chegam até a parede intestinal
formando larvas do primeiro estddio (L1), que sdo eliminadas pelas fezes dos
hospedeiros infectados (21). Estas L1 infectam os hospedeiros intermediarios
(moluscos) por via oral ou percutanea, penetrando a camada muscular e sofrendo duas
mudas (L1 — L2 — L3). Esta L3, considerada a forma infectante, ¢ eliminada através
da secrecao do muco destes moluscos (22). Em seguida os roedores sdo infectados pela
ingestdao do proprio molusco contaminado com as L3, que ao atravessarem a parede
intestinal e vasos linfaticos, mudam para L4 chegando até as artérias mesentéricas para
se tornarem adultas (21) (Figura 1). Alguns fatores do ciclo ainda ndo estao claros, como
por exemplo o porqué da preferéncia da L3 pelos vasos linfaticos mesentéricos (para
mudanca de estadio para L4) e a influéncia de hormdnios intestinais no encontro dos

machos e fémeas adultos (21, 23).

Localizacio dos
parastos adutos

7N
9 7~

Larva de terceiro estadio [L3)

Hospedeiro acdenta

Larva de prmeiro estadio (L1}

Q T X‘Di{
—

Alimentos crus Hospedeiro intermedianio
contaminados com L3 (L-12-13)

Figura 2 — Ciclo biologico do Angiostrongylus costaricensis
Fonte: Araya et al., 2016 (24).

Como hospedeiros intermedidrios deste ciclo, ja foram identificados moluscos
terrestres da familia Veronicellidae, da espécie Sarasinula plebeia na Costa Rica (25).
No Sul do Brasil, norte da Argentina e Uruguai foi identificado Phyllocaulis variegatus,

como o primeiro hospedeiro intermediario do A. costaricensis (26). Limax maximus,



16

Bradybaena similares e Limax flavus também foram identificadas por Graeff-Teixeira
et al. (26), no estado do RS (Figura 3). Estudos recentes, confirmaram o molusco
Meghimatium pictum como um novo hospedeiro intermediario de A. costaricensis (27).
Além disto, mostraram-se susceptiveis a infec¢do espécies aquaticas como a
Biomphalaria glabrata (28), que vem sendo utilizada para a manutengdo do ciclo do

parasito em laboratorio (29).

Bradybaena similares Sarasinula plebeia

Limax maximus Phyllocaulisvariegatus

Figura 3. Hospedeiros intermedidrios do Angiostrongylus costaricensis.

Fonte: (FLICKR)

O principal roedor, na Costa Rica, que desempenha o papel de hospedeiro
definitivo é Sigmodon hispidus (12) (Figura 4), entretanto, outras espécies podem
transmitir o A. costaricensis, como Rattus rattus, Zygodontomys microtinus,
Oligoryzomys fulvesceus, Oligoryzomys caliginosus (30). No estado do Rio Grande do

Sul, Oligoryzomys nigripes ¢ o principal hospedeiro definitivo (31) (Figura 4).
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S Fo o s PN
Sigmodon hispidus Oligoryzomis nigripes
Figura 4: Hospedeiros definitivos do Angiostrongylus costaricensis.
Fonte: (FLICKR)

O homem ¢ considerado hospedeiro acidental que se infecta ao ingerir 4gua ou
alimentos contaminados contendo larvas infectantes (L3), presentes na mucosidade
secretada pelos moluscos (L3). Sendo assim, a AA ¢ considerada uma zoonose. Estudos
apontaram que caes adultos também podem ser reservatorios da doenca, pela

identificacdo de L1 em suas fezes e também através de analise molecular (32, 33).

2.1.2 Patogenia

A patogénese da AA ocorre pela presenca dos nematddeos adultos nas artérias
mesentéricas e reagoes inflamatorias locais provocadas pelos ovos e larvas (34). As
lesdes ocorrem principalmente na regido ileocecal, ocasionando infartos hemorragicos
ou isquémicos e reacdo granulomatosa que pode progredir para estenose intestinal (5,
35). Os aspectos macroscopicos costumam ser o espessamento da parede intestinal, com
padrao pseudo-neoplasico e lesdes necrdticas congestivas, com padrao isquémico-
congestivo. Ja na microscopia, sao detectados trés achados histopatologicos: infiltragao
massiva de eosindfilos em todas as camadas da parede intestinal; reacdo granulomatosa
e vasculite eosinofilica que pode afetar artérias, veias, vasos linfaticos e capilares (19).

Uma resposta inicial do hospedeiro ao patdgeno ¢ rapidamente gerada pela
resposta imune inata (36). Alteragdes mais comuns observadas durante a infec¢ao por
parasitos intestinais ¢ o aumento do nimero de eosindfilos e mastocitos (37). A
liberagdo de citocinas desempenha um papel importante no controle da infec¢ao, pois
atuam como mediadores pro-inflamatorios, proliferando a resposta imunitaria (38). A
maior parte dos casos que envolve a resposta imune contra nematddeos possui aspectos
similares, como a resposta do tipo Th2 consequente produg¢ao de interleucina quatro (IL-
4), IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, além do desenvolvimento da imunoglobulina (IgE) (39,

40). Além deste perfil de interleucinas classicamente encontrado em infecgdes por
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nematodeos, ha citocinas que participam do processo inflamatério mediado pela
resposta imune inata (41), como por exemplo, IL-6 e IL-12 (42), TNF-a (43) e IFN-y
(44, 45) possuindo atividade proé-inflamatoria. Estas citocinas promovem o processo
inflamatério do organismo contra o patdogeno e podem acarretar, indiretamente, o
processo de dor e febre, por exemplo (46, 47).

Ainda, ja esta estabelecida uma interacdo entre o sistema imune e endocrino em
resposta a infecgdes parasitarias (48). O estresse pode desregular o sistema imune frente
a um patogeno, aumentando o risco de desenvolver doencas infecciosas, além de
prolongar as manifestagdes clinicas (49). A dosagem plasmatica de cortisol tem sido um
parametro utilizado para verificar o nivel de estresse de animais em resposta a agentes
estressores (50).

O quadro clinico de humanos com AA consiste no aparecimento de sintomas
gerais e digestivos, sendo os gerais: mialgia, mal-estar, perda de peso e anorexia € 0s
sinais digestivos: dor abdominal, vOmito, diarreia ou constipa¢do (5, 35, 51). Nos
exames laboratoriais podem ser encontradas anemia, leucocitose, que varia de 10.000 a
52.000 mm?>, e intensa eosinofilia, variando de 11% a 18% (5). Ja no diagnéstico por
imagem, podem ser encontrados hepatomegalia, presen¢ca de massa tumoral que pode
ser palpavel, dificuldade de enchimento intestinal e espessamento da parede intestinal
(35, 52).

O diagndstico definitivo da AA ¢ realizado por andlise patologica, através da
identificacdo de estruturas parasitarias da massa tumoral que ¢ retirada cirurgicamente
do paciente (19). O teste PCR (reagdo em cadeia da polimerase) pode ser utilizado para
detectar antigenos do parasito e a técnica de ELISA pode ser usada para mensuracao de
anticorpos contra o nematodeo (53, 54). Como o humano ndo elimina formas do parasito
nas fezes, o diagnostico com este material bioldgico ndo € possivel (55). Sendo assim,

o padrdo ouro no diagndstico do A. costaricensis ainda é a anatomia patologica (19, 56).

2.1.3 Tratamento e controle

Nao ha tratamento medicamentoso recomendado para a AA, pois as drogas anti-
helminticas podem induzir a migragcdo erratica ou morte dos parasitos, agravando o
quadro da doenga (57). Ainda, o uso de drogas anti-inflamatorias como, por exemplo,
corticosteroides, usados para tratamento sintomatico podem ser ineficazes ou até mesmo

agravar as lesoes (58). Do mesmo modo, o uso do anticoagulante enoxaparina também
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ndo se mostrou eficiente para o tratamento preventivo das lesdes (59). Logo, até mesmo
pela questdo do diagnoéstico, a remogao cirargica do tecido afetado por A. costaricensis
continua sendo a alternativa mais segura e eficaz de tratamento da AA (60). A profilaxia
da AA consiste na higienizagao de hortaligas e verduras com solugdo de hipoclorito de

sodio 1,5% e posterior enxague com agua fervida antes do consumo (61).
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RESUMO

Este estudo descreve alteragcdes nos perfis hematoldgico, de citocinas e alteracdes na
histopatologia e nos niveis de cortisol em camundongos infectados experimentalmente
com Angiostrongylus costaricensis, causador da angiostrongiliase abdominal (AA) nas
Américas. Para isso, foram utilizados 28 camundongos swiss, divididos em dois grupos
(G1 e G2) com 14 animais cada, dentre esses, oito foram infectados com dez L3, pela
via oral, e seis como grupo controle. Os camundongos dos grupos G1 e G2 foram
eutanasiados aos 14 e 24 dias pos-infec¢ao (DPI), respectivamente. As amostras foram
coletadas para analises histopatologicas, hematologicas, perfil de citocinas e cortisol.
Foram observados: formagdo de granulomas, eosinofilia e vasculite, no intestino,
pancreas, figado e baco, em diferentes intensidades nos animais infectados. Nos exames
hematologicos, detectamos um quadro de anemia normocitica hipocrémica, diminuicao
das proteinas plasmaticas totais, neutrofilia e monocitose. Houve um aumento na
concentragdo sérica de IL-6 e uma diminuicdo de TNF-a, sendo que este segundo
achado pode ter ocorrido pelo aumento no cortisol dos animais infectados. Salientamos
que este € o primeiro trabalho que avalia os parametros citados aos 24 dias pds-infec¢ao

por A. costaricensis em camundongos Swiss.

Palavras-chave: angiostrongiliase abdominal, histopatologia, anemia, cortisol,

citocinas.
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1. Introducéo

O Angiostrongylus costaricensis é o agente causador da angiostrongiliase
abdominal (AA), uma zoonose reportada desde a América do Norte até regides
subtropicais da América do Sul (Incani et al., 2007; Kramer et al., 1998; Morera et al.,
1983; Rambo et al., 1997; Rodriguez et al., 2008). O ciclo de vida do A. costaricensis
possui moluscos terrestres como hospedeiros intermediarios (Graeff-Teixeira et al.,
1991) e mamiferos roedores como hospedeiros definitivos (Morera & Céspedes, 1971)
sendo o humano considerado hospedeiro acidental (Morera & Céspedes, 1971). O
periodo pré-patente deste nematodeo € em torno de 24 dias, sendo que, a oviposicao dos
parasitos fémeas se inicia ao 15° dia pos-infecgao (Spratt, 2015).

Em humanos, o diagndstico da AA ¢ baseado em achados histopatologicos,
identificando-se vermes, ovos ou larvas nas luzes arteriais ou vasculates (Graeff-
Teixeira et al.,, 1991). Também, podem ser encontradas alteracdes nos exames
hematologicos, como leucocitose, eosinofilia e anemia (Rodriguez et al., 2008; Romero-
Alegria et al., 2014).

Infecgdes por parasitos intestinais geralmente incrementam o nimero de
eosinofilos circulantes, modulam uma resposta T helper 2 com secre¢do de
imunoglobulinas predominantemente da classe E e citocinas pré-inflamatoérias (Moreau
& Chauvin, 2010). As citocinas desempenham um papel importante no controle de
infecg¢des e atuam como moléculas orquestradoras da resposta imune inata (Paim et al.,
2011) e polarizadoras dos linfocitos T helper naives. Entre as moléculas pro-
inflamatorias que merecem destaque encontram-se as interleucinas 6 e 12 (IL-6, IL-12)
(Fernando et al., 2014), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Korner et al., 2010) e

interferon gama (IFN-y) (Green et al., 2013; Inoue et al., 2013).
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O estresse pode ser considerado como um processo no qual o organismo reage a
mudancas e se manifesta através de um conjunto complexo de respostas adaptativas
(Chrousos, 1998; Selye, 1973). O cortisol tem sido um parametro utilizado para verificar
o nivel de estresse de animais em resposta a agentes estressores (Maria et al., 2004). Os
parasitos podem, dentre outros fatores, explorar o ambiente hormonal dentro de seus
hospedeiros para favorecer sua permanéncia dentro do mesmo, sendo que, dentre os
hormonios que facilitam a proliferagdo de alguns parasitos, esta o cortisol (Escobedo et
al., 2005; Maswoswe et al., 1985). Logo, o objetivo do nosso estudo foi avaliar
parametros hematoldgicos, cortisol e citocinas paralelamente as alteragdes da
histopatologia em camundongos infectados experimentalmente com A. costaricensis

aos 14 e 24 DPI.

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais
Vinte e oito camundongos machos (Swiss) adultos, procedentes do Biotério da
Universidade de Passo Fundo, foram incluidos neste estudo. Os animais foram mantidos
em gaiolas apropriadas recebendo agua e racdo comercial (Nuvilab®), ad libitum, sob
condi¢des ideais de temperatura (23+2°C) e iluminacao (ciclo 12/12 horas claro/escuro).
O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade

de Passo Fundo (CEUA-UPF - Protocolo N° 034/2016).

2.2 Obtencéao de larvas infectantes de A. costaricensis

O isolado de A. costaricensis foi obtido de caramujos Biomphalaria glabrata
oriundos do Laboratorio de Parasitologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (PUCRS). Logo ap6s a aquisi¢ao das larvas de terceiro estadio (L3), o

ciclo foi mantido no Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UPF,
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utilizando camundongos Swiss como hospedeiros definitivos € moluscos terrestres
Phyllocaulis sp., como hospedeiros intermediarios. A obten¢do das L3 foi realizada pelo
método previamente descrito por Bender et al., (2003), através da eutandsia e digestao

dos moluscos em solugdo de pepsina 0,03% e acido cloridrico 0,07%.

2.3 Formacéao dos grupos experimentais

Os 28 animais foram divididos em dois grupos (G1 e G2) homogéneos (n=14),
com cada um dos grupos composto por 8 animais infectados e 6 animais controles (ndo
infectados). A infeccdo experimental foi realizada através do método de gavagem,
utilizando uma dose infectante de 10 L3 por animal. Os animais foram eutanasiados 14
(G1) e 24 (G2) dias pos infeccao (DPI) e as amostras foram coletadas nos respectivos

momentos da eutanasia.

2.3.1 Amostras

As amostras de sangue foram coletadas as 07:30 am através de pungao
intracardiaca, com prévia anestesia dos animais com Isoflurano (Isoforine®). Para as
analises hematologicas, o sangue foi armazenado em tubos com EDTA. J4 para a
mensuracao dos niveis de cortisol e citocinas, o sangue foi coletado em tubos de 1,5 mL
e o soro foi separado por centrifugagdao a 2.500 rpm por cinco minutos e armazenado

em a -70°C até o seu uso.

2.3.2 Hemograma

As amostras com EDTA foram processadas e analisadas para realizacdo do
hemograma. Uma aliquota de sangue foi retirada através de microcapilar para realizacao
do microhematdcrito e esfregaco sanguineo, para posterior contagem diferencial de

leucocitos. Os microcapilares foram selados por calor e centrifugados em uma
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velocidade de 10.000 rpm por 5 minutos, com leitura efetuada através de cartao proprio.
A contagem de hemacias, leucdcitos, plaquetas e a determinagao de hemoglobina foram
realizadas em analisador hematolégico automatizado (pocH-1001V Diff®). Os indices

eritrocitarios (VCM e CHCM) foram calculados conforme Schalm & Jain (1986).

2.3.3 Determinacéo do cortisol
O cortisol foi determinado por meio de teste imunoenzimatico do tipo
ELISA competitivo, utilizando o kit cortisol ELISA (DBC, Canada) e o leitor

multideteccdo de microplacas Synergy ™ H1 (BioTek, Estados Unidos).

2.3.4 Histopatologia

A confeccdo e analise histopatologica foi realizada de acordo com a metodologia
ja descrita anteriormente pelo nosso grupo (Sandri et al., 2017). Durante a necropsia, foi
realizada a avaliagdo macroscopica, observando a presenca de lesdes isquémicas e
formacao de pseudotumores. Em seguida, estes espécimes foram fixados em formalina
a 10% por 24 horas e emblocados em parafina para a obten¢do dos cortes histologicos
(5 wm de espessura). A coloracdo utilizada nas laminas histoldgicas foi Hematoxilina e
Eosina (HE), para posterior andlise em microscopio Optico, sendo que os seguintes
aspectos foram investigados: (1) presenca de infarto; (2) identificagdo de ovos, larvas e
parasitos adultos; (3) infiltrado eosinofilico; (4) formagdo de granuloma e (5)

caracterizacao de vasculite e trombose.

2.3.5 Citocinas
O perfil de citocinas inflamatorias presentes no soro dos animais (IL-6, IL-12p70,
TNF-a e IFN-y) foi avaliado por citometria de fluxo através do kit BD Cytometric Bead

Array (CBA) Mouse Inflammation BD Biosciences, USA). As dilui¢cdes das amostras
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de soro, assim como o ajuste dos parametros do citdmetro e a avaliacao das leituras

foram realizadas de acordo com as indicac¢des do fabricante do kit.

2.4 Analise estatistica

As variaveis quantitativas foram testadas quanto a sua normalidade, através do
teste Kolmogorov-Smirnov. As variaveis como hematocrito, eritrocitos totais,
hemoglobina, VCM, CHCM e proteina plasmatica total, que apresentaram distribui¢ao
normal, foram analisadas através do teste t para amostras independentes. J& as demais
variaveis, que nao apresentaram distribuicdo normal (leucdcitos totais, neutrofilos
bastonetes, neutrofilos segmentados, eosindfilos, linfocitos, mondcitos, plaquetas,
cortisol, IL-12p70, TNF-a, [FN-y e IL-6 foram analisadas através do teste U de Mann-
Whitney. As varidveis qualitativas foram organizadas em tabelas de contingéncia,
obtendo-se, a partir de estatistica descritiva, as frequéncias relativas e/ou absolutas. O
teste exato de Fisher foi empregado em tabelas 2 x 2, enquanto que o teste Likelihood
ratio foi empregado em tabelas 3 x 2 e 4 x 2, para se verificar associacdo entre as
variaveis categoricas, uma vez que as frequéncias esperadas foram menores do que 5.
Os dados foram considerados significativamente diferentes com uma probabilidade de
(p) menor que 5%. O programa estatistico GraphPad Prism, versdo 6.01, foi empregado

para analise estatistica e confec¢do dos graficos.

3. Resultados

3.1 Achados anatomopatoldgicos
Todos os animais experimentalmente infectados com A. costaricensis
desenvolveram a patogénese da AA, confirmada pelo exame histopatologico. Foram

encontradas alteragcdes morfologicas nos intestinos, pulmdes, figado, bago e pancreas.
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Por outro lado, ndo houve alteragdes macroscopicas € microscopicas nos animais
controles de ambos os grupos, demonstrando a auséncia de um processo infeccioso

concomitante com repercussao sobre os tecidos estudados.

3.1.1 Achados macroscépicos
Durante o procedimento de necropsia, observamos alteragdes
macroscépicas no figado e baco. As lesdes identificadas foram infarto no baco, somente
no G2 infectado (37,5%) e nodulos no figado nos dois grupos (28% - G1 infectado e

62,5% - G2 infectado).

3.1.2 Achados microscopicos

A microscopia, observamos conforme representado na Tabela 1, a presenca de
trombos, eosinofilos e vasculite nos intestinos dos animais do G1. A presenga de
eosindfilos foi mais acentuada nos animais do grupo G2, assim como a necrose,
entretanto, a presenca de trombos diminuiu entre o G1 e G2. A presenca de granulomas
(Fig. 1A) foi notada em todos os individuos do G2 infectado, em diferentes graus, assim
como a vasculite (Fig. 1B).

No pulmao, a tinica alteragdo detectada foi a presenca de broncopneumonia leve
nos dois grupos, sendo que no G2 a propor¢ao de animais acometidos foi maior (G1:
12,5%; G2: 37,5%). As alteragdes no pancreas (Fig. 1C) foram importantes, sendo que
a pancreatite aumentou entre os diferentes periodos da infec¢cdo (G1: 37,5%; G2: 75%).
A presenca de infiltrado eosinofilico teve um incremento bastante importante nos
animais do G2 (G1: 12,5%; G2: 62,5%). Os granulomas, vasculites, trombos, necrose,
ovos e larvas foram observados somente no G2 infectado, conforme Tabela 2.

De acordo com a Tabela 3, encontramos no figado lesdes como a formagao de

granulomas no G2 em diferentes intensidades, e também a presenca de eosinoéfilos,
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hepatite, ovos e larvas que aumentaram do G1 para o G2. Houve a presenga de trombos
(Fig. 1D) e infartos leves nos dois grupos (G1 e G2)

Na Tabela 4 apresentamos os resultados histologicos do impacto da infecg¢ao
sobre o tecido esplénico; no G1 observamos apenas esplenite e eosinofilia e no G2, além

destes achados, encontramos granulomas, infartos e ovos ¢ larvas.

3.2 Parametros hematolégicos

Com relagdao ao hematocrito, hemoglobina e eritrocitos totais dos animais
infectados do G2 (24 DPI) observou-se uma reducao dos valores, quando comparados
com os respectivos grupos controle, da mesma forma que o CHCM e proteina
plasmatica total (Fig. 2). Nao houve diferenga no volume corpuscular médio de
hemoglobina entre os grupos (Fig. 2D). A analise dos leucdcitos revelou um aumento
de neutrofilos segmentados nos animais do Gl e G2 infectados. Observamos uma
monocitose nos animais do Gl infectados quando comparados aos controles. No
entanto, o numero de eosindfilos, assim como a contagem de plaquetas se manteve
estavel durante o experimento. O leucograma e a contagem de plaquetas estdo em

detalhes na Tabela 5.

3.3 Parametros de Cortisol
Na analise sérica do cortisol, detectamos um aumento significativo tanto no G1

quanto G2 quando comparados aos respectivos grupos controles (Fig. 3).

3.4 Citocinas
Durante o processo de infeccdo experimental observamos um aumento
significativo dos niveis plasmaticos de IFN-y e IL-6 nos animais infectados com A.

costaricensis em relagdo aos animais controles (Fig. 4C e 4D). Os valores de IFN-y
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detectados nos animais infectados (G1:0,242pg/mL; G2: 0,534 pg/mL) foram 2 a 3
vezes maiores que os encontrados nos animais controles (Gl: 0,127pg/mL; G2:
0,146pg/mL). Ainda, mais importante foram as diferencas na concentracao sérica de IL-
6, sendo possivel observar um incremento de 20 vezes nos animais infectados
(G1:23,27pg/mL; G2:10,66pg/mL) em relagdo aos seus respectivos controles
(G1:2,69pg/mL; G2:0,41pg/mL).

Nao houve diferenca na concentracdo de IL-12p70 entre todos os animais
analisados (Fig. 4A). Jano que se refere ao TNF-a, detectamos um aumento nos animais
infectados em relagdo aos animais controles 14 DPI (infectados:13,51pg/mL;
controle:7,34pg/mL). De forma contraria, 24 DPI os valores de TNF-a encontrados nos
animais controles eram significativamente inferiores aos observados nos animais

infectados (infectados:4,23pg/mL; controle:9,40pg/mL) (Fig. 4B).

4. Discussao

A AA ¢ considerada como uma doenca presente em varios paises das Américas
(Valente et al., 2018) e pelo fato de nao haver tratamento medicamentoso estabelecido
contra o nematddeo, torna-se importante um maior conhecimento no que diz respeito a
patogénese e tempo de infec¢do, que envolvem a triade hospedeiro, parasito e ambiente.

A partir do nosso desenho experimental, conseguimos caracterizar achados
histopatologicos, hematoldgicos, imunolégicos e de cortisol da AA durante o processo
infeccioso do parasito A. costaricensis. Salientamos a importancia deste trabalho visto
que ¢ a primeira descricdo destes pardmetros aos 24 DPI, periodo em que o ciclo do
parasito se completa (Spratt, 2015).

Os achados histopatoldgicos nos permitem a caracterizagdo para o diagndstico

da AA nos animais infectados, sendo encontrados larvas e ovos do nematédeo em vasos
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e mucosa de diversos orgaos de ambos os grupos, o que concorda com dados de Mota
& Lenzi (1995, 2005) e Spratt (2015), de que as fémeas iniciam a oviposi¢ao em torno
do 14°/15° dia apo6s a infecgao.

Os humanos se infectam com A. costaricensis através da ingestdo de alimentos
crus contaminados com L3. As larvas deste nematddeo migram dos vasos sanguineos e
linfaticos, alcangando a circulagdo arterial para chegar até os vasos mesentéricos, onde
os estadios larvais atingem a forma madura (Walls et al., 2017). Os ovos produzidos
pelos parasitos adultos sdo liberados para os capilares da parede intestinal, onde
provocam uma resposta inflamatoria (Rebello et al., 2013). Estes dois fenomenos de
migracdo das larvas e liberacdo de ovos aos tecidos intestinais foram detectados em
nosso trabalho, permitindo a caracterizagao de uma intensa resposta inflamatéria com
formagdo de granulomas (Fig. 1A).

As principais alteracdes microscopicas da AA descritas por Graeff-Teixeira et
al., (1991) que se resumem em infiltragdo de eosinoéfilos nas camadas da parede
intestinal, reacdo granulomatosa e vasculite eosinofilica também foram observadas
neste estudo, principalmente no intestino, figado e bago com o aumento da severidade
destas lesdes aos 24 DPI. As lesdes observadas no pancreas que merecem consideragao
foram pancreatite em 75% dos animais do G2, enquanto que o infiltrado eosinofilico
aumentou consideravelmente entre os dias 14 DPI e 24 DPI; granuloma, vasculite,
trombos e necrose foram observados aos 24 DPI. Trabalhos anteriores somente citam a
presenca de ovos e larvas neste 6rgao (Mota & Lenzi, 1995, 2005), enquanto que nossos
resultados mostraram que os mesmos somente estavam presentes no grupo 24 DPI, com
uma intensidade de leve a moderada, o que sugere a importancia deste 6rgao no processo
migratorio do A. costaricensis.

Em relag@o ao hematdcrito dos animais infectados, foi detectado um quadro de

anemia, ja observado nos roedores (Ishih & Nishimura, 1997), em caes (Alfaro-Alarcon
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et al., 2015) e humanos (Romero-Alegria et al., 2014). Entretanto, enquanto nestes
outros trabalhos a anemia é somente citada como um achado, no nosso trabalho
conseguimos caracterizar a anemia como normocitica ¢ hipocrémica (Chulilla et al.,
2009). Este tipo de anemia indica deficiéncia de ferro, possivelmente associada a perda
de sangue (Burkhard et al., 2001). Sobre a causa desta anemia, a nossa hipotese € que as
lesdes ocasionadas por A. costaricensis nos vasos intestinais, como artérias cecais € vasa
vasorum (Vasconcelos et al., 2017) podem levar a perda de sangue nos animais, de modo
semelhante ao Angiostrongylus vasorum em cées (Schnyder et al., 2010). Esta perda de
sangue ainda pode justificar a queda nas proteinas plasmaticas totais observadas nos
animais infectados (Lamps, 2009). Especulamos também que este achado aos 24 DPI
pode ter ocorrido pelo fato do parasito ja estar estabelecido nos 6rgaos causando reagdes
inflamatérias e dando continuidade ao seu ciclo reprodutivo (Mota & Lenzi, 2005;
Spratt, 2015), resultado este observado neste modelo experimental.

Na analise do leucograma, observamos que houve um quadro de neutrofilia
e monocitose. Os dois fendmenos podem ser justificados pelo processo infeccioso e
inflamatorio que os individuos infectados com A. costaricensis passam, sendo que, tanto
neutréfilos quanto macréfagos sao ativados e recrutados para os tecidos alvos invadidos
pelos helmintos (Anthony et al., 2007). O aumento dos neutrofilos no G1 e G2
infectados sugere que ha uma forma de combate do organismo do hospedeiro contra o
parasito (Chen et al., 2012), enquanto que a monocitose observada somente no Gl
infectado indica que houve um maior recrutamento destas células de defesa para a
reposicdo de macrofagos teciduais (Volkman & Gowans, 1965) no dia 14,
acontecimento esse que parece ser cessado até o dia 24 DPL.

No que se refere ao cortisol, tem-se relatado que alguns parasitos utilizam
este hormonio para seu estabelecimento, sendo que, animais estressados geralmente

possuem carga parasitaria maior (Hodder & Chapman, 2012; Li et al., 2013; Silva et al.,
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2016). Do contrario, também ¢ demonstrado que a infec¢ao parasitaria pode perturbar o
organismo do hospedeiro e ativar respostas imunes e endocrinas (Dangel et al., 2014;
Romano et al., 2015; Triki et al., 2016). Como no nosso trabalho foi observado o
aumento do cortisol nos animais infectados de ambos os grupos, acreditamos que a
infecgdo por A. costaricensis induziu um estresse independente do periodo do ciclo, seja
pelas agdes morbidas do organismo do hospedeiro, relatada anteriormente, como pelo
quadro clinico estabelecido na AA, que entre outros sinais, causa dor nos individuos
acometidos (Alfaro-Alarcon et al., 2015; Rebello et al., 2011; Tornhage & Alfvén,
2015). Por exemplo, a pancreatite em geral gera desconforto nos individuos acometidos
(Gulen et al., 2016) e este quadro inflamatdrio foi observado nos animais do nosso
trabalho, o que pode ter aumentado o nivel de cortisol dos animais infectados. Ainda,
durante a reagao inflamatdria, a liberagao de citocinas também pode resultar na ativagao
de resposta ao estresse (Calcagni & Elenkov, 2006).

Um processo inflamatério intenso e prolongado como o descrito em
infecgdes causadas por helmintos, desencadeia uma resposta por parte do sistema
imunologico dos hospedeiros. Esses eventos sao orquestrados por células efetoras do
sistema imune inato e adaptativo que interagem através da secrecdo de citocinas
(Anthony et al., 2007; Geiger et al., 2001). O padrao de citocinas inflamatorias
encontradas nos animais infectados nos diferentes periodos do ciclo parasitario
avaliados neste estudo, caracterizam um quadro inflamatério agudo aos 14DPI, com
altas concentragdes de TNF-a e IL-6 que se estende até a avaliagdo final aos 24DPI,
com retorno a niveis basais de TNF-a, e com diminui¢do, porém se mantendo elevados
os niveis de IL-6. As grandes diferencas entre as concentragdes séricas de IL-6 dos
animais controles e infectados, além de caracterizar o quadro inflamatério auxiliam na
explicagdo do quadro de anemia e diminuicdo da proteina plasmatica total. Niveis

elevados de IL-6 diminuem a captacao de ferro a nivel intestinal o que poderia levar a
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um quadro de hipoferremia (Nemeth et al., 2004), causa de anemias normociticas e
hipocromicas. A diminuicao das proteinas plasmaticas totais poderia estar associada ao
fato da IL-6 apesar desencadear a produgdo de proteinas de fase aguda, inibir a sintese
da albumina, a mais abundante das proteinas plasmaticas (Tanaka et al., 2014), embora
a perda sanguinea seja a causa mais Obvia.

O TNF-a tem um papel central na inflamacdo, uma vez que desencadeia
uma série de eventos no processo, como vasodilatacao e edema, recrutamento de células
para o sitio de infec¢do e ativacao de fatores de coagulacao (Zelova & Hosek, 2013). A
soma dos eventos desencadeados pela secrecdo de TNF-a pelas células sejam dos
tecidos ou leucdcitos, explica achados da presenga de eosindfilos nos locais de
inflamacao, formagdo de trombos e necrose no figado, pancreas e intestino dos animais
infectados. A diminui¢cdo dos niveis séricos de TNF-a nos animais do G2 infectado
ocorreu mesmo com indicios de que o processo inflamatorio nao teria cessado aos 24
DPI, fato este que poderia estar relacionado ao aumento das concentragdes cortisol nesta
etapa do estudo, sendo que, ja € relatado que o mesmo pode causar uma supressao de
citocinas relacionadas a resposta inflamatoria (Castro et al., 2011).0 aumento dos niveis
de IFN-y nos animais infectados em comparagdo aos do grupo controle ¢ uma alteragao
esperada, tendo em vista da resposta inflamatéria desencadeada por A. costaricensis.
Com papel central na ativacdo de macrofagos, modulacdo na resposta imune inata e
direcionamento para uma resposta adaptativa de base TH1 (Hu & Ivashkiv, 2009), esta
citocina apesar de ndo estimular uma resposta TH2, ¢ a mais efetiva na eliminag@o dos
parasitos, pois apresenta fungdes regulatorias que mantém a homeostase e preserva os
tecidos acometidos, diminuindo a severidade da doenga (Cortes et al., 2014). Na
avaliag@o microscopica dos tecidos (Tabelas 1, 2, 3, 4), observamos que os achados que
caracterizam inflamacdo nestes tecidos variam de leves a moderados, mesmo nos

camundongos que permaneceram por mais tempo infectados, podendo estes fatos
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estarem associados a agao regulatoria do IFN-y ndo s6 no intestino, como o descrito por
Cortes (2014) em camundongos infectados com Echinostoma caproni, mas também nos
demais orgaos aqui avaliados. A IL-12p70 ndo demonstrou alteragdo quando comparada
entre animais controles e infectados. Quanto a patogénese observada nos grupos, sabe-
se que o quadro inflamatério agudo geralmente termina quando a infecg¢ao ¢ eliminada
e se Inicia o processo de reparacao do tecido danificado, conforme observado

principalmente no G2 infectado (Headland & Norling, 2015; Medzhitov, 2010).

5. Conclusdes

Verificamos que os animais infectados por este nematddeo formam lesdes
caracteristicas da AA, possuem um quadro de anemia normocitica e hipocromica e
geram uma resposta imune inflamatoria com participagdo do INF-y, TNF-a e IL-6,
sendo que estas citocinas, em partes, podem ser influenciadas pelo cortisol, hormonio
presente em maior quantidade nos animais infectados devido a doenga. Ainda, pela
primeira vez tais parametros foram mensurados em camundongos Swiss até 24 DPI,
permitindo melhor entendimento da interacdo nematddeo/hospedeiro no decorrer do

processo de parasitose.
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Fig. 1. Achados histopatologicos da AA em camundongos Swiss. (A)

Submucosa do intestino delgado com granuloma englobando ovos e larvas (HE
200X). (B) Artéria da submucosa do intestino grosso com arterite eosinofilica
e verme adulto na luz vascular (HE 100X). (C) Pancreatite aguda aos 24 DPI —
area de necrose com infiltrado eosinofilico (HE 100X). (D) Artéria no figado
contendo trombo e verme de Angiostrongylus costaricensis (HE 50X).

Coloragao hematoxilina-eosina (HE).
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Fig. 2. Analise de hematocrito (A), hemoglobina (B), eritrocitos totais (C), volume

corpuscular médio (D), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (E) e proteina

plasmatica

total

(F) de

camundongos

experimentalmente

infectados

com

Angiostrongylus costaricensis, expressos em média £ desvio padrdo. *p<0,05;

*%p<0,01.



44

120~
*

_— | |
= 904
E
=1
=
= 60-
=
-2
=

- b
O 30 :

———
0 | I |

Controle Infectado Controle Infectado

Dia 14 Dia 24

Fig. 3. Andlise de cortisol de camundongos experimentalmente infectados com
Angiostrongylus costaricensis, expressos em média + desvio padrdo. *p<0,05;

*#p<0,01.



45

- 24-
8 A ) 5
- 1
< - = 18- -
£ 1 g
£ 2 T
= 44 =~ 124
= —_ 3 —
& o
- 4
2T - =
0 : r = - 0 T T T T
Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado
Dia 14 Dia 24 Dia 14 Dia 24
44 C 804 D
2k *%
= 31 . 60
— *k
5 E
S0
Z - = 40
= ©
= T
; —
Z * ~ 204 ‘
0- I S — T = T
Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado
Dia 14 Dia 24 Dia 14 Dia 24
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camundongos infectados experimentalmente por Angiostrongylus costaricensis,

expressos em média = desvio padrao. *p<0,05; **p<0,01.
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Tabela 1. Achados microscopicos no intestino de camundongos infectados com Angiostrongylus.

costaricensis nos dias 14 (G1) e 24 (G2) pos-infecgao.

Variaveis Gl G2 P
N % n %
Granuloma Ausente 8 100 0 0 <0,01
Leve 0 0 3 37,5
Moderado 0 0 3 37,5
Intenso 0 0 2 25
Eosinofilos Ausente 1 12,5 0 0 <0,01
Leve 0 0 0 0
Moderado 7 87,5 3 37,5
Intenso 0 0 5 62,5
. Vasculite Ausente 5 62,5 0 0 <0,01
s Leve 3 37,5 4 50
é Moderado 0 0 2 25
- Intenso 0 0 2 25
Trombos Ausente 4 50 5 62,5 0,5
Leve 4 50 3 37,5
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
Necrose Ausente 8 100 5 62,5 0,1
Leve 0 0 3 37,5
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
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Tabela 2. Achados microscopicos no pancreas de camundongos infectados com Angiostrongylus.

costaricensis nos dias 14 (G1) e 24 (G2) pos-infecgao.

Variaveis Gl G2 P
n % n %
Granuloma Ausente 8 100 2 25 <0,01
Leve 0 0 2 25
Moderado 0 0 4 50
Intenso 0 0 0 0
Eosinofilos Ausente 7 87,5 3 37.5 0,1
Leve 0 0 0 0
Moderado 1 12,5 5 62,5
Intenso 0 0 0 0
Vasculite Ausente 8 100 4 50 0,07
Leve 0 0 4 50
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
” Trombos Ausente 8 100 7 87,5 1
8 Leve 0 0 1 12,5
g Moderado 0 0 0 0
= Intenso 0 0 0 0
Pancreatite Ausente 5 62,5 2 25 0,3
Leve 3 37,5 6 75
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
Ovos/Larvas  Ausente 8 100 3 37,5 <0,05
Leve 0 0 4 50
Moderado 0 0 1 12,5
Intenso 0 0 0 0
Necrose Ausente 8 100 6 75 04
Leve 0 0 2 25
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
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Tabela 3. Achados microscopicos no figado de camundongos infectados com Angiostrongylus

costaricensis nos dias 14 (G1) e 24 (G2) pos-infecgao.

Variaveis Gl G2 P
% %
Granuloma Ausente 8 100 2 25 <0,01
Leve 0 0 3 37,5
Moderado 0 0 3 37,5
Intenso 0 0 0 0
Eosinofilos Ausente 3 37,5 0 0 0,1
Leve 1 12,5 1 12,5
Moderado 4 50 6 75
Intenso 0 0 1 12,5
Hepatite Ausente 4 50 0 0 <0,05
Leve 4 50 8 100
Moderado 0 0 0 0
—§ Intenso 0 0 0 0
&D Trombos Ausente 7 87,5 6 75 0,5
Leve 1 12,5 2 25
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
Infartos Ausente 4 50 0 0 0,1
Leve 4 50 8 100
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
Ovos/Larvas  Ausente 7 87,5 0 0 <0,01
Leve 1 12,5 4 50
Moderado 0 0 3 37,5
Intenso 0 0 1 12,5
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Tabela 4. Achados microscopicos no bago de camundongos infectados com A. costaricensis nos dias 14

(G1) e 24 (G2) pos-infeccao.

Variaveis Gl G2 P
% %
Granuloma Ausente 8 100 4 50 <0,05
Leve 0 0 4 50
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
Eosinofilos Ausente 7 87,5 0 0 <0,01
Leve 1 12,5 2 25
Moderado 0 0 6 75
S Intenso 0 0 0 0
3 Esplenite Ausente 7 87,5 0 0 <0,01
Leve 1 12,5 8 100
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 0 0
Ovos/Larvas  Ausente 8 100 4 50 <0,05
Leve 0 0 3 37,5
Moderado 0 0 0 0
Intenso 0 0 1 12,5




Tabela 5. Leucograma (mediana, Min-Max) e contagem de Plaquetas de camundongos infectados

experimentalmente por Angiostrongylus costaricensis, com diferentes dias de infecgao.

Controle (n=6) Infectado (n=8) P
Leucocitos totais (/L)
14 dias pos-infecgio 1.700* (900-5.100) 3.600° (1.300- 0,12
5.900)
24 dias pos-infecgdo 3.600* (3.000-4.800) 4.400* (1.800- 0,22
6.900)
Neutrofilos bastonetes (/uL)
14 dias pos-infecgdo 02 (---) 0% (0-13) 1,00
24 dias pos-infecgdo 02 (---) 0* (0-315) 0,21
Neutrofilos segmentados (/uL)
14 dias pos-infecgdo 1832 (95-714) 1.427° (416-2.065) < 0,01
24 dias pés-infecgao 667 (300-950) 2.214% (1.044- <0,01
3.243)
Eosinoéfilos (/uL)
14 dias pds-infecgdo 02 (0-15) 02 (---) 1,00
24 dias pds-infecgdo 62° (38-96) 18*(0-126) 0,06
Linfécitos (/uL)
14 dias pés-infeccao 1.474" (684-4182) 2.010% (832-3.068) 0,57
24 dias pos-infecgao 2.613%(2.414-3.726) 2.308" (630-3.036) 0,11
Mondcitos (/uLl)
14 dias pds-infecgdo 19* (0-204) 198° (39-767) 0,03
24 dias pds-infecgao 126 (76-288) 166 (0-483) 0,92
Plaquetas (x103/uL)
14 dias pos-infec¢ao 1.242 (912-1.507) 1.111 (1.007-1.310) 0,30
24 dias pos-infecgao 1.275 (292-1.415) 1.325 (867-1.700) 0,47
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4. CONCLUSOES

A angiostrongiliase abdominal ¢ uma zoonose que apresenta grande
importancia pela sua prevaléncia no RS e pelo fato de o unico tratamento eficaz ainda
ser somente cirargico. Ainda ha davidas em relacdo a patogenia desta parasitose e este
trabalho foi realizado com o intuito de esclarecer algumas destas duvidas. A partir dos
resultados deste estudo, foi possivel o esclarecimento de questdes hematoldgicas,
imunoldgicas e patologicas do ciclo do A. costaricensis nos dias 14 e 24 pés-infecgéo,
além do perfil de cortisol dos hospedeiros infectados. Salientamos a importancia deste
trabalho na caracterizagdo dos pardmetros acima citados aos 24 dias, dados que sdo

inéditos e que podem auxiliar no esclarecimento da patogenia deste nematodeo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A angiostrongiliase abdominal (AA) ¢ uma parasitose descrita ha mais de
40 anos e ainda se desconhece varios aspectos do parasito, da patogenia e epidemiologia
desta doenga. Além destes fatores, faltam métodos de diagndstico padronizados e
protocolos de tratamento ndo invasivos. Diante de tantas questdes, o objetivo deste
trabalho foi o maior esclarecimento da patogenia da AA, utilizando camundongos Swiss
como modelo experimental e avaliando pardmetros patoldgicos, hematologicos,
imunologicos e de cortisol nos animais infectados em diferentes periodos do ciclo de A.
costaricensis.

Os resultados deste estudo permitiram uma maior compreensdo do ciclo
deste nematodeo em todos os parametros analisados. A partir destes resultados, a AA
poderd ser melhor caracterizada e novos estudos poderdo partir dos dados obtidos,
objetivando melhorias no diagnoéstico e tratamento desta infec¢do. Ainda, se enfatiza a
importancia da manuten¢do do ciclo deste nematddeo no grupo de pesquisa, devido a
necessidade de responder a dividas que ainda permanecem no meio cientifico. Destaca-
se também a relevancia de se utilizar um modelo animal que permita a coleta de material
biologico em diferentes periodos de tempo sem a necessidade de eutanasia, para
acompanhamento do ciclo do parasito em tempo real.

Levando em consideracdo todos os fatos ja comentados, as perspectivas
futuras em nosso grupo de estudo, ja mantido no Biotério o ciclo do parasito em roedores
Gerbis, permitindo a coleta de material biologico sem a necessidade de eutandsia e
mensuracao dos parametros ja pesquisados em maiores periodos de tempo do ciclo de
A. costaricensis, para aprimoramento dos conhecimentos ja obtidos sobre a patogenia

deste nematodeo.
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7. ANEXOS

Ah UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
W

P E VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Cerificamos que a proposta intitulada "Estudo da angiostrongiliase abdominal em
camundongos Swiss” registrada com o n° 034/2016, sob a responsabilidade de Caroline Chaves
Hermes e Elise Benvegnu, e que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de ensino, encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO (CEUA-
UPF), em reunido de 28/10/186.

Finalidade: Pesquisa Vigéncia da autorizagao: 28/10/16 a 22/10/117
N°animais: 48 Sexo: Machos Idade/ peso: 10 semanas
Espécie/linhagem/raga: Camundongo Swiss Origem: Biotério - ICB - UPF

Resumo:

Serao ulilizados 48 camundongos Swiss machos. Trinta e dois camundongos serao infectados com 10 L3 de
Angiostrongylus costaricensis por gavagem. Apds 14, 21., 28 e 35 dias serdo eutanasiados por inalago de isofluorano com
0 objetivo de estudar as respostas inflamatoria tecidual e hematolégica. Um grupo de 12 animais nio serdo infectados e
servirdo de grupo controle sendo eutanasiados nos mesmos dias dos grupos infectados. Serdo quantificados os eosinofilos,
as citocinas e a proteina C reativa.

Passo Fundo, 28 de outubro de 2016.
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