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RESUMO

VEROCAI, Guilherme Gomes. | nfeccdo patente em caes adultos com larvas de Toxocara
canis (Werner, 1782) recuperadas de camundongos experimentalmente infectados. 2008.
45p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de
Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

O objetivo do presente estudo foi promover a infeccdo experimental de caes adultos através
da administracdo de larvas de T. canis obtidas de tecidos de camundongos experimental mente
infectados. E, conseqiientemente, avaliar a infeccdo patente, determinando o periodo pré-
patente (PPP) e o nUmero de nemat6ides recuperados em relacéo as diferentes quantidades de
larvas infectantes administradas. Fémeas de T. canis foram coletadas de animais naturalmente
infectados, estas foram dissecadas para obtencéo dos ovos e posterior cultura em solucdo de
formalina a 2%, em estufa climatizada do tipo B.O.D. a temperatura de 27+1° C, com
umidade relativa de 75 +10%. Apdbs 60 dias, camundongos foram infectados com 0s ovos
embrionados oriundos da cultura. Os roedores foram eutanasiados 26 dias pos-infeccdo (dpi),
submetidos & necropsia. Seus 6rgdos e carcagas submetidos & Técnica de Isolamento Acido
para recuperacao das larvas, as quais foram subdivididas em aliquotas parainfeccédo dos caes.
Foram utilizados 12 c&es machos adultos da raca Beagle, pertencentes ao Canil do
Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia V eterinaria do Departamento de
Parasitologia Animal, Ingtituto de Veterinaria da Universidade Federa Rura do Rio de
Janeiro. Os animais eram comprovadamente livres de infeccdo pelo nematdide, porém com
prévio historico de parasitismo pelo nemat6ide em questdo. Os animais foram divididos em
dois grupos de seis animais cada. Sendo os animais do Grupo | infectados com 60 larvas e, 0s
pertencentes a0 Grupo Il com 300 larvas, sendo estas recuperadas apenas dos cérebros e
carcaca dos hospedeiros paraténicos. Para avaliacdo do periodo pré-patente foram empregadas
em associagdo, as técnicas coproparasitolégicas de Centrifugo-flutuagdo Simples,
Sedimentacdo Simples e Sedimento-centrifugo-flutuagdo nos dias +8, + 12 e
consecutivamente entre os dias +16 e + 56. Para recuperacdo dos nematéides os animais
foram vermifugados nos dias +57, +58 e +59 com um produto a base de piperazina. Os
animais do Grupo | atingiram o PPP, em média, aos 48 +5,37dpi, ja os do Grupo Il aos
41,5+5,09 dpi, havendo diferenca estatistica entre os periodos (p<0,05). Foram recuperados
a0 todo dez nematdides dos animais do Grupo |, com uma intensidade média de 1,66+1,63,
resultando num total de recuperacdo de 2,78+2,73%. Enquanto, no Grupo |1, foi recuperado
um total de 85 helmintos, com uma intensidade média de 14,17+28,12 parasitos por animal,
perfazendo 4,72+9,39% do total de larvas administradas. Ndo havendo diferenca significativa
entre os grupos em relagdio ao total de recuperagdo de nematéides. E possivel estabel ecer
infeccdo patente em cées adultos a partir da administracéo das diferentes cargas de larvas
recuperadas de tecidos de camundongos experimental mente infectados.

Palavras-chave: Infeccdo experimental, larvas, Toxocara canis
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ABSTRACT

VEROCAI, Guilherme Gomes. Patent infection in adult dogs with Toxocara canis
(Werner, 1782) larvae recovered from experimentally infected mice. 2008. 45p..
Dissertation (Master Science in Veterinary Sciences, Veterinary Parasitology). Veterinary
Institute, Department of Animal Parasitology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2008.

The objective of the present study was to establish triad infections in adult dogs by
administering T. canis larvae recovered from tissues of experimentally infected mice and to
evauate patent infection by determining the pre-patent period (PPP) and the number of
recovered nematodes in relation to the different infective larvae doses. T. canis females were
collected from naturally infected dogs. These were dissected and the eggs were obtained from
their uteri followed by posterior incubation at 27+1° C under 75 +10% RH. After 60 days,
mice were orally infected by the embryonated eggs gathered from the culture. The mice were
killed 26 days post-infection (dpi) and then submitted to necropsy. Its organs and carcasses
were processed by the Acid-Isolation Technique for the recovery of larvae, which were
guantified and subdivided in aliquots for the dogs’ infection. Twelve adult male Beagle dogs
from the Kennel of the Laboratory of Experimental Chemotherapy in Veterinary Parasitology,
Department of Animal Parasitology, Veterinary Institute, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro were used in our study. They were considered free from parasitism, however with
previous history of exposition. The animals were divided in two groups of six animals each.
The dogs from Group | were infected with 60 larvae, and the ones from Group 11 with 300
larvae, which were recovered from the brains and carcasses of the paratenic hosts. To evaluate
the PPP we used the coproparasitological techniques of Centrifugal flotation, Sedimentation
and Sedimentation centrifugal flotation on days +8, + 12 and, consecutively between days
+16 e + 56. For the recovery of nematodes from feces, the dogs were treated on days +57, +58
e +59 with piperazine. The animals from Group | reached the PPP on 48+5.37 dpi, and Group
Il on 41.5+5.09 dpi, presenting stetisticaly significant difference between the periods
(p<0.05). Ten nematodes were collected from Group |, with the mean intensity of 1.66+1.63,
resulting in 2.78+2.73% of recovery. The 85 nematodes collected from Group 11, presented
mean intensity of 14.17+28.12, resulting in 4.72£9.39% of recovery from the total of
administered larvae. Non-statistical difference was noted regarding the total recovered
nematodes. It is possible to establish patent T. canis infection in adult dogs by administering
larvae recovered from tissues of experimentally infected mice.

Key words. Experimental infection, larvae, Toxocara canis
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1INTRODUCAO

Toxocara canis € um nematéide, pertencente afamilia Ascarididae, que acomete o céo
doméstico, bem como aguns canideos selvagens, parasitando o trato intestina destes
hospedeiros. Seu ciclo de vida é bastante complexo, compreendendo as vias de transmissao:
direta, por meio da ingestdo de ovos contendo a larva infectante de segundo estédio;
transplacentéria, fazendo com que os filhotes ja nascam infectados; transmamaria, permitindo
a infeccdo dos neonatos através do leite materno, e através da ingestdo de hospedeiros
paraténicos, como roedores e aves, que podem abrigar larvas em diferentes tecidos sem que
estas sofram qualquer grau de desenvolvimento ou percam seu potencial infectante. Seu
periodo pré-patente é de cerca de quatro a cinco semanas quando ocorre a infeccdo a partir de
ovos infectantes. Em casos de infeccéo transplacentaria, os filhotes comegam a liberar ovos
do nematGide, geralmente, entre aterceira e quarta semanas de vida.

O padréo de migragcdo larvar pode ser influenciado por diversos fatores, tal como,
fonte de infeccdo, idade do animal e nimero de ovos ou larvas ingeridos. O estado hormonal e
imunologico, sexo e a raca, também sdo considerados fatores criticos tanto para a migracéo
das larvas, quanto para ainstalagdo de infeccOes patentes.

Tal helminto tem distribuicdo cosmopolita sendo comumente relatados elevados
indices de prevaléncia em paises de diferentes continentes, incluindo o Brasil. Embora sgja
mais comumente encontrado em animais jovens, tém sido relatados indices de prevaléncia
igualmente altos em cées adultos, sobretudo em animais do sexo masculino.

Estudos epidemiol 6gicos que avaliem a prevaléncia de determinado parasito devem
lancar mé&o de técnicas diagnodsticas mais sensiveis e especificas possiveis, determinando
assim indices mais proximos areal situagdo da doenca na regido estudada. Existem inlmeros
estudos comparativos de técnicas de exames fecais para diagndstico de T. canis, porém a
busca por técnicas mais acuradas ndo cessa, visto que tal parasito ainda confere grande
preocupacdo junto a sociedade. O emprego destas ainda se faz necessario em estudos que
avaliem parametros bioldgicos deste ou de outros helmintos, pois testes mais sensiveis sdo
capazes de determinar mais prematura e precisamente o periodo pré-patente da espécie
dentro das condic¢Oes experimentais.

Este parasito exerce grande importancia em Medicina Veterin&ria, sendo considerado
um dos nematbides de maior relevancia na clinica de pequenos animais, como um todo, € 0
mais importantes deles no que se refere aos cdes filhotes. A infeccdo por ele causada pode ser
denominada toxocariase.

Dentre as sintomatologias possivelmente observadas, decorrentes do parasitismo,
podemos destacar: a ocorréncia de episddios de diarréia aternados com constipacéo, vomitos
esporadicos, tosse e descarga nasal. Pode ser notada acentuada distensdo abdominal, como
resultado da hipoproteinemia ocasionada por atas cargas parasitarias ou formagéo de gases. O
parasitismo intestinal também pode acarretar distlrbios de absor¢do, implicando em baixas
taxas de crescimento em filhotes com infecgdo de moderadas a altas. A morte do hospedeiro
pode ocorrer em decorréncia de marcada debilidade fisica, obstrucdo e subseqiiente ruptura de
alcas intestinais. Em filhotes, especialmente recém nascidos, tal parasito pode ser incriminado
como importante causa de morte prematura, pois pode provocar pneumonia verminética
associada a migracéo das larvas, abrindo portas para infecgdes secundarias. Caes adultos sdo
considerados mais resistentes, ndo apresentando sintomatologia clinica, ou com esta se
apresentando mais branda.



Além dos hospedeiros definitivos, canideos em sua maioria, diversas espécies animais
podem atuar como hospedeiros paraténicos, abrigando larvas em diversos érgdos e
musculatura. Nestes, pode ser observada grave sintomatol ogia nervosa, podendo comprometer
a vida do animal. Tal sindrome € caracterizada como Larva Migrans Visceral (LMV),
podendo acometer inclusive o homem. Assim, além da importancia veterinaria, tal helminto
exerce grande relevancia em Saude Publica

Por tais evidéncias, diversos estudos relacionados a patogenia de T. canis em
hospedeiros acidentais, fundamentados em estudos sobre a migracdo de larvas do referido
nematéide no organismo de uma grande diversidade de espécies animais foram e continuam
sendo realizados. S&o buscadas informagbes que possam ser empregadas para maior
conhecimento sobre a enfermidade em humanos, aém de estudos que projetam especia
enfoque nos animais, comprovando a capacidade de infectividade retida pelas larvas presentes
na musculatura ou 6érgaos de hospedeiros acidentais, podendo estas, passarem troficamente a
outros hospedeiros, sejam eles novos hospedeiros paraténicos, ou ainda, o hospedeiro
definitivo, completando o ciclo bioldgico.

Devido sua enorme importancia se fazem necessarios estudos visando o controle
deste nematoide, principal mente ensaios que avaliem a eficacia de produtos anti-helminticos,
uma vez que a infec¢do humana é uma consequiéncia direta da contaminacéo do solo com
fezes de cées infectados. Adicionalmente, deve-se considerar o estreito convivio entre caes
tidos como mascotes e seus donos, pois essa relacdo de proximidade merece atencéo, sga
para o bem estar e salide do animal de estimag&o, bem como para a prépria familia que o
cerca. Portanto, medidas de controle, sendo a principal destas a quimioterapia, focadas no
hospedeiro definitivo acarretariam numa mais baixa prevaéncia da infeccdo canina e, por
conseguinte, num menor risco de infecgdo humana.

Uma barreira para a prética de tais experimentos € a manutencdo de cdes com
infeccOes patentes em canis experimentais, visto que a parasitose € mais comum em filhotes.
Sendo imprescindivel a disponibilidade de um significativo nUmero destes para elaborar um
ensaio, ou ainda, recorrer a animais jovens de proprietarios particulares, que poucas vezes
desegjam colaborar efetivamente.

O estabelecimento de uma infeccéo patente em cdes adultos representa um desafio,
pois estes sd0 geramente resistentes a reinfeccbes. Um possivel método de obter cées
parasitados € proceder a infeccdo experimental através do modelo do paratenismo, sendo
administradas |larvas oriundas de tecidos de possiveis hospedeiros paraténicos, tais larvas ndo
teriam a necessidade de realizar uma nova migracdo e jA no hospedeiro definitivo
permaneceriam no trato gastrintestinal até atingir a maturidade sexual. Assm sendo, seria
possivel obter um adequado numero de cées infectados para enquadrélos em futuros testes
anti-helminticos.

O objetivo do presente estudo foi promover a infeccdo experimental de cées adultos
através da administracdo de larvas de T. canis obtidas de tecidos de camundongos
experimentalmente infectados. E, conseqlentemente, avaliar a infeccdo patente,
determinando o periodo pré-patente do nematéide e avaliar as relacbes entre nimero total de
nematoides recuperados e as diferentes quantidades de larvas infectantes administradas.



2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos M or fol 6gicos e Bioldgicos de Toxocara canis

O nematdide Toxocara canis (Werner, 1782) Stiles, 1905 (Ascaridida: Ascarididae) é
um dos principais parasitos intestinais de canideos domésticos e silvestres. E de consideréavel
tamanho, podendo os machos atingir cerca de 10 cm e as fémeas 18 cm. S&o providos de asas
cervicais e corpo curvado ventralmente em sua por¢ado anterior. Ja 0os machos também
possuem a extremidade posterior curvada. Os érgéos genitais da fémea se estendem desde as
regibes. anterior e posterior, até a regido vulvar. A cauda do macho possui um delgado
apéndice terminal e asas caudais, seus espiculos medem entre 0,75 e 0,95 mm. Seus ovos S0
subglobulares, com casca bastante grossa e finamente decorada, com dimensbes de,
aproximadamente, 90 por 75 pm (SOULSBY, 1987). Estes ovos sd0 extremamente
resistentes a acdo de agentes quimicos e fisicos, podendo permanecer viaveis para infeccéo
por anos (REINECKE, 1983). Segundo Rey (2001), as fémeas de tal parasito atingem o
maximo potencia de oviposi¢ao diario (dois milhdes) a partir da sétima semana de vida. O
ciclo biolégico deste ascaridideo € bastante complexo e, de acordo com a idade do
hospedeiro, pode compreender a transmissdo transplacentéria, transmaméria, direta e através
daingestdo de hospedeiros paraténicos infectados com larvas de segundo estadio. Em cées de
até trés meses de idade ocorre migracdo traqueal (SPRENT, 1958), apesar de alguns autores
discordarem desta data, indicando que esta via migrat6ria pode ocorrer em animais de até
seis meses (WEBSTER, 1956). Os ovos alcancam o estédio infectante em 10-15 dias, em
condicdes otimas. Apos a ingestdo dos ovos, as larvas eclodem no duodeno e atravessam a
parede intestinal passando pela via linfética e posteriormente, chegando ao figado através da
vela porta. Em seguida, pela veia hepética chegam a veia cava e posteriormente ao coracéo,
artéria pulmonar e pulmdes. Migram para os avéolos, bronquiolos e traquéia, onde séo
finalmente deglutidas, chegando ao estdmago e depois ao intestino delgado, onde completam
sua maturacdo até chegar ao estédio adulto (SOULSBY/, 1987).

Em animais com seis meses ou mais, a migragao se modifica. Relativamente poucas
larvas passam pelos pulmdes e traguéia, a maioria delas chega a vela pulmonar e entdo
atingem tecidos somaticos, via coragdo e circulacdo sistémica, permanecendo latentes por
meses ou até anos (LEVINE, 1968).

A transmissdo transplacentaria se da através da mobilizacgo de larvas encistadas na
musculatura das fémeas gravidas em torno do terco fina do periodo gestacional, porém
muitas larvas serdo mobilizadas em gestagbes posteriores (PAYNE; RIDLEY, 1999;
BURKE; ROBERSON, 1985). Nos fetos, as larvas se alojam no figado e pulmdes. Do
periodo do nascimento a primeira semana de vida tais larvas sdo encontradas nos pulmaes,
passando pelo estdbmago e finalmente ao intestino delgado, onde podemos encontrar formas
adultas a partir da terceira semana de vida dos filhotes. A paténcia de infecgdes pré-natais
varia entre 23 e 40 dias apds o0 nascimento (SOULSBY, 1987).

Apos a ativagdo, larvas de T. canis presentes na musculatura, também podem ser
transmitidas via colostro ou leite aos filhotes, caracterizando a infecgdo transmaméria. Neste
caso, as larvas se desenvolvem sem a necessidade de uma migracdo traqueal
(OVERGAAUW, 1997).

A infeccBo do hospedeiro definitivo ainda pode ocorrer a partir de peguenos
mamiferos, entre outros animais, que atuando como hospedeiros paraténicos abrigam larvas
com potencia infectante em seus tecidos e 6rgaos, transmitindo estas aos canideos através do
processo predatério (BARRIGA, 1988). Assim como na infecgdo transmaméria, as larvas, de
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acordo com o periodo em que permaneceram latentes ou migrando no hospedeiro acidental,
ndo necessitam de realizar nova migragdo no hospedeiro definitivo, desenvolvendo-se
diretamente no trato gastrintestinal deste (OVERGAAUW, 1997).

Segundo Olsen (1974) os nematoides adultos podem persistir por oito a 108 dias na
luz intestinal, considerando uma média de 60 dias, antes de serem expul sos espontaneamente.
Apesar de Shantz e Glickman (1981) afirmarem que tais nemat6ides podem viver, em média,
guatro meses. O periodo pré-patente pode variar entre a terceira e quinta semanas de vida,
dependendo do modo de infeccdo (LEVINE, 1968; LLOYD et a., 1983; SOULSBY, 1987;
OVERGAAUW, 1997). Porém em infecgBes experimentais, sobretudo em caes adultos, este
periodo pode ser aumentado (MAIZELS; MEGHJI, 1984; FAHRION et al., 2008).

2.2 Importancia Médico-Veterinaria

A sintomatologia clinica depende da idade do hospedeiro, intensidade da infecgdo,
localizac&o e estadio evolutivo dos helmintos. A infeccdo pré-natal pode ser incriminada por
natimortos e mortes prematuras (SCOTHORN et a., 1965). Apds o0 nascimento, os filhotes
podem adquirir pneumonia associada a migracéo traqueal, podendo vir a 6bito em poucos
dias. Quando estdo com duas ou trés semanas podem apresentar emaciacdo e disturbios
digestivos causados por nematoides adultos presentes no estbmago e intestino. Diarréia,
constipacdo, vomito, tosse e descarga nasal, podem ser observados ao exame clinico. Pode
ser notada uma distenséo abdominal, provavelmente como resultado de formagdo de gases
(KOUTZ et al., 1966).

Hayden e Kruiningen (1975) redizaram, experimentalmente, a superinfeccéo de cées,
tendo os exames laboratoriais revelado: moderada leucocitose, marcada eosinofilia, e
hipoalbuminemia. Outras ateracOes observadas foram: moderada ascite, hepatomegalia,
linfadenopatia, aém de lesbes focais em diversos tecidos. Lloyd et a. (1991) demonstraram
consideraveis disturbios de absor¢do, acarretando em baixas taxas de crescimento em filhotes
com infeccdo de moderadas a altas. A mortalidade pode vir a ocorrer devido a obstrucdo da
vesicula biliar, ductos biliares e pancreéticos e ruptura de acas intestinais, em decorréncia de
altas cargas parasitarias no trato intestinal (PARSONS, 1987).

Em caes adultos, o surgimento de uma sintomatologia clinica é raro em virtude da
baixa carga parasitaria comumente encontrada em infeccBes patentes. Durante a migracdo
soméatica pode haver, raramente, manifestacdo de sinais clinicos (OVERGAAUW, 1997).
Contudo, existem relatos, sobretudo, de afecgdes oftalmol dgicas como celutite orbital (LAUS
et a., 2003) e retinites (JOHNSON et al., 1989).

2.3 Importancia como Zoonose

Nos paises em desenvolvimento, alguns fatores tém contribuido tanto para o aumento
do nimero de animais e do contato destes com humanos. Mudancgas nas condi¢cdes das
habitacGes tém levado a um contato mais intimo e freqliente dos animais domésticos e seus
donos. Como resultado de movimentos ecologistas, muitas pessoas vém sendo
conscientizadas a respeito de politicas de protecéo e de preservacdo animal. No entanto,
acoes do governo tais como informar a populacdo sobre o risco de transmisséo de doengas,
controle de zoonoses transmitidas por animais domésticos e controle de populactes de
animais de rua sdo praticamente inexistentes no Brasil, resultando num crescente risco de
exposi¢ao a zoonoses transmitidas por tais animais (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002).

O nematdide T. canis exerce importante papel em Salde Publica, sendo o agente
causador da Larva Migrans Viscera (LMV) em humanos (DESPOMMIER, 2003). Tal
sindrome fora descrita primeiramente por Beaver et a. (1952). Quando as larvas atingem
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diferentes 6rgéos e tecidos, onde podem permanecer durante muito tempo. A sindrome
ocorre, sobretudo, em criangas de 18 meses a trés anos de idade, mais propensos a ingerir
ovos de T. canis, porém também pode se apresentar em individuos adultos. Tais larvas
tambpodem se instalar no globo ocular levando a enfermidade denominada Larva Migrans
Ocular (LMO), ocorrendo em criancas de mais idade e, as vezes, em adultos. A presenca da
larva no olho pode ocasionar estrabismo, perda progressiva da viséo e cegueira repentina
(ACHA; SZYFRES, 1986).

Como a infec¢do humana é uma conseqiiéncia direta da contaminagdo do solo com
fezes de cées contendo ovos deste parasito, a prevaléncia da infeccdo intestinal canina pode
ser um adequado indicador do risco da infecgdo humana numa dada comunidade
(BARRIGA, 1988). Varios autores vém avaliando os niveis de contaminagdo ambiental,
principa mente de éreas publicas, através da andlise de amostras de solo ou fezes de animais
domésticos, especialmente nos grandes centros urbanos, correlacionando-os com o risco de
uma infecgdo humana (CHIEFFI; MULLER, 1976; HABLUETZEL et al., 2003,
CAPUANO; ROCHA, 2005).

Diversos estudos em nosso pais acerca da frequéncia de soropositividade para
antigenos de T. canis, mostram porcentagens rel ativamente altas, especialmente em criangas,
sobretudo as que habitam comunidades com precarias condi¢cbes socioecondmicas
(CAMPOS-JUNIOR et al., 2003; MURADIAN et ., 2005).

2.4 Epidemiologia

Diversos trabalhos vém sendo realizados quanto a prevaléncia do parasitismo por T.
canis em cées em diferentes partes do mundo, muitas vezes relatando frequiéncias bastante
altas (BARRIGA, 1988; MARTINEZ-MORENO et al., 2007). Na Argentina, Fontanarrosa et
al. (2006), encontraram uma prevaéncia de 11% para T. canis, utilizando uma técnica de
centrifugo-flutuacéo, sendo o segundo helminto mais prevalente. No mesmo pais, Rubel et
al. (2003) compararam a frequéncia de parasitismo por T. canis em caes de duas areas de
diferentes status socioeconémicos, obtendo 9% de animais positivos na &rea de classe média
e 19% na area de classe baixa, onde 0s cdes vivem em mais precérias condi¢es de higiene.
Este tltimo indice de preval éncia também foi encontrado por Minnaar et al. (2002), naAfrica
do Sul, em uma comunidade peri-urbana de recursos limitados, onde sdo esperadas maiores
prevaléncias de parasitos. Maloy e Embil (1978), no Canada, analisaram amostras fecais de
474 caes de rua, dos quais 26,6% se mostraram positivos para ovos de T. canis. Mais
recentemente, Dubna et a. (2007), na Republica Tcheca, verificaram que este era o parasito
de maior prevaléncia nos cées estudados, tanto nos provenientes de regides urbanas quanto
nos animais de regides rurais.

No Brasil, diversos estudos que avaliam prevaléncia de nemat6ides em cées tém sido
efetuados, alguns destes utilizam o diagndstico post-mortem (LARA et al., 1981; COSTA et
al., 1990), outros sdo baseados em exames coproparasitol ogicos, utilizando fezes oriundas de
cées domiciliados ou apreendidos (CORTES et a., 1988, GENNARI et a., 1999;
LABRUNA et al., 2006).

Chieffi e Mller (1976) obtiveram prevaléncia de 37% para T. canis no Municipio de
Londrina, Estado do Parana. Enquanto Lara et al. (1981) reportaram uma freqiiéncia de
26,27% para T. canis em cées necropsiados na cidade de Pelotas, Estado do Rio Grande do
Sul. Matos et al. (1981) encontraram 15,1% de cé&es positivos para o nematéide em questéo.
Menores freqUéncias foram observadas por Gennari et a. (1999) que relataram,
aproximadamente, 8,5% de animais positivos para T. canis, utilizando cdes domiciliados na
cidade de S&o Paulo e Oliveira-Sequeira et a. (2002), no mesmo estado, que obtiveram
apenas 55% dos animais positivos ao exame coproparasitolégico, empregando
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aleatoriamente as Técnicas de Flutuacdo Simples, Centrifugo-flutuacédo de Faust em solucéo
de sulfato de zinco ou sedimentacdo. Muradian et al. (2005), utilizando as técnicas de Faust e
Willis, encontraram uma maior freqliéncia de parasitismo, 39%, no entanto avaliaram apenas
animais jovens, o que pode ter contribuido para tal resultado. Em Santa Catarina, Blazius et
al. (2005) encontraram a preval éncia de 14,5% para este helminto, empregando a Técnica de
Sedimentacdo espontdnea. No Estado do Rio de Janeiro, Vasconcellos et a. (2006),
trabalhando com cées institucionalizados, verificaram através das técnicas de Willis e
Centrifugo-flutuacdo em solucdo de sacarose, uma freqiéncia de 8,8%. Mais recentemente,
Labruna et a. (2006) avaiaram a prevaléncia de endoparasitas em caes da area urbana do
Municipio de Monte Negro, Estado de Rondbnia, achando para T. canis uma taxa de 18,9%,
estes autores utilizaram como meio diagnéstico os métodos de Willis, Centrifugo-flutuacdo
em solucdo de sacarose e de Centrifugo-sedimentacdo em agua-éter. Na maior parte desses
estudos, T. canis é apontado como o segundo helminto mais prevalecente, atrés apenas de
Ancylostoma spp, que por vezes atinge indices de preval éncia superiores a 70% (LABRUNA
et al., 2006).

2.4.1 Infeccdo por Toxocara canis
2.4.1.1 Infecgdes em hospedeir os par aténicos e recuper agéo de larvas

Existem poucos relatos na literatura sobre a infeccdo natural de hospedeiros
paraténicos por larvas do género Toxocara. NoO entanto, estes podem exercer importante
papel epidemioldgico em determinadas regibes, podendo atuar como fonte de infeccdo para
cées adultos (ANTOLOVA et a., 2004). Chieffi et al. (1981) analisaram sorologicamente
exemplares de Rattus norvegicus capturados no Municipio de S&o Paulo, reportando que
acima de 23% dos 121 animais foram considerados positivos. Ja Dubinsky (1998), na
Eslovaguia, encontrou varidveis indices de soropositividade para anticorpos anti-Toxocara
entre roedores sinatropicos e hemi-sinantropicos de trés espécies de areas urbanas e rurais,
sendo maior na primeira. Antolova et a. (2004), no mesmo pais, que apesar de trabalharem
com diversas espécies de roedores sd encontraram positividade em trés delas, sendo apenas
uma, Apodemus agrarius, coincidente com a do estudo anterior.

Estudos experimentais sobre o0 comportamento migratério de larvas de T. canis foram
realizados utilizando diversas espécies de hospedeiros ndo naturais como: galinhas e pombos
(GALVIN, 1964); primatas (GLICKMAN; SUMMERS, 1983), e diversas espécies de
roedores como: camundongos, Mus musculus (SPRENT, 1958); gerbis, Meriones
unguiculatus (AKAO et al., 2003) e ratos, Rattus norvegicus (LESCANO et a., 2004).
Muitos desses estudos servem como modelo experimental para a LMV e LMO humanas,
correlacionando achados clinicos e histo-patol6gicos (FENOY et a., 2001, GUARDIS et d.,
2002; SOMMERFELT et a., 2004).

A rota migratéria das larvas no modelo murino inclui duas fases distintas: a primeira,
denominada fase visceral se da durante a primeira semana pos-infec¢do, quando as larvas
alcancam o figado, pulmdes e outros 6rgdos. Tal fase também pode ser referida como hepato-
pulmonar. Apds, muitas das larvas permanecem migrando pelo organismo, acumulando-se,
principamente, na carcaga e cérebro, fase denominada miotrépica-neurotropica (ABO-
SHEHADA; HERBERT, 1985).

Varios métodos tém sido usados na recuperacdo de larvas de T. canis em tecidos. A
Técnica de Digestdo Acida e a de Compressio de 6rgos foram largamente utilizadas para tal
findidade (ABO-SHEHADA; HERBERT, 1985, BARDON et a., 1994). Este método é
eficiente na observacéo de larvas presentes no cérebro, porém ndo mostra tal eficiéncia na
recuperacdo de larvas localizadas em outros érgéos. Segundo Wang e Luo (1998) a Técnica
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de Digest&o Acida é considerada funcional, porém necessita de pepsina e o material digerido
deve ser passado por uma bateria de tamises. Portanto, esta técnica se mostra bastante
demorada para ser exequivel. O aparato de Baermann também pode ser empregado para a
recuperacdo de larvas de nematdides, contudo € um tanto volumoso e a agua contida no tubo
coletor ndo estimula nem acelera a liberagdo das larvas dos tecidos. Neste mesmo trabal ho,
0s autores compararam as Técnicas de Isolamento Acido e da Digestdo Acida para
recuperacdo das larvas contidas na musculatura e 6rgaos de camundongos experimentalmente
infectados. O numero de larvas recuperadas através de ambas as técnicas ndo diferenciaram
significativamente entre si. Porém, os autores indicam a Técnica de Isolamento Acido por
sua maior simplicidade de redlizagdo, podendo ser empregada na recuperacéo das larvas
contidas em variados érgéos, tais como: figado, pulmdes, cérebro e no restante da carcaga.

A possibilidade de uma reinfeccao experimental por larvas de T. canis que ja haviam
passado por um hospedeiro paraténico foi comprovada com a infecg@o de camundongos com
larvas obtidas de tecido de codorna (Coturnix coturnix japonica) (PAHARI; SASMAL,
1990; MARUYAMA et d., 1994) e codornas com larvas obtidas de minhocas (Pherestima
posthuma) (PAHARI; SASMAL, 1991). Nestes casos, por ndo se encontrarem em um
hospedeiro natural, as larvas tornam a migrar somaticamente nos novos hospedeiros. Tais
estudos demonstraram que as larvas continuaram infectantes mesmo permanecendo por
longos periodos na musculatura, condizendo com a teoria do paratenismo proposta por
Sprent (1954), onde larvas podem ser transferidas na natureza de animal paraanimal.

2.4.1.2 InfecgOes experimentais no hospedeir o definitivo

Sprent (1958) realizou diversos experimentos infectando cées de poucas semanas até
cinco meses através da administracdo de tecido de camundongos, previamente infectados
com ovosde T. canis. A infecc@o patente apenas foi conseguida, seguramente por meio de tal
experimentacdo, em um filhote com cerca de trés meses. Em outros estudos, usando filhotes
de cées e raposas, 0s animais foram necropsiados antes que os helmintos pudessem atingir o
estagio adulto, muitas vezes recuperando larvas no trato gastro-intestinal. Ja Warren (1969),
alimentou cées com idades variando entre trés e 12 meses com carcagas de camundongos
experimentalmente infectados, obtendo sucesso no estabelecimento intestinal de nematdides
em um dos animais adultos.

Greve (1971) administrou, por via subcuténea, larvas eclodidas artificialmente em
cées de diferentes faixas etérias. Denotando a ocorréncia de migracéo traqueal apenas nos
animais filhotes (trés semanas) e migracdo somética nos jovens e adultos. Em dois dos
animais adultos houve recuperacdo de nematdides adultos no intestino a necropsia.

Hayden e Kruiningen (1975) procederam a superinfeccdo de cées adultos jovens com
50.000 ovos embrionados, através de repetidas infecgbes com cargas de 3.500 ovos, trés
vezes por semana a0 longo de um més. No entanto, avaliaram 0s animais através de
hematologia e histopatologia, ndo relatando o encontro de formas do nemat6ide na luz
intestinal.

Dubey (1978), entre outros experimentos sem sucesso, obteve a infecgdo patente em
filhotes apos a administracdo de indculos contendo entre 30 e 1.000 ovos infectantes,
alcancando o periodo pré-patente entre 32 a 39 dias. Nos animais infectados com apenas dez
ovos a tentativa do desenvolvimento da infecgdo ndo foi satisfatoria. Glickman et al. (1981),
também utilizando cées jovens, conseguiram desenvolver infeccdo patente através da
administracéo de 100 ovos, porém ndo obtiveram os mesmos resultados empregando cargas
de 10.000 ovos. Enquanto Lloyd et a. (1981), trabalhando com cées de seis meses,
administraram 2.000 ovos infectantes, submetendo os mesmos a diferentes protocolos de
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corticoterapia, somente recuperando nematéides do intestino do animal que recebeu a maior
dose imunossupressora.

Maizels e Meghji (1984) obtiveram sucesso quanto a paténcia de infeccdo, apds
efetuarem repetidas administracbes de baixas cargas de ovos larvados em cé&es machos
adultos da raca Greyhound, apontando gque pode haver predisponénciaracial.

McTier et al. (2000), num estudo de controle de ascaridideos em cées, infectaram
filhotes com 300 ovos embrionados de T. canis. A infeccdo patente dos animais foi
confirmada por exame coproparasitol 6gico empregando uma técnica de centrifugo-flutuacéo.
Cées do grupo controle foram eutanaziados e necropsiados, tendo seus nematoides
recuperados, contados e preservados em formalina a 10%. Outros estudos referentes ao
controle de helmintos em cées também infectaram caes filhotes com diferentes cargas de
ovos embrionados, obtendo sucesso na infeccdo patente (BURKE; ROBERSON, 1979;
CLARK etdl., 1991; CLARK et a., 1992).

Taira et a. (2002), infectaram filhotes de raposas (Vulpes vulpes) com diferentes
cargas de ovos larvados, estabelecendo infeccBes patentes nos animais cujas doses
administradas foram consideradas medianas. Saeed et al. (2005) infectaram dez raposas
adultas (14 meses) e dez jovens (oito semanas), da mesma espécie, com cagas de 400 ovos
embrionados ou larvas recuperadas de tecido de camundongos, realizando uma ou duas
infecgbes-desafio, a primeira com a mesma quantidade de ovos (cinco de cada faixa etéria) e
a segunda com o0 mesmo nimero de larvas (cinco de cadafaixaetéria). A infeccdo patente foi
conseguida em 17 dos animais, porém, a eliminacdo de ovos cessou por completo em até
duas semanas em 15 deles. A necropsia os animais apresentavam carga parasitéria de zero a
11 nematdides adultos, num total de 37 exemplares, dos quais 24 eram machos e 13 eram
fémess.

Mais recentemente, Fahrion et al. (2008), realizaram um experimento objetivando a
inducdo de infeccdo patente em cées previamente expostos a infeccdo quando filhotes e caes
seguramente livres de infeccdo ao longo da vida. Subdividiram os animais em trés grupos,
cada qual com trés animais pertencentes as categorias supracitadas. Procederam a
vermifugacdo de todos e subsequentes infecgbes com 100 ovos embrionados, atingindo a
infeccdo patente em animais de todos os grupos.

2.4.2 Aspectosderesisténcia

Séo diversos os possivels fatores ligados a resisténcia a toxocariase reportados na
literatura. O principal e primeiramente relatado foi aresisténcia ligada a idade, proposta por
Sprent et a. (1958), afetando profundamente as rotas de migragdo tomadas pelas larvas do
parasito e, por conseguinte, no estabelecimento ou ndo de uma infeccdo patente. A cléssica
migracao hepato-pulmonar-traqueal é geralmente atribuida animais jovens (GREVE, 1971).
Quando cées adultos ingerem ovos embrionados, a maior parte das larvas migra para tecidos
sométicos, acumulando-se preferencialmente na musculatura, figado e sistema nervoso
central (DUBEY, 1978). Em uma peguena parcela de cées adultos as larvas recém eclodidas
n&o realizam a migracdo para hepato-pulmonar-traqueal, resultando em infecgdes intestinais
(LLOYD et al., 1981). Apesar de experimentalmente, varios autores afirmarem que tais
evidéncias parecam ser mais comuns do que se pensava (DUBEY, 1978, MAIZELS;
MEGHJI, 1984; FAHRION et al., 2008). A idade apontada como ponto de transicdo na
escolha pela rota de migracéo € controversa, Sprent (1958) e Overgaauw (1997) citam que
fica entre um e dois meses de idade, enquanto Webster (1956) coloca que em animais de até
seis meses pode ocorrer a migracdo através do figado, pulmdes e traguéia. No entanto, se
animais adultos ingerirem hospedeiros paraténicos infectados, dependendo do grau de
maturidade de tais larvas, estas se desenvolvem diretamente no intestino do hospedeiro
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definitivo, sem a necessidade de redizar migracdo sga ela hepato-pulmonar-traqueal ou
somética (ABO-SHEHADA; HERBERT, 1985; OVERGAAUW, 1997). Felsburg (2002)
indica que cdes com 12 meses de idade, os quais podem ser considerados adultos, possuem o
sistema imune completamente competente. Warren (1969) também indica que infecches
patentes podem se instalar em cdes adultos quando estes ingerem acidentalmente larvas
expelidas por filhotes junto as fezes.

No que tange ao sexo, estudos epidemiol 6gicos sugerem que caes do sexo masculino
parecem ser mais susceptiveis a infecgdes patentes por T. canis. Jacobs e Prole (1976) e
Turner e Pegg (1977) relatam um pronunciado efeito ligado ao sexo, tendo cdes machos
adultos de quatro a seis vezes maior predisposicao a infeccdes patentes em relacdo as fémeas
de mesmafaixa etaria.

Maizels e Meghji (1984) sugerem possivel predisposicéo racial em cdes da raca
Greyhound, obtendo sucesso no desenvolvimento de seguidas infecgdes patentes por T. canis
em machos adultos destaraga. Tais autores inferem que 0s animais permaneceram total mente
suscepiveis, apesar das sucessivas exposi¢des ao parasito e da presenca de anticorpos séricos
relacionados tanto a antigenos de superficie quanto de secrecdo. Contudo, muitos estudos
experimentais empregaram cées da ragca Beagle, obtendo infecgdo patente em animais de
diferentesidades (GREVE, 1971; GLICKMAN et a., 1981; LLOYD et al., 1981).

Outro fator que deve ser considerado é a carga infectante, de ovos ou larvas,
administradas ao animal. Overgaauw et al (1997) sugere que baixas cargas de infeccdo estéo
mais proximas da exposicdo as formas infectantes ocorridas na natureza. Diversos estudos
comprovaram esta teoria, obtendo sucesso em infecgdes experimentais a partir da
administracdo de baixas quantidades de ovos embrionados (DUBEY, 1978; MAIZELS;
MEIGHJI, 1984; FAHRION et a., 2008). Outros demonstraram insucesso na instalacéo da
parasitose patente acarretado por protocolos de superinfeccdes (FERNANDO, 1968; TAIRA
et al., 2002).

Assim como Maizels e Meghji (1984), Fahrion et al. (2008) também demonstraram
que repetidas exposicdes ndo interferem negativamente na instalagdo da infeccéo patente,
além de verificarem o mesmo em relagdo ao historico prévio de infecgbes. Tendo seus
resultados indicado, ainda, que a susceptibilidade a infeccbes patentes ndo diferiu
significativamente entre cdes com prévias exposicdes ou isentos de parasitismo,
independentemente da presenca de anticorpos especificos circulantes.



3MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e Cultivo de Ovos

Foram utilizados cées filhotes nascidos nas dependéncias do Laboratorio de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinéria, do Departamento de Parasitologia
Animal do Ingtituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Estes
animais estavam comprovadamente parasitados por T. canis por meio da técnica de exame
coproparasitologico de Centrifugo-flutuacdo simples com soluc8o saturada de sacarose de
Sheater (SLOSS et d., 1994), observando-se a morfologia dos ovos, diferenciando-os de
outros ascaridideos, de acordo com Soulsby (1987). Os caes positivos foram tratados com um
produto anti-helmintico a base de citrato de piperazina® na dose de 200mg/kg de peso vivo
para a obtencdo das fémeas gravidas de T. canis eliminadas junto as fezes. A manutencdo
destas fémeas, até a chegada ao laboratorio, se deu em frascos contendo solucédo fisiol 6gica.
A confirmagdo do diagnostico morfol6gico da espécie, antes do processamento do material,
foi readlizada segundo Sprent (1958). As fémeas do nematGide foram dissecadas para a
obtencdo dos ovos contidos no ter¢o anterior dos Uteros, sob microscopio estereoscopico,
com o auxilio de tesouras e pingas oftdmicas. Os ovos foram incubados em solucéo de
formalina a 2% em &gua destilada, em estufa climatizada do tipo B.O.D. a temperatura de
27+1° C, com umidade relativa de 75 £10% por 60 dias, seguindo, em parte, Wang e Luo
(1998), pois estes utilizaram culturas de 45 dias a temperatura de 37° C. O tempo em que a
cultura permaneceu em estufa foi aumentado por esta ter sido mantida a uma menor
temperatura. A avaliacdo da viabilidade dos ovos larvados presentes na cultura foi realizada
através da observacdo da movimentagdo larval sob microscopia Optica, calculando-se a
porcentagem de ovos embrionados (Figura 1). Apos, procedeu-se trés lavagens sucessivas em
agua destilada para retirada de resquicios da solugédo de formalina, centrifugando as amostras
acondicionadas em tubos Falcon, cada vez, por dois minutos a 2.000 rpm, sendo ao final da
terceiralavagem ressuspensa em &gua destilada. ,

Figura 1. Ovos embrionados de Toxocara canis presentes na cultura utilizada para infeccdo dos
camundongos.

! Proverme®, Tortuga Companhia Zootécnica Agréria
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A contagem dos ovos embrionados na suspenséo foi efetuada segundo metodologia proposta
por Oshima (1961), coletando-se com o auxilio de micropipeta automética de 20ul, apos
homogeneizacdo, dez aliquotas de 20ul foram submetidas a andlise entre laminas e laminulas
amicroscopia optica.

3.2 Infecgdo dos Camundongos

Foram utilizados 20 camundongos da linhagem Swiss-Webster, machos, com até oito
semanas de vida, mantidos em gaiolas plésticas proprias para animais de laboratério com
racdo comercial para roedores e agua ad libitum. Os animais foram doados pelo Biotério do
Instituto Vital Brazil, localizado no Municipio de Niter6i, Estado do Rio de Janeiro. Estes
foram mantidos em jgum 6h antes e 2h apos a infecgdo, como proposto por Pahari e Sasmal
(1990). Foram administrados, aproximadamente 4.500 ovos larvados suspensos em 0,3 ml de
solucdo salina por via oral, com auxilio de canulas géstricas adaptadas, cortando-se o bisel de
agulhas de 40x12mm com auxilio de um esmeril, tomando-se o cuidado de deixar as arestas
da extremidade distal arredondadas, curvando-se esta extremidade e, em seguida, conectando
estas a seringas de insulina (Figura 2). A dose de ovos por animal foi calculada de acordo
com a metodologia empregada por Oshima (1961) para estimar a quantidade de ovos
embrionados por inéculo. Os animais foram acompanhados diariamente para observacéo de
possivel surgimento de sintomatol ogia nervosa em decorréncia da migracéo larvar.

Figura 2. Infeccdo experimental dos camundongos com ovos embrionados de Toxocara
canis por via oro-gastrica.

3.3 Obtencdo das L arvas

Apbs 26 dias, os 17 camundongos que permaneceram vivos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e necropsiados. O método do deslocamento cervical foi escolhido,
pois a administracdo de drogas aos roedores poderia interferir negativamente na recuperacéo
das larvas de T. canis. Os trés animais que vieram a 0bito antes da data estabel ecida foram
necropsiados, sendo observadas lesdes compativels com migracdo larvar em diferentes
0rgdos, e tiveram seus cérebros avaliados quanto a presenca de larvas do nematGide em
estudo, através da técnica de compressdo de érgdos (ABO-SHEHADA; HERBERT, 1985),
para confirmagdo da infeccdo destes. Foram separados 0s seguintes 6rgdos: figado, pulmdes,
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cérebro e carcaca para a digestéo pela técnica de isolamento-acido (WANG; LUO, 1998).
Esta técnica sofreu algumas adaptactes. Os 6rgaos foram dispostos em retalhos de malha de
nylon de 4 mm? dentro de tubos conicos de Ueno (6rgdos) ou béquer de 250 ml (carcaca),
sendo entdo adicionada uma solucdo de HClI a 0,5% até que os tecidos estivessem
submersos. Os recipientes foram al ocados em estufa e incubados a 37° C pelo periodo de 18h
para permitir que todas as larvas presentes ultrapassem a malha atingindo o frasco coletor. O
tempo proposto pelos autores foi reduzido para que as larvas presentes nos cérebros
sofressem o minimo efeito deletério, possivelmente causado pela permanéncia na solucdo
&cida por um periodo prolongado, pois estas migrariam mais rapidamente do tecido para o
frasco coletor. Apoés tal procedimento, os sedimentos presentes nos frascos foram coletados,
e as larvas recuperadas (Figura 3) e quantificadas segundo o trabalho de Oshima (1961),
conforme descrito anteriormente.

Figura 3. Larva de Toxocara canis recuperada do cérebro de camundongo
experimentalmente infectado.

As larvas sofreram uma série de lavagens em solugdo salina para a total retirada de
resquicios da solugdo &cida e aliquotas da suspensdo de larvas foram analisadas sob
microscopia 6tica quanto a motilidade, sendo classificadas quanto a aparente viabilidade para
a posterior infeccdo dos cées. Foram separadas em tubos de microtubos com capacidade para
2 ml, aiquotas contendo 60 e 300 larvas para infeccdo dos caes, sendo estas provenientes
apenas de cérebro e carcaca, pois ja perfaziam o montante necessario para 0 procedimento
subseqliente. Além disso, tais larvas seriam preferencialmente empregadas, pois ja se
encontravam em estagio mais avancado de maturagcdo, ndo necessitando redizar nova
migrag&o no hospedeiro definitivo (ABO-SHEHADA; HERBERT, 1985).

3.4 Infecgcdo dos Caes

Foram empregados 12 cdes machos, adultos, da raca Beagle, mantidos no Canil de
experimentacéo do Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinéria.
Todos os animais foram mantidos em canis gramados, contendo um abrigo de alvenaria. Os
animais foram identificados com “transponders’ implantaveis® (microchips) (Tabela 1).
Todos os animais tinham conhecido historico de infecgdo por T. canis, pois todos nasceram

2SO FDX-B 12 x 2 mm - Animal Tag®
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nas dependéncias do canil ou foram adquiridos ainda quando filhotes. Os animais foram
devidamente vermifugados e estavam comprovadamente sem infecgdo patente por quaisquer
helmintos diagnosticados através da técnica de Centrifugo-flutuagdo simples (CFS) com
solucgéo saturada de sacarose (SLOSS et al., 1994). O protocolo de vermifugacéo utilizado foi
baseado na administracdo de fenbendazole® por trés dias consecutivos na dose 50mg/kg de
peso vivo e, nos trés dias subseqlentes, administracdo de comprimidos contendo a
associacdo de pamoato de pirantel, praziquantel e febantel com palatabilizante®, obedecendo-
se a dosagem indicada na bula pelo fabricante, com os animais entre 10,1 e 15 kg recebendo
um comprimido e meio e 0s animais acima de 15,1kg recebendo dois comprimidos.

Tabela 1. ldentificagdo, nimero do microchip, idade e peso dos cdes da Raca Beagle
utilizados.

N® Grupo/ Animal N° do microchip | dade (meses) Peso (kg)
60 larvas
1 Sansdo 285422 38 13
2 Horé&cio 275819 43 15
3 Otto 294174 40 15,5
4 Tico 247335 59 12,5
5 Barney 296603 31 13
6 Heitor 258139 43 16
Média 423 14,2
300 larvas
7 Boris 286313 59 17,5
8 Atila 297253 43 12
9 Aaquiles 283023 43 13
10 Bart 273503 38 11
11 Guga 258090 34 14
12 Astor 299972 40 14
Média 428 13,6

Durante todo o periodo de experimentacdo, os animais foram mantidos em gaiolas
metdlicas individuais (120 x 80 x 60cm) dispostas em grupos de seis em duas instalacdes de
dvenaria. Os animais foram alimentados com 350g didrios de racd comercial®, que é
congtituida de: umidade (maxima) 12%; proteina bruta 21%; extrato etéreo 7%; matéria
fibrosa 5%; matéria mineral 10%; cécio 2,4%; fosforo 0,8%; energia metabolizavel 2,755
kcal/kg. A racdo e agua foram colocadas em comedouros e bebedouros de plésticos,
dispostos um por animal. Tanto as gaiolas, principamente as bandgas, que eram
identificadas com o ndmero dos animais para que nao fossem trocadas de lugar, quanto as
instalagdes eram lavadas diariamente com solucdo detergente e &gua sanitéria, para melhor
higienizacdo e diminui¢do de possivel contaminagdo. Esses animais poderiam possuir larvas
latentes na musculatura, pois tiveram contato prévio com formas infectantes do parasito em

3 Panacur® suspensdo oral, Intervet do Brasil Veterinéria Ltda.;
* Canex Premium 3® comprimidos, Sespo Indstria e Comércio Ltda./ Divisio Vetbrands Salide Animal;
® Vigilante®, Empresa Vale dos Girassis.
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estudo. Segundo Overgaauw (1997), ainfeccdo de adultos se d4, mormente em episodios de
imunossupressdo, ingestdo de baixas cargas de ovos infectantes, ou pela ingestéo de
hospedeiros paraténicos, sendo remota a possibilidade de estas larvas migrarem da
musculatura para o0 trato digestivo dos animais, atingindo a paténcia da infecgéo,
principalmente em animais do sexo masculino.

Os cées permaneceram em jegum por 12 horas antes de serem sedados com
acepromazina® na dose de 0,1 mg/kg de peso vivo, por via subcutanea associada & atropina’
na dose de 0,01 mg/kg e entdo, infectados com a suspensdo de larvas de T. canis recuperadas
de tecidos de camundongos. Tais animais foram divididos em dois grupos iguais. A cada
anima do primeiro grupo foi administrada, por via oral com o auxilio de sonda géstrica
(Figura 4), uma suspensdo contendo aproximadamente 60 larvas de T. canis (Grupo 1). Ja os
animais pertencentes ao segundo grupo foram infectados com uma solugdo contendo
aproximadamente 300 larvas de T. canis (Grupo Il), ou sga, o quintuplo da carga
administrada aos animais do Grupo |, nas mesmas condi¢des anteriormente citadas. Apos,
realizada a infeccdo, cada céo recebeu cerca de 20 ml de &gua destilada para total lavagem
das sondas e retirada das larvas. Os animais ainda foram mantidos em jejum por um periodo
de seis horas ap0s a administracéo das larvas de T. canis.

3.5 Avaliacdo da I nfeccéo Patente
Foram realizados exames coproparasitologicos de CFS com solugdo saturada de

sacarose de Shesater nos dias +2, +4 e +7 apds infecgdo. As fezes presentes nas gaiolas eram
coletadas com sacol as plasticas descartaveis individuais e devidamente identificadas com a

Figura 4. Infeccdo experimental dos cdes com larvas de Toxocara canis recuperadas de
tecidos de camundongos

® Acepran®, Vetnil Inddstria e Comércio de Produtos Veterindrios Ltda.;
 Adrenalina 1%, Fagra - Farmagricola S. A. Importaco e ExportacZo.
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numeracao do animal e imediatamente levadas ao |aboratério. Para avaliagdo do periodo pré-

patente (PPP) para cada um dos animais de ambos os grupos, foram empregadas em
associacdo, as técnicas de CFS; Sedimentacdo Simples, que sera denominada Hoffman
(HOFFMAN et a., 1934) e uma adaptacéo da Técnica de Sedimento-Centrifugo-Flutuacdo
(SCF) (MARTINS et a., 2003) proposta por Verocai et a. (2007a) para 0 nematéide em
guestdo e Veroca et al. (2007b) e Souza et al. (2007) para outros endoparasitos de caes, nos
dias +8, + 12 e, consecutivamente entre os dias +16 e + 56, para cada animal. Esta técnica
sofreu uma adequacdo a espécie hospedeira, pois foram utilizados 10g de fezes, pois fora
originalmente validada para o diagnostico de cestdides de equinos, utilizando-se o triplo
desta quantidade.

Ao longo do periodo de experimentacéo, o material fecal de cada animal foi analisado
visualmente para deteccdo de possiveis formas dos helmintos expulsas naturalmente.
Quando, por ventura, eram encontrados, estes eram fixados com A.F.A. (4cool formol
acético), composto por 93 partes de dcool etilico a 70%, cinco partes de formaldeido a 37%
e duas partes de acido acético glacia, a quente (60-63° C). Em seguida os parasitos foram
classificados quanto o grau de maturidade segundo Schacher (1957), sexados e
acondicionados em frascos com data e aidentificagcdo do animal hospedeiro.

Nos dias +57, +58 e +59 todos os animais foram vermifugados com um produto anti-
helmintico a base de citrato de piperazina" na dose 200mg/kg de peso vivo. Adicionalmente,
nos dias +60, +61 e +62, 0s animais foram tratados com a associagéo de pamoato de pirantel,
praziquantel e febantel com palatabilizante®, na mesma dosagem citada anteriormente. A
totalidade do material fecal de cada animal foi coletada das bandejas das gaiolas em sacos
plasticos, devidamente identificadas e avaliadas quanto a presenca de nemat6ides adultos da
espécie T. canis entre os dias +58 e +60. Os helmintos foram quantificados, fixados como
indicado acima e, posteriormente classificados segundo o grau de maturidade sexua em
imaturos e adultos, sendo estes sexados com auxilio de um microscopio estereoscopico
(SCHACHER, 1957). Sendo acondicionados em frascos com data e a identificacdo do animal
hospedeiro. Para confirmar a total retirada dos nemat6ides prodeceu-se a coleta de fezes dos
doze animais nos dias +62 e +63, seguindo todos os cuidados anteriormente citados,
submetendo tais amostras as técnicas de CFS e SCF.

3.6 Andlise Egtatistica
Os dados obtidos referentes aos periodos pré-patentes de cada um dos grupos foram

comparados através do Teste t para amostras independentes, considerando um intervalo de
confianga de 95% (SAMPAIO, 2002) através do Programa Biostat 4.0 (AYRES et a., 2005).
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4 RESULTADOS

Nos animais de ambos os grupos foram diagnosticadas co-infeccdes pel os nematoides
Ancylostoma spp., em todos os cdes de ambos os grupos a partir de, no minimo, dia +16, e
T. wulpis, em um animal do Grupo | (animal 1) e quatro animais do Grupo Il, a partir do dia
+19. Sendo tais datas anteriores a determinacdo dos PPP para T. canis hos mesmos, em todas
as técnicas coproparasitol 6gicas empregadas. Os resultados isolados para as técnicas de SCF,
CFS e Hoffman podem ser observados nas Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente. A dinamica de
positividade apenas para T. canis considerando-se a sobreposi¢do dos resultados obtidos pelas
técnicas de Sedimento-centrifugo-flutuacdo, Centrifugo-flutuacdo simples e Hoffman
encontra-se na Tabela 5.

Todos os cées experimentalmente infectados, de ambos os grupos, com larvas de
T. canis recuperadas de camundongos infectados com ovos larvados, desenvolveram infeccdo
patente, determinada pelas técnicas de exame coproparasitol 6gico empregadas. Os animais do
Grupo | atingiram o periodo pré-patente nos dias: 42, 42, 46, 52, 52 e 54 pos-infec¢do, para os
animais de numero: 1, 2, 4, 3, 5 e 6, respectivamente. Resultando numa média de 48 dias e
desvio-padréo de 5,37. Ja os animais do Grupo Il atingiram o PPP nos dias 36, 37, 40, 41, 46
e 49 apbs a infecgdo, para os animais de numero: 7, 12, 9, 8, 11 e 10, respectivamente.
Resultando num PPP de 41,5 dias e desvio-padrdo de 5,09. Houve diferenca estatistica entre a
média dos PPP comparando-se 0s dois grupos experimentais (p=0,0284) (Tabela 6).

Pode-se observar que a técnica que mais prematuramente diagnosticou o PPP foi a de
SCF, exceto em um Unico animal do Grupo I, animal 8, cujo PPP foi diagnosticado pela
técnica de CFS. O que sugere que tais técnicas podem ser consideradas complementares. No
entanto, houve falha no diagnéstico da infeccdo patente em um dos animais do Grupo |. A
técnica de Hoffman ndo se mostrou boa para determinacdo do PPP de T. canis em infeccdes
experimentais, pois adém de determinar mais tardiamente o PPP, falhou no diagnéstico de
varios animais (Tabela 7).

Quanto a recuperacdo de nematoides adultos junto as fezes, foram encontrados aguns
espécimes nos dias + 39, +40, +41, +43, +47, +49, +53 e +54, ou sgja, antes da data de
vermifugacdo pré-estabelecida em quatro dos animais, sendo um pertencente ao Grupo | e os
demais ao Grupo Il. Sendo, ao todo, dois nematbides adultos (um macho e uma fémea)
recuperados do animal de nimero 6 (Grupo |); dez adultos obtidos do animal 10 (trés machos
e sete fémeas); um nematdide jovem do animal 10 e, por fim, um macho adulto do animal 12,
estes Ultimos inclusos no Grupo 1. (Tabela 8)

Apo6s a vermifugagdo, foram recuperados nos dias +58, + 59 e + 60, nematsides
adultos e imaturos nas fezes de seis dos animais, sendo trés de cada grupo (Figuras 5 e 6).
Foram coletados dos animais alocados no Grupo |I: um macho do animal 1; quatro adultos
(dois machos e duas fémeas) do animal 3 e trés adultos (um macho e duas fémeas) do animal
4. Ja dos animais pertencentes ao Grupo Il foram recuperados: 51 nematdides (quatro
imaturos, 27 machos e trinta fémeas) do animal 7; trés fémeas do animal 10 e, finalmente,
nove adultos (cinco machos e quatro fémeas) do animal 12. (Tabela 9).

Ao fina da experimentacao foram recuperados nematdides de sete dos animais, sendo
guatro pertencentes a0 Grupo | e apenas trés ao Grupo Il. Considerando-se os animais do
Grupo |: nenhum helminto foi recuperado dos animais 2 e 5, um nematdide sendo recuperado
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Figura 5. Fezes dos caes experimentalmente infectados, apds a vermifugacdo contendo
espécimes de Toxocara canis.

Figura 6. Placas de Petri contendo exemplares de Toxocara canis recuperados de alguns dos
caes experimentalmente infectados.
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do animal 1 (1,7%); dois nematdides do animal 6 (3,3%); trés nematdides do animal 4 (5,0%)
e quatro espécimes do animal 3 (6,7%), perfazendo um total de dez helmintos recuperados,
com uma intensidade média de 1,66+1,63, resultando num total de recuperacdo de
2,78+2,73% em relagdo a carga de larvas administradas. Considerando-se os animais do
Grupo II: helminto algum foi recuperado dos animais 8, 9 e 11; quatro exemplares do animal
10 (1,3%); dez do animal 12 (3,3%) e 71 do animal 7 (23,7%). Sendo ao todo quantificados
85 helmintos, com uma intensidade média de 14,17+28,12 parasitos por animal, perfazendo
4,72+9,39% do total de larvas administradas. (Tabela 10). Como, seguramente houve perda de
material, referente a recuperagcdo dos nematdides, tais resultados sdo parciamente validos,
representando a carga minima que se estabeleceu nos cdes nos quais foram recuperados
parasitos, exceto no anima de nimero 1 (Grupo 1) do qua foi recuperado apenas um
exemplar macho, tendo este animal também sido diagnosticado como positivo para ovos do
nematGide em estudo através dos exames fecais.

Os exames parasitol 6gicos de fezes (CFS e SCF) redizados nos dias +62 e +63, ndo
diagnosticaram quaisquer ovos dos nematOides diagnosticados ao longo do periodo de
experimentacdo na totalidade dos animais, revelando a total retirada de formas adultas ou
maduras possivel mente remanescentes no trato gastrintestinal dos animais estudados.

O sucesso obtido no estabelecimento das infecgdes experimentais demonstra que as
larvas recuperadas de 6rgdos de camundongos através da Técnica de Isolamento Acido
mantiveram-se viaveis, ou sgja, mantiveram sua capacidade infectante ao serem inoculadas no
hospedeiro definitivo.

18



Tabela 2. Resultados dos exames coproparasitogicos dos caes pertencentes aos Grupos |, infectados com 60 larvas de Toxocara canis e ao Grupo
I1, infectados com 300 larvas de T. canis, através da Técnica de Sedimento-centrifugo-flutuacéo, nos dias +8, +12 e entre os dias +16 e +56.

Grupo/ Resultado por dia da técnica de sedimento-centrifugo-flutuagdo

Animal +8 +12 +16 +17 +18 +19 +20 +21 422 +23 +24 +25 426 +27 +28 +29 +30 +31 +32 +33 +34 +35
| 1

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 A3 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0 A A A A A A A
4 0 0 0 0 A A A A A A A A A A A A A A A A A A
5 0 0 0 A 0 Tr 0 0 0 0 0 0 0 ATr A A A A A A A A
6 0 0 0 0 A A A A A A A A A A A A A A A A A A
12

7 0 0 0 0 0 0 A 0 A A A A A A A A A A A A A A
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A A A A A A A
9 0 0 0 A A A A A A A A A A ATr A A A 0 A A A A
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A A A A A A A
11 0 0 0 0 A A A A A A A A A A A A A A A A A A
12 0 0 0 0 0 0 A 0 A A A A ATr 0 A A A A A A A A

IAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
2Animaisinfectados com 300 larvas de T. canis;
3Ancylostoma spp;

“Trichuris wulpis.
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Tabela 2. (continuacéo) Resultados dos exames coproparasitogicos dos cées pertencentes aos Grupos |, infectados com 60 larvas de Toxocara
canis e ao Grupo |l, infectados com 300 larvas de T. canis, através da Técnica de Sedimento-centrifugo-flutuagdo, nos dias +8, +12 e entre os
dias +16 e +56.

Grupo/ Resultado por dia da técnica de sedimento-centrifugo-flutuacdo

Anima 136 +37 +38 +39 +40 +41 +42 +43 +44 +45 +46  +47 +48 +49 450 +51 +52 +53 +54 +55 +56

[ 1

1 0 0 0 0 0 0 T* 0 Tr 0 0 A 0 T,A 0 0 Tr 0 0 0 0

2 A3 A A A A A T A A A A A A A A T,A A A A T.A A

3 A A A A A A A A A A A A A A A A T™TA TA TA TA TA

4 A A A A A A A A A A T™TA TA TA TA TA T TA TA TA TA TA

5 A A A A A A A A A A A A A A A A T™A TA TA A T

6 A A A A A A A A A A A A A A A A A A TTA TA TA
Tr

1

7 ™A TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA T TA TA TA TA TA

8 A A A A A() A A A 0 A A T,A A A A A A T,A A A T,A

9 A A A A TA A ATr TA A A A ATr A T,A A A A A TA TA TA

10 A A A A A A ATr A A A A A A TA A A TA TA TA TA TA

11 ATr A A A A A A A A A TA A A T,A A A T,A A A A A

12 A ™A TA TA TA TA TA A TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA

TAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;

2Animais infectados com 300 larvas de T. canis;

3Ancylostoma spp;

“T. canis;

> Trichuris wlpis;

“Inicio daliberacéo de ovos de T.canis nas fezes para cada animal.
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Tabela 3. Resultados dos exames coproparasitogicos dos cées pertencentes ao Grupo |, infectados com 60 larvas de Toxocara canis e ao Grupo
I1, infectados com 300 larvas de T. canis, através da Técnica de Centrifugo-flutuacdo simples, nos dias +8, +12 e entre os dias +16 e +56.

Grupo/ Resultado por dia da técnica de centrifugo-flutuagcdo simples

Animal 48 +12  +16  +17 +21  +22  +23  +24 +25 426  +27 +28 +29 +30 +31 +32 +33 +34 +35

+
[y
(o]
+
[y
©
+
N
o

1 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0O 0 0 A® A A A A A A A A A A A A A A A A A A
3 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 o A A A A A A A
4 O 0 0 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
5 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0O A A O A A A A
6 O 0 o0 A A A A 0 A A A A A A A A A A A A A A
12

7 0O 0 0 o© 0 0 A 0 0 0 A 0 A A A A A O A A A A
8 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 O A A A A
9 O 0 0 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
10 0O 0O 0 o© 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 o A A A A 0
11 0O 0O 0 o A 0 A 0 A A A A A A A A A A A A A A
12 0O 0O 0 o© 0 0 A 0 A 0 A A A A A A O A A A A A

IAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
2Animais infectados com 300 larvas de T. canis;
3Ancyl ostoma spp;
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Tabela 3. (continuacédo) Resultados dos exames coproparasitogi cos dos cées pertencentes ao Grupo |, infectados com 60 larvas de Toxocara
canis e ao Grupo |, infectados com 300 larvas de T. canis, através da Técnica de Centrifugo-flutuacéo simples, nos dias +8, +12 e entre os dias
+16 e +56.

Grupo/ Resultado por dia da técnica de centrifugo-flutuagdo-simples

Animal 136 +37 +38 +39 +40 +41 +42 +43 +44 +45 +46  +47 +48 +49 +50 +51 +52 +53 +54 +55 +56
[ 1

1 0 0 0 0 0 0 T* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 A3 A A A A A A A A A A A A A A A A A A TA A
3 A A A A A A 0 A A 0 A A A A A A T™TA TA TA TA TA
4 A A A A A A A A A A TA A A TA TA TA TA TA TA TA TA
5 A A A A A A A A A A A 0 0 A 0 A A A A A 0
6 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A TA TA
12

7 A ™A TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA T TA TA
8 A A A A A TA A A A A A A A A A A A A A A T,A
9 A A A A A A A TA A A A A A A A A A T.A A A T,A
10 A 0 A A A A A A A A A A A A A A A T™A TA TA TA
11 A A A A A A A A A A A A 0 A A A A A A TA A
12 A 0 ™A TA TA TA TA A T TA TA TA A TA TA T T,A T TA TA TA

tAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;

2Animais infectados com 300 larvas de T. canis;

3Ancylostoma spp;

“T. canis;

“Inicio daliberagéo de ovos de T.canis nas fezes para cada animal.
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Tabela 4. Resultados dos exames coproparasi togi cos dos caes pertencentes ao Grupo |, infectados com 60 larvas de Toxocara canis e ao Grupo
I1, infectados com 300 larvas de T. canis, através da Técnica de Hoffman, nos dias +8, +12 e entre os dias +16 e +56.

Grupo/ Resultado por dia da técnica de Hoffman

Animal +8 412 +16 +17 +18 +19 +20 421 422 423 424 +25 426 427 +28 +29 +30 +31 +32 +33 +34 +35

1 0O 0 0 o© 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0O A A 0
2 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 A A A A O A A A A
3 0O 0 0 O 0 0 0 0 0 A 0 O 0 0 0 0 O A A A 0 0
4 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 A O A A A 0 A 0
5 0O 0O 0 o© 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 o A A 0
6 0O 0O 0 o 0 0 0 0 AS 0 0 O 0 0 A A 0O A A 0 A 0
12

7 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 A 0 0 0o A 0o A 0
9 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 A A 0 A 0O A A 0 A 0 A A
10 0O 0O 0 o© 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 A 0
11 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 A 0 0 O A A A 0
12 0O 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 0 A 0 0 0 A 0

IAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
2Animaisinfectados com 300 larvas de T. canis;
3Ancylostoma spp;
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Tabela 4. (continuacédo) Resultados dos exames coproparasitdgicos dos cées pertencentes ao Grupo |, infectados com 60 larvas de Toxocara
canis e ao Grupo |l, infectados com 300 larvas de T. canis, através da Técnica de Hoffman, nos dias +8, +12 e entre os dias +16 e +56.

Grupo/ Resultado por dia da técnica de Hoffman

Anima 136 +37 +38 +39 +40 +41 +42 +43 +44 +45 +46 +47 +48 +49 +50 +51 +52 +53 +54 +55 +56
[ 1

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 A3 0 0 A 0 0 A 0 A A A  T*A 0 A A 0 A A A T,A A

3 A 0 A 0 0 0 0 A A A 0 A 0 0 A 0 A A 0 A A

4 A A 0 A 0 0 A 0 0 0 A 0 T 0 T T T T 0 T T

5 A A 0 0 0 0 0 0 0 A A 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0

6 A 0 A A 0 0 A A A A A 0 A A 0 0 A A 0 A A

1

7 0 T T T T T T T T T T,A T T T T T T T T T T

8 0 0 0 A 0 0 0 A A 0 A A 0 A A A 0 A 0 A T*
9 A 0 A A A 0 A T* 0 0 A A A A A A 0 A A A A

10 A A A 0 0 0 0 A 0 0 0 0 0 0 A A A 0 A 0 T
11 A 0 A A A A 0 0 A A A 0 T A A A 0 A A A 0

12 0 ™A A 0 T 0 T 0 T T T,A T 0 T T 0 0 T T T T

IAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
2Animaisinfectados com 300 larvas de T. canis;

3Ancylostoma spp;

“T. canis;

“Inicio daliberago de ovos de T.canis nas fezes para cada animal.
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Tabela 5. Dindmica de positividade para Toxocara canis nos cées pertencentes ao Grupo |,
infectados com 60 larvas de T. canis e ao Grupo |1, infectados com 300 larvas de T. canis,
considerando a sobreposicdo de resultados para as técnicas de Sedimento-centrifugo-
flutuacdo, Centrifugo-flutuacéo simples e Hoffman.

Grupos/ Resultados positivos par a Toxocara canis/dias pés-infeccéo
Animal 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56

T
I

1 + + +

2 + +

3 + +
4 + o+ o+ o+ 4+ + o+ o+ +
5 + 4+ o+ +
6 + o+ 4+
12

7 e e (A s
8 + o+ + + +
9 + + + + + o+
10 + + 4+ + o+
11 + + o+ + +

12 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+

*Animais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
2Animais infectados com 300 larvas de T. canis;
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Tabela 6. Periodo pré-patente, em dias, para Toxocara canis atingido pelos caes pertencentes
ao Grupo |, infectados com 60 larvas de T. canis e ao Grupo |1, infectados com 300 larvas de
T. canis, em ambos 0S grupos experimentais.

Grupo/Animal Periodo pré-patente (Dias)
| 1

1 42
2 42
3 52
4 46
5 52
6 54
Média 482
Desvio 5,37
12

7 36
8 41
9 40
10 49
11 46
12 37
M édia 41,5°
Desvio 5,09

IAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
2Animais infectadso com 300 larvas de T.canis;

® M édias aritméticas com letras diferentes diferem significativamente (P=0,05).
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Tabela 7. Periodo pré-patente, em dias, para Toxocara canis atingido pelos caes pertencentes
ao Grupo |, infectados com 60 larvas de T. canis e ao Grupo |, infectados com 300 larvas de
T. canis, considerando-se separadamente as técnicas Sedimento-centrifugo-flutuacao,
Centrifugo-flutuagdo simples e Hoffman.

Grupo/Animal T écnicag/dias pos-infeccdo
SCF’ HOFF* CFS’
I 1
1 42 - 42
2 42 47 55
3 52 - 52
4 46 48 46
5 52 - -
6 54 - 55
112
7 36 37 37
8 47 56 41
9 40 - 56
10 49 56 53
11 46 48 55
12 37 37 38

IAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
2Animais infectados com 300 larvas de Toxocara canis;
*Técnica de sedimento-centrifugo-flutuagéo;

“Técnica de Hoffman;

*Técnica de centrifugo-flutuacéo simples.

Tabela 8. Numero de Toxocara canis recuperados nas fezes dos cées pertencentes ao Grupo |,
infectados com 60 larvas de T. canis e ao Grupo |1, infectados com 300 larvas de T. canis,
antes da vermifugacéo.

NUmer o de Toxocara canis recuper ados nas fezes antes do tratamento
Maturidade/Sexo + 39 + 40 +41 +43 + 47 + 49 +53 + 54

do nematdide 7100 7P 7P 7P 120 7P & 2
Imaturo 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Macho 1 0 0 0 1 0 0 1 1
Fémea 1 0 1 1 2 1 1 1 1
Total 2 1 1 1 3 1 1 2 2

gAnimais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
bAnimais infectados com 300 larvas de T. canis.

27



Tabela 9. Numero de T. canis recuperados nas fezes dos cées pertencentes ao Grupo |,
infectados com 60 larvas de T. canis e ao Grupo |1, infectados com 300 larvasde T. canis
apos a vermifugacao.

NUmer o de Toxocara canis recuper ados nas fezes apés tratamento

M aturidade/Sexo Dia+ 58 Dia+ 59 Dia + 60
do nematdide 3 e 7P 10° 120 10 7P 10° 7P
Imaturo 0 0 4 0 0 0 0 0 0
Macho 2 1 21 0 5 1 5 0 1
Fémea 2 2 26 2 4 0 4 1 0
Total 4 3 51 2 9 0 9 1 1

#Animais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
PAnimais infectados com 300 larvas de T. canis.

Tabela 10. NUumero total e porcentagem de recuperacdo de T. canis nas fezes dos caes
pertencentes ao Grupo |, infectados com 60 larvas de T. canis e ao Grupo |1, infectados com
300 larvas de T. canis antes e ap0s a vermifugagao.

Grupo/ Recuperacdo de Toxocara canis nas fezes Total Percentual de
Animal I maturo M acho Fémea recuperagao (%)
| 1

1 0 1 0 1 1,7
2 0 0 0 0 0
3 0 2 2 4 6,7
4 0 1 2 3 50
5 0 0 0 0 0
6 0 1 1 2 3,3
Total 0 5 5 10

Média 0 0,83 0,83 1,66° 2,78
Desvio 0 0,75 0,98 1,63 2,73
12

7 4 30 37 71 23,7
8 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
10 1 0 3 4 1,3
11 0 0 0 0 0
12 0 5 5 10 3,3
Total 5 35 45 85

Média 0,83 5,83 7,50 14,172 472
Desvio 1,60 12,01 14,60 28,12 9,39

*Animais infectados com 60 larvas de Toxocara canis;
2Animais infectados com 300 larvas de T. canis;
*Médias com mesma letra ndo diferem significativamente (P>0.05).
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5DISCUSSAO

O sucesso no estabelecimento da infeccéo patente por T. canis em todos os cées de
ambos 0s grupos através da administracéo de larvas recuperadas de tecidos de camundongos,
juntamente aos trabalhos pré-existentes baseados na infeccdo de cdes adultos através da
administracdo de carcagas de roedores infectados experimentalmente (SPRENT, 1958;
WARREN, 1969), confirmam laboratorialmente o ja consagrado modelo do paratenismo
proposto por Sprent (1954). No entanto, o presente trabalho teve o cuidado de recuperar e
quantificar as larvas previamente a infeccdo, podendo ser considerado mais controlado.
Adicionamente, reafirma-se que larvas isoladas através de técnicas, como o isolamento acido,
retém potencial infectividade para novos hospedeiros, neste caso, definitivos, corroborando
com os achados de Pahari e Sasmal (1990; 1991) e Maruyama et al. (1994), ao trabalharem
com atransmissdo de larvas entre diferentes espécies de hospedeiros paraténicos.

Relativo sucesso foi conseguido por Sprent (1958), infectando cdes de poucas
semanas até cinco meses através da administragdo de tecidos de camundongos, previamente
infectados com ovos de T. canis, junto a carne bovina moida. A infeccdo patente apenas foi
conseguida, seguramente por meio de tal experimentacdo, em um filhote com cerca de trés
meses. Em outros estudos, usando filhotes de cées e raposas, os animais foram necropsiados
antes que os helmintos pudessem atingir o estagio adulto, muitas vezes recuperando larvas de
diferentes tecidos e do trato gastro-intestinal, denotando, mormente, o padréo de migragéo
somatica e, por vezes, desenvolvimento direto no trato digestivo. No entanto, ao trabalhar
com animais de pouca idade, 0 autor se deparou com migracdo hepato-pulmonar-traqueal,
ndo estabelecendo as larvas diretamente no trato intestinal, como realizado no trabalho em
discussdo. Enquanto Warren (1969), alimentando cées com idades variando entre trés e 12
meses, cada qual com carcagas de trés camundongos experimentalmente infectados com
25.000 ovos larvados, obteve sucesso no estabel ecimento intestinal de nematdides em um dos
animais adultos, 31 nematdides no intestino delgado e 42 no estbmago. Neste estudo a
determinacéo do periodo pré-patente ndo fora objetivada, com o animal adulto parasitado
sendo necropsiado, prematuramente, 19 dias apds a alimentagdo com roedores infectados.
Outra possivel razéo para a relativa falha deste autor em estabelecer a infecgdo intestinal em
cées das diferentes idades foi a administrag@o de carcagas de hospedeiros infectados apenas
quatro dias pos-infeccdo, o que de acordo com Abo-Shehada e Herbert (1985) classificatais
larvas como estando ainda na fase visceral. Este cuidado foi tomado no presente estudo, pois
0os camundongos foram eutanasiados para recuperacdo das larvas 26 dias pos-infecgao,
estando tais larvas na fase miotropica-neurotropica, ou sgja, num estadio mais maduro,
dificilmente necessitando de prosseguir a migragdo num novo hospedeiro. Todos os animais
jovens (trés ou quatro meses), utilizados por Warren (1969) apresentaram larvas em Orgaos
como figado, pulm&o, rins e baco, o que reafirma que tais larvas, mesmo estando presentes
nos 6rgaos de hospedeiros paraténicos, mantiveram a necessidade de migrar. 1sso também
ocorreu num cdo de doze meses abatidos doze dias pos-infeccdo, no qual larvas foram
encontradas nos pulmaes, traquéia, esdfago e contelido estomacal.

Greve (1971) administrou, por via subcuténea, larvas eclodidas artificialmente em
cées de diferentes faixas etérias. Denotando a ocorréncia de migracéo tragueal apenas nos
animais filhotes de trés semanas de idade e migracéo somética nos jovens (trés meses) e nos
adultos (doze meses). As larvas foram recuperadas de diversos 6rgéos e hemi-carcagas dos
animais de todas as faixas etérias por meio da digestdo em solucdo de pepsina acida. Em dois
dos animais adultos houve recuperacdo de nematdides no intestino a necropsia, sendo
encontrado apenas um nemato6ide em um destes e 60 no outro, corroborando com o presente
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estudo em relacdo a grande variagdo entre cargas recuperadas dos individuos. O PPP néo foi
atingido, pois os cées adultos foram prematuramente sacrificados nos dias 18 e 20 pos-
infecgéo.

Ja Lloyd et al. (1981), infectaram com cargas consideradas bastante elevadas (2.000
0vos), cdes de seis meses de idade sob diferentes protocolos de corticoterapia. Conseguindo
instalar uma infeccdo apenas no animal que recebeu maiores doses de corticosterdides, no
qual foram coletados 15 adultos imaturos, decorridas trés semanas da infeccdo. Apesar dos
autores, de certo modo, confirmarem que a corticoterapia possa influenciar positivamente no
estabelecimento de infecgBes patentes, tal artificio ndo foi utilizado no presente ensaio para
gue os animais mantivessem um bom estado de salide ao longo do experimento, ndo sofrendo
intencional depressdo imune e possivel instalacdo de quaisquer infecgbes secundérias.
Contudo, a influéncia de possiveis protocolos corticoterapicos sobre a instalacdo de
infeccOes, obtencéo de PPP mais curtos ou, ainda, mais atas taxas de oviposicdo em T. canis
podem ser testadas, tomando-se os cuidados necessarios com 0s animais.

O PPP de infecgdes por T. canis pode variar de acordo com avia de infeccéo, idade do
hospedeiro e quantidade de formas infectante do in6culo. No presente estudo, o fato de o PPP
ter sido mais curto nos animais infectados com uma maior carga de larvas (Grupo 1) em
relacdo ao PPP atingido pelos animais infectados com uma menos carga larvar (Grupo 1), em
parte, contradiz a literatura, pois € esperado que, em infec¢bes com cargas parasitérias mais
elevadas, hagja maior competicdo intraespecifica entre os nematbides, o que poderia
influenciar numa maturagdo sexual mais tardia e, por conseguinte, num mais longo PPP.
Pode-se inferir que tal achado tenha ocorrido por razdes imunoldgicas ou ainda, amaior carga
de nematoides estabelecida na luz intestinal acarretou numa maior probabilidade de os
parasitos se encontrarem a fim de readizarem a cépula, gerando ovos férteis mais
prematuramente. Filhotes infectados pela via transplacentaria podem alcancar a paténcia
antes das trés semanas de vida (LLOYD et a., 1983) ou até quatro semanas, assim como por
via gaactogénica (SOULSBY, 1987). Considerando-se infecgbes orais com ovos
embrionados, Dubey (1978), num dado experimento, infectou dois cdes com 1000 ovos, dois
com 100 ovos e outros dois com apenas 10 ovos. O PPP nos dois primeiros animais foi de 39
dias pos-infeccdo e apds necropsia foram achados cinco e 11 adultos de T. canis nos
intestinos, respectivamente. Nos animais infectados com 100 ovos, foi diagnosticada a
presenca de ovos junto as fezes nos dias 32 e 35, sendo encontrados a necropsia oito e 30
nematoides adultos, respectivamente. JA nos demais ndo foram encontrados ovos nos exames
fecais, porém ao momento da necropsia foi recuperado um nemato6ide macho adulto em um
dos individuos. Em outra etapa da experimentacdo, cinco filhotes foram infectados com 50
ovos cada, resultando em infeccBes patentes, sendo ovos liberados nas fezes nos dias 33 e 34.
A necropsia foram coletados sete, trés, quatro e nove adultos, respectivamente. No animal
onde ndo foram diagnosticados ovos nas fezes foram encontrados dois machos adultos no
intestino delgado durante a necropsia, evidenciando também uma infecgdo patente. Na Unica
etapa experimental empregando animais adultos, o autor conseguiu desenvolver infeccdo
patente em trés dos seis animais a partir da administragdo de 100 ovos infectantes. No entanto,
animais de sete, nove e dez meses foram considerados adultos, o que é ndo usual. O animal
mais velho que atingiu paténcia era uma fémea de 52 meses, da qual foram recuperados 29
helmintos sexualmente maduros. Nesta etapa experimental, o PPP ndo foi relatado. Os
animais empregados eram considerados isentos do parasitismo por ascarididios ao longo da
vida, 0 que representa um menor desafio enfrentado para instalacdo da infeccdo,
diferentemente dos caes utilizados no estudo em questdo, que tinham prévio histérico de
infeccdo por T. canis quando filhotes o que imunologicamente poderia influenciar no
estabel ecimento dos nematdides na luz intestinal. Ao passo que Hayden e Kruiningen (1975),
nado objetivando estabel ecimento de infecgbes patentes utilizaram cées de seis meses ou mais,
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infectando-os com simultaneas administragdes orais de indcul os contendo cerca de 3.500 ovos
até atingir aproximadamente 50.000 ovos por animal, esperando uma migracdo somética.
Assim, analisaram histopatol ogicamente diferentes érgdos dos animais em estudo, como ndo
foram salientados achados de nematoides no trato digestorio, o estabelecimento destes no
dado sitio ndo deve ter ocorrido. A relativa avancada idade dos animais, via de inoculacéo e,
principalmente, a superinfeccdo possivelmente contribuiram para tais resultados. Um
interessante dado deste estudo foi o relato de os episddios de vomito duas horas apds a
infecgdo, 0 que pareceu estar relacionado airritagdo gastrica acarretada pela massiva atividade
de penetracdo e migracéo larvar. Dificilmente, isto ocorreria no presente experimento, pois as
larvas se desenvolveram diretamente na luz intestinal, pois estas ja tinham realizado a
migracéo num hospedeiro precedente, alcancando um apropriado estégio de maturidade, que
n&o mais necessitavam de migrar, confirmando a suposi¢édo levantada por Overgaauw (1997).

Glickman et al. (1981) também atingiram o PPP entre os dias 31 e 34, pds-infeccdo em
oito filhotes da raca Beagle com dois meses de idade ao dia de infeccdo com 100 ovos
embrionados, obtendo cargas parasitarias bastante varidveis (9 a 78). No mesmo artigo, 0s
autores infectaram animais com uma carga de 10.000 ovos, acancando atos titulos de
anticorpos especificos para T. canis, porém, em contrapartida, ndo estabelecendo nematéides
no trato gastrointestinal. Possivelmente a superinfeccdo fez com que as larvas eclodidas ou ja
em mais avangado estégio de maturacdo fossem eliminadas junto as fezes, antes de atingir a
maturidade sexual. Em contraste, Webster (1956) estabeleceu com éxito infecgbes em cées de
seis meses de idade a partir de elevadas doses de ovos embrionados.

Diversos estudos relacionados a testes de eficicia de produtos anti-helminticos
promoveram infec¢Oes experimentais em cées filhotes a partir da administragdo de diferentes
guantidades de ovos embrionados. McTier et a. (2000), infectaram filhotes com idade entre
dois e trés meses com 300 ovos embrionados de T. canis. A infec¢do patente dos animais foi
confirmada por exame coproparasitol 6gico empregando uma técnica de Centrifugo-flutuacéo.
Cées do grupo controle foram eutanasiados e necropsiados, tendo seus nematGides
recuperados e quantificados. Outros estudos referentes ap controle de helmintos em cées com
diferentes drogas, como Burke e Roberson (1979) que administraram 250 ovos larvados do
ascaridideo, as infecgdes se tornaram patentes 35 dias depois. Clark et al. (1991), empregaram
cdes de dois a seis meses, infectando-os com inéculos contendo 700 ovos embrionados de
T. canis, dém de co-infeccbes por ancilostomatideos como A. caninum e Uncinaria
stenocephala e o também ascaridideo Toxascaris leonina, recuperando a necropsia T. canis no
intestino tanto no grupo tratado quanto no controle. Em outro estudo, Clark et al. (1992)
realizaram co-infeccBes em caes jovens com T. canis e A. caninum, obtendo sucesso para
ambas as espécies. Pela idade dos animais utilizados, supde-se que as larvas eclodidas
realizaram migracdo hepato-pulmonar-traqueal. Talvez as baixas cargas empregadas tenham
favorecido o estabelecimento dos nematdides até sua maturagcdo sexual, mesmo com as Cco-
infecgbes por uma ou mais espéecies de nematdides. Como no presente ensaio, tais co-
infeccbes podem ter influenciado de certo modo, no entanto n&o foi fator de impedimento
para a instalacdo da paténcia da parasitose. Além disso, sdo freqlentemente relatados na
literatura, em estudos epidemiol égicos, elevados percentuais de ocorréncia de co-infeccfes
naturais, em especia relacionadas com nematoides do género Ancylostoma, mas também em
associacdo a T. wulpis (LABRUNA et a., 2006). A metodologia apresentada no presente
estudo pode também ser empregada para a obtencdo de cées experimentalmente infectados
para que possam ser enquadrados em testes anti-helminticos.

Maizels e Meghji (1984) realizaram uma série de infeccOes em trés caes adultos da
raca Greyhound empregando doses consideradas baixas, que variavam entre 100 e 200 ovos
embrionados. Foram conseguidas sucessivas infecgdes patentes nos mesmos animais, com
estabelecimento de nematdides variando entre 1,6 e 48% e PPP variando entre seis e onze
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semanas, semelhante aos resultados obtidos das infecgfes realizadas no presente trabalho.
Quanto a recuperacdo dos parasitos, também houve marcada diferenca entre percentuais de
recuperacao por animal, em parte relacionadas a fatores intrinsecos do hospedeiro.

Taira et a. (2002), trabalhando com filhotes de raposas (V. vulpes) atingiram a pré-
paténcia entre 35 e 38 dias ap0ls a infeccdo com cargas entre 100 e 3.000 ovos larvados.
Tentativas de estabelecimento de infeccdo patente com sub ou sobre-dosagens, 30 e 20.000
ovos, respectivamente, ndo obtiveram éxito. Enquanto, Saeed et a. (2005) promoveram a
infeccdo experimental por T. canis, em raposas jovens e adultas da mesma espécie a partir de
repetidas administragdes de cargas de 400 ovos ou larvas, atingindo a paténcia entre 33 e 41
dias poés-infeccdo. A infeccdo patente em adultos com larvas recuperou nove helmintos
adultos de trés animais submetidos a apenas um desafio de infeccdo por larvas e um adulto
em um dos dois animais submetidos a duas infeccbes. A baixa taxa de recuperacéo de
nematoides adultos nestes animais se assemelha com os resultados do trabalho aqui relatado,
sugerindo que o estabel ecimento de poucos nematoides que chegam até a maturidade sexual
possa estar ligado a idade dos animais empregados, ou sgja, provavelmente por razbes
imunologicas. Este se apresenta como Unico estudo, no qual sdo administradas quantidades
controladas de larvas a possiveis hospedeiros definitivos, incluindo alguns em idade adulta.
As larvas administradas aos animais permaneceram no organismo do hospedeiro paraténico
por 16 dias, o que em conformidade com o presente estudo, classificam-nas como ideais para
reinfeccdo dos canideos por se encontrarem em mais avangado estagio de migracéo e, tao
logo, maturacao.

Fahrion et a. (2008), buscando elucidar as circunstancias nas quais caes adultos
adquirem infeccOes patentes através da ingestdo de ovos embrionados, utilizaram caes
mesticos de Beagle com idade de sete meses a0 comego da experimentacdo, infectando-os
com baixas cargas (100 ovos). Estes animais foram classificados de acordo com o histérico
de infeccOes prévias aliado ao tratamento anti-helmintico, e entéo, expostos a trés infeccoes,
ao longo dos meses de estudo. Os autores conseguiram desenvolver infeccdo patente em 16
das tentativas, tanto em caes livres do parasitismo, quanto em cées que ja tinham entrado em
contato com o0 nematéide, assemelhando-se ao presente trabalho. Ao periodo da terceira e
Ultima etapa de infeccdo os caes ja estavam na idade adulta, e foi nesta fase que dez das
infecgOes patentes foram atingidas com sucesso. As paténcias foram alcangadas entre os dias
40 e 56, pés-infeccdo. Baseando-se em nos resultados do estudo em questéo, a pré-paténcia
parece ser estendida em animais mais velhos, confirmando os achados de Maizels e Meghji
(1985) e Fahrion et a. (2008) em cées.

A maior parte dos estudos recentes busca o emprego de baixas cargas infectantes,
para que a infeccdo se aproxime do que deve ocorrer em exposicdes naturais, de acordo com
Overgaauw (1997). Entretanto, tais estudos se baseiam na administragdo de ovos
embrionados e ndo larvas presentes, ou recuperadas de hospedeiros paraténicos. Apesar de a
maior carga (300 larvas) utilizada no presente estudo ser o quintuplo da menor (60 larvas),
aguela ndo se caracteriza como uma sobrecarga. Foi conseguido éxito no desenvolvimento da
infeccdo patente em ambos 0S grupos experimentais, muito embora tenha havido falhas na
recuperacdo de helmintos em alguns dos animais. Portanto, o estabelecimento das infecgbes
parece ndo ter sido influenciado pelas diferentes cargas de larvas administradas. Apenas
houve diferenca estatistica significativa no PPP, confrontando-se os dois grupos. Sendo o
tempo deste reduzido nos animais infectados com uma maior quantidade de larvas. Novos
estudos devem ser realizados com diferentes cargas de larvas e empregando animais de
diferentes faixas etarias ou do sexo feminino, para avaliar possiveis diferencas. Os estudos de
Sprent (1958) e Warren (1969) n&o precisam o0 nimero de larvas administradas aos animais,
pois a porcentagem de larvas que se estabelecem nos tecidos dos roedores pode ser bastante
variavel, e estes ofereceram carcacgas inteiras aos hospedeiros definitivos. No entanto, pode-
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se observar que os camundongos utilizados por tais pesquisadores foram experimental mente
infectados com altas cargas de ovos embrionados do parasito, 0 que pode ter levado a um
grande percentual de estabelecimento de larvas em seus Orgaos e, por conseguinte, altas
cargas de larvas administradas aos caes.

Os cées empregados no presente estudo apresentavam meédia de idade de,
aproximadamente, trés anos e meio, no dia da infecgdo. Nos demais trabalhos encontrados na
literatura, os adultos empregados tém em geral 12 meses, sendo considerados adultos jovens
(GREVE, 1971; FAHRION, 2007). A partir desta idade, Felsburg (2002) considera o sistema
imune canino completamente competente, conferindo um desafio para o ensaio. Além do
mais, todos os animais estdo bem acima da faixa de resisténcia por idade de seis, oito ou dez
meses indicada por diversos autores, como Webster (1956) e Greve (1971).

Além disso, sugere-se que adultos, no caso, machos, podem ser facilmente infectados
através da administracdo de larvas que preservam seu potencia infectante. Isto vai de
encontro aos elevados indices de prevaléncia em cées adultos comumente encontrados na
literatura (MARTINEZ-MORENO et al, 2007), reforcando a possibilidade de que esta € uma
usual via de infeccdo natural para os hospedeiros definitivos na idade adulta. Outros estudos
epidemiol 6gicos relatam um pronunciado efeito ligado ao sexo, tendo caes machos adultos
de quatro a seis vezes maior predisposicdo a infecgdes patentes em relagdo as fémeas de
mesma faixa etéria (JACOBS; PROLE, 1976; TURNER; PEGG, 1977), o que foi levado em
consideracé@o na escolha do sexo dos animais empregados no estudo. Segundo Overgaauw
(1997), ainfeccéo de adultos se da, mormente em episddios de imunossupressao, ingestao de
baixas cargas de ovos infectantes, ou pela ingestdo de hospedeiros paraténicos, sendo remota
a possibilidade de estas larvas migrarem da musculatura para o trato digestivo dos animais,
atingindo a paténcia da infeccdo, principamente em animais do sexo masculino. Ja nas
fémeas, as larvas encistadas sdo reativadas por mecanismos ainda ndo totalmente
compreendidos, porém com marcada influencia hormonal (PAYNE; RIDLEY, 1999). Assim,
as larvas presentes na musculatura sdo reativadas durante a gravidez e lactacéo, as larvas
mobilizadas passam para os filhoes transplacentariamente (98%) ou pela via transmaméria
(1,5%), segundo Burke e Roberson (1985).

Assim como sugerido por Fahrion et a. (2008) nossos resultados sustentam a hipotese
de que infecgOes patentes, que ndo em filhotes, devam ser coincidentes com circunstancias
particulares como o consumo de hospedeiros paraténicos infectados, imunossupressdo ou
alteracbes hormonais, bem como fatores tal qual uma possivel predisponéncia racial proposta
por Maizels e Meghji (1984), que sugeriram que os Greyhound ndo foram capazes de
desenvolver uma completa imunidade. No entanto, grande parte dos estudos que obtiveram
sucesso no desenvolvimento de infeccdo patente, seja pela infecgdo dos animais com ovos
embrionados ou tecido de hospedeiros paraténicos utilizou, como o trabalho em questéo, caes
daraca Beagle (GREVE, 1971; GLICKMAN et al., 1981; LLOYD et a., 1981) ou mesticos
deste (FAHRION et al., 2008), o que pode indicar tanto uma el evada susceptibilidade também
destaraca, como também a ndo influénciaracial.

A recuperagcdo de nematdides foi considerada regular. As falhas em recuperalos
podem ser explicadas pela expulsdo natural destes junto as amostras de fezes que, por ventura,
nao foram coletadas, especiamente no dia +57. Ja que Olsen (1974) indica que nematoides
adultos podem persistir por um periodo de oito a 108 dias na luz intestinal, considerando uma
média de 60 dias, antes de serem expulsos espontaneamente. Por tal evidéncia, o tratamento
final dos animais visando a recuperacdo de formas do parasito foi realizado anterior ao
periodo médio considerado pelo autor, apesar de Shantz e Glickman (1981) apontarem que 0
tempo médio de vida dos nematbides € de cerca de quatro meses. Outros estudos também
falharam na recuperacdo de adultos de alguns dos animais em experimentagdo, como Saeed et
al. (2005) trabalhando com raposas. A coleta de alguns espécimes expelidos anteriormente ao
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tratamento também é considerada normal, principalmente em se tratando de hospedeiros
adultos, tendo ocorrido fato semelhante no estudo de Maizels e Meghji (1984). Fahrion et al.
(2008) também recuperaram parte da carga parasitaria estabelecida 60 e 68 dias apds a
infeccdo, apesar da administracdo de baixas doses de ovos. Ja Fernando (1968) atribuiu
anteriormente este fendmeno como resposta a eventos de superinfeccdo. Essa expulsdo
prematura, mesmo depois de atingir a pré-paténcia, € reponsavel pela diminuicdo da paténcia
da infeccdo, ou segja, ovos sdo liberados junto as fezes por curto espaco de tempo, cessando
em poucos dias ou semanas, sobretudo em animais adultos. Fato semelhante ao da
experimentacdo em questdo ocorreu com Taira et al. (2002), que trabalhando com raposas,
apesar de filhotes tiveram a paténcia das infecgdes findadas em até duas semanas. Apesar de a
paténcia ter sido prematuramente interrompida neste estudo, em alguns individuos, por
intervencdo do tratamento anti-helmintico.

Apesar da infeccdo concomitante por Ancylostoma spp., € em menor grau, por
T. wulpis, ndo houve falha no desenvolvimento da infeccéo patente. Todavia, tal fator pode ter
interferido na quantidade de nematdides estabel ecidos até a maturidade sexual e na oviposi¢céo
das fémeas, sgja através de um retardo ou diminuicdo desta, tendo possivel impacto na
determinacdo do periodo pré-patente. Contudo, o PPP médio foi proximo ao determinado por
Fahrion et al. (2008) em adultos, caracterizando, possivelmente, um menor efeito deletério
destas co-infecgdes, ab menos no que se refere ao PPP. Tais co-infecgdes sugerem que o
esquema de tratamento anti-helmintico optado ndo tenha sido eficaz contra larvas do
ancilostomatideo encistadas na mucosa e contra estagios, provavel mente imaturos de T. vulpis
presentes na mucosa ou na luz do intestino grosso.

Em relacdo a combinacdo de técnicas diagnodsticas utilizadas no estudo pode-se
afirmar que estas foram complementares, principalmente no que se refere a determinacéo
prematura do PPP, j& que foram necessarias duas destas para a mais precisa confirmacéo
deste. Os resultados também confirmam a superioridade da técnica de SCF em relacdo a
técnica de Hoffman, de acordo com os resultados de Verocai et a. (2007a), que a
consideraram a primeira, mais sensivel e especifica que a segunda para T. canis. Como a
determinacdo do PPP foi realizada com o emprego da SCF, na maioria dos animais,
anteriormente ao determinado pela CFS, podemos considerar aguela mais precisa. Tais
evidéncias levam a crer que a técnica de SCF deva, também, ter maior sensibilidade e
especificidade que a CFS, como ja comprovado em relacdo a Hoffman por Veroca et a.
(20074). Como é preconizado que técnicas diagndsticas mais sensiveis e especificas sgjam
eleitas, principalmente no tocante a estudos epidemiol gicos, a técnica de SCF parece ser uma
boa opcéo frente a outras menos acuradas, rotineiramente utilizadas em clinicas e laboratérios
para o diagndstico de T. canis, entre outros endoparasitos de cées, apesar de sua mais
trabalhosa e demorada execucdo, conforme indicado para A. caninum (SOUZA et ., 2007) e
T. wulpis (VEROCALI et a., 2007b). O emprego de técnicas mais sensivels possibilitara um
diagnéstico mais fidedigno, podendo revelar infecgdes com baixas cargas helminticas ou mais
precocemente infecgdes que estejam entrando em sua paténcia. Pode-se inferir que muitos dos
estudos epidemioldgicos citados, empregaram técnicas, que apesar de sua praticidade,
possuem baixa sensibilidade. Portanto, os reais indices de prevaléncia de certos helmintos,
apesar de muitas vezes consideravel mente elevados, podem estar sendo subestimados. Assim,
corroborando com Oliveira-Sequeira et a. (2002), ndo somente a populac&o canina pode estar
em maior risco, como também deve ser maior o risco de infecgdes humanas, especialmente
guando nos referimos aos parasitos de importancia em salde coletiva como T. canis.



6 CONCLUSOES

Pode-se concluir que € possivel estabelecer infeccdo patente em caes adultos com
prévio histérico de toxocariase a partir da administracdo das diferentes cargas de larvas
recuperadas de tecidos de camundongos experimental mente infectados.

O potencia de infectividade € mantido pelas larvas de segundo estédio de T. canis
recuperadas de tecidos de camundongos, experimentalmente infectados, por meio da Técnica
de Isolamento Acido.

A Técnica de Sedimento-centrifugo-flutuagdo se mostrou um melhor método
diagndstico para o parasitismo por T. canis, revelando mais precocemente a paténcia das
infecgOes experimentais.
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7 CONSIDERACOESFINAIS

Baseado nos resultados deste trabalho, diversos estudos a este relacionados necessitam
ser realizados, como por exemplo, a avaliagdo de possiveis diferencas no estabel ecimento de
nematoides, bem como parametros relacionados a infecgdo patente empregando-se animais de
ambos 0s sexos, variadas faixas etérias e diferentes cargas de larvas obtidas de tecidos de
hospedeiros paraténicos.

A utilizagcdo deste modelo podera poupar esfor¢os no sentido da realizagdo de ensaios
visando testes anti-helminticos em caes, sem a necessidade da utilizacdo de caes jovens,
filhotes. Atualmente, se faz necesséria a utilizagcdo de no minimo 12 cées jovens e 12 adultos,
num total minimo de 24 cées para a conclusdo de tais testes, de acordo com as normas
internacionais adotadas para o registro destes produtos no Brasil. Enfatizando que todos os
animais devem ser submetidos a eutanasia, para posterior necropsia, podendo desta forma,
serem poupados pelo menos 12 cdes filhotes A utilizacdo dos filhotes justifica-se
simplesmente pela questéo da presenca de T. canis, ja que este € mais comumente encontrado
em cades de tal faixa etaria Além, disso tal parasito ndo estabelece experimentalmente
infecgdes patentes consideradas tdo préticas quanto como ocorre com A. caninume T. vulpis.

Devido a significativa importancia de T. canis junto a sociedade, constantes estudos
enfocando biologia, epidemiologia, controle, entre outros aspectos relacionados atal parasito,
se fazem necessarios.
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