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ARTIGO/ARTICLE

Perfil hematologico, bioquimico sérico e soroldgico
de Felis domesticus com lagochilascariose experimental

Hematological, serum biochemical and serological profile
of Felis domesticus with experimental lagochilascariosis

Mariana Félix de Souza Prudente’, Kelly Cristine Lima'
e Mara Silvia Carvalhaes'

RESUMO

No presente trabalho, avaliou-se o hemograma, diversas proteinas e enzimas séricas ou plasmaticas e a produgéo de anticorpos especificos em
Felis domesticus, experimentalmente infectados por Lagochilascaris minor. Verificou-se nos animais infectados aumento de leucdcitos totais,
principalmente eosinéfilos; queda do nimero de plaquetas; aumento de aspartato-aminotransferase e alanina-aminotransferase; e principalmente
a presenca de anticorpos IgG especificos para antigenos do parasita. A reacio com extrato bruto de parasitas adultos mostrou-se mais especifica,
permitindo a discriminagfio de soros de animais: ndo infectados, com infecgiio por outros parasitas, e com lagochilascariose. Esta é a primeira
descricdo da padronizacdo de uma reagdo soroldgica para diagndstico da lagochilascariose em Felis domesticus.

Palavras-chaves: Lagochiascaris minor. Lagochilascariose. Hemograma. Provas Bioquimicas. Anticorpos.

ABSTRACT

The present study evaluated the hemogram, different proteins, plasma enzymes, serum enzymes and specific antibody production of Felis domesticus
experimentally infected by Lagochilascaris minor. The infected animals were seen to present increased total leukocytes (particularly eosinophils),
decreased platelet counts, increased aspartate-aminotransferase and alanine-aminotransferase and, especially, the presence of specific IgG antibodies
against antigens of the parasite. The reaction with crude extract of adult parasites was shown to be more specific, thereby enabling serum discrimination
between the animals: non-infected, infected with other parasites and infected with lagochilascariosis. This is the first description of the standardization

of a serological reaction for diagnosing lagochilascariosis in Felis domesticus.

Key-words: Lagochilascaris minor. Lagochilascariosis. Hemogram. Biochemical tests. Antibodies.

A lagochilascariose é uma antropozoonose cujo agente
etiologico é Lagochilascaris minor. Vista como uma parasitose,
exclusivamente neotropical, pode ser considerada uma doenga
emergente no Brasil, que é responsével por 81,2% dos casos
mundiais descritos. S3o conhecidas cinco espécies do género
Lagochilascaris, mas apenas Lagochilascaris minor tem
sido descrita como agente etioldgico da lagochilascariose no
homem?®.

A lagochilascariose é uma doenca de evolugio longa,
caracterizada pela presenca de nédulos cicatrizados e
aparecimento de novos nédulos em locais préximos aos iniciais,
na maioria das vezes com drenagem de material purulento e
parasito, causando sérios problemas sociais. A localizagdo das
lesoes direciona a gravidade da doenca, sendo relatados desde
casos fatais até casos em que as lesdes pouco influem no estado

geral do paciente. A letalidade tem sido observada em pacientes
com comprometimento pulmonar ou do sistema nervoso central'’.
Isto se deve a falta de diagndstico parasitolégico adequado e da
utilizagdo de terapéutica especifica. Na fase inicial da doenga,
alguns pacientes relatam febre didria, inapeténcia, perda de peso
e adenopatia. Nos casos de comprometimento cervical, relatam
o surgimento de nédulos que aumentam gradativamente de
tamanho, fistulisando espontaneamente. Entre as manifestacoes
neuroldgicas ha relatos de cefaléia intensa, distirbios de
comportamento, tetraparesia de membros inferiores, rigidez da
nuca, sinais de irritacio meningea, crises convulsivas e 6bito. O
comprometimento pulmonar pode ser acompanhado de febre e
dificuldade respiratéria, podendo evoluir para cianose e 6bito’.

Os hospedeiros naturais de Lagochilascaris minor ainda
ndo sao conhecidos. Leiper'® sugeriu que 0 homem deveria ser
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um hospedeiro acidental deste helminto, cujo habitat natural
seria o trato digestério de um outro animal, provavelmente um
carnivoro silvestre. Alguns autores relatam que o parasita ja foi
encontrado no intestino de Felis nebulosa da América do Sul*’.
Outros autores acreditam que a via hidrica seja a mais importante
para infeccdo através de larvas infectantes possivelmente de
2° estadio, provenientes de felideos silvestres®.

Paco e Campos® e Volcan e col'® desenvolveram um ciclo
evolutivo experimental de Lagochilascaris minor, demonstrando
que camundongos atuam como hospedeiros intermedidrios,
enquanto Felis domesticus atuam como hospedeiros definitivos
no ciclo experimental. Barbosa e col' obtiveram 100% de
reproducio da infeccdo experimental em Felis domesticus,
confirmando a possibilidade de o gato doméstico atuar como
reservatério de Lagochilascaris minor na natureza.

Considerando estes dados, resolvemos avaliar os parametros
hematoldgicos, de proteinas e enzimas séricas ou plasmdticas, e
soroldgicos em Felis domesticus experimentalmente infectados
por Lagochilascaris minor, na tentativa de identificar algum
marcador laboratorial da infec¢do, que ndo parasitologico. A
padronizacdo da reacdo imunoenzimdtica para deteccio de
anticorpos contra Lagochilascaris minor no soro de Felis
domesticus infectados é uma urgéncia que se impde, dada a
dificuldade e a escassez de métodos para o diagndstico desta
helmintose.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo de ovos. Para obtencdo de ovos infectantes,
as fezes de Felis domesticus infectados experimentalmente
com Lagochilascaris minor foram submetidas ao método
de sedimentacdo espontinea utilizando-se formalina 1%, em
temperatura ambiente. Apés um més de cultura para obtencio
de ovos contendo larvas infectantes de 3° estadio, o material foi
submetido a0 método de Faust para concentracdo dos ovos.

Inoculaciio experimental e necropsia de camundongos
e Felis domesticus. Apos lavagem exaustiva, a suspensdo de ovos
destinada a preparacio do indculo foi ajustada para 10°ovos/ml.
Camundongos C57BL/6 foram inoculados com ovos infectantes
de Lagochilascaris minor, por via oral. Noventa dias apds a
infec¢@o, os animais foram sacrificados em cimara de CO, para
retirada de nddulos para: alimentacdo de Felis domesticus; e,
retirada de larvas para obtencio de antigenos do parasita. Quinze
Felis domesticus doados por alunos da Universidade Federal de
Goids (UFG), cientes de seu uso, livres de infecgdes por helmintos,
que chegaram logo apds o desmame a0 Biotério do Instituto de
Patologia e Satide Piblica (IPTSP), foram utilizados. Dez animais
de 4-6 meses de idade, com 2-3kg e 39-46cm de comprimento,
foram alimentados individualmente com carcacas de camundongos
infectados contendo 50 nédulos com larvas L3 encistadas de
Lagochilascaris minor. Cinco animais no infectados serviram
como controle dos experimentos. Os gatos receberam Acepran
por via oral, e posteriormente foram submetidos 2 eutandsia em
camara de CO,. Dez Felis domesticus infectados foram sacrificados,

cinco a0s dois e cinco aos quatro meses apds infeccdo. Cinco
animais controles foram sacrificados; trés, aos dois meses de
infeccdo e dois, aos trés meses de infecgiio. Posteriormente,
efetuou-se a exposicio da regido cervical, para coleta de sangue
da veia jugular. O material foi destinado imediatamente para
as andlises hematoldgicas. Feito isto, completou-se a pesquisa
macroscopica de parasitas na regido cervical e a coleta dos
exemplares adultos para obtencio de antigenos. Exames
coproparasitologicos foram realizados de trés em trés dias. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana
e Animal do Hospital das Clinicas da UFG.

Hemograma. A contagem global de hemacias (Hm), plaquetas
(Pt) e leucécitos (Leuc) foi feita por método automatizado em
amostras de sangue colhidas com anticoagulante (EDTA 1mg/ml).
A contagem diferencial de leucécitos foi efetuada em esfregacos
de sangue corados pelo método de Wright & Leishman. O micro-
hematécrito (Ht) obedeceu ao método padrio em tubo capilar.
Hemoglobina (Hg) foi determinada colorimetricamente. O
volume corpuscular médio (VCM) foi determinado pela férmula,
VCM (fL)= Ht (%)+ RBC (x10'%/L); e a concentracio de Hb
contida nas hemdcias (CHCM) pela férmula, CHCM (g/100mL)
= Hb (g/100mL) + Ht (fracdo decimal)®.

Provas bioquimicas. As dosagens de fosfatase alcalina
(FA, Bioclin- K019), transaminase oxalacética (AST, Bioclin- K034),
transaminase pirdvica (ALT, Biocli-K035) e creatinina (Crt, Bioclin-
K016) foram feitas por métodos colorimétricos’. Os niveis de
fibrinogénio (Fib) foram determinados com base na precipitacio
do fibrinogénio em banho-maria a 56°C e posterior leitura em
refratometro manual. A determinagfo da quantidade de soro capaz
de induzir lise de 50% dos eritrécitos de carneiro sensibilizados
com hemolisina (UCH50) foi efetuada por imunohemolise.

Dosagem de anticorpos antiLagochilascaris minor
pelo método de ELISA. Parasitas adultos e larvas L3 obtidas
de animais infectados foram lavados exaustivamente em salina. As
formas L3 e os parasitas adultos suspensos em tampdo TRIS 25mM
pH 7,0 foram rompidos em homogenizador de tecido T8-10 IKA,
utilizando-se 5 pulsos de 6000rpm, com duragdo de 30” cada.
A suspensio foi centrifugada a 10.000g por 15 minutos, a 4°C.
As concentragdes de proteinas foram determinadas de acordo
com o método do acido bicinconinico, segundo especificacdes
do fabricante. A dosagem de anticorpos especificos para o
parasita foi realizada utilizando-se (concentragdes 6timas dos
reagentes, segundo padronizagio de nosso laboratério): placas
de microtitulagio Costar; extrato bruto de L3 (EBL3) e parasita
adulto (EBVA) na concentragio de 50pg/ml (50pl/pogo); soros
de Felis domesticus infectados e nio infectados diluidos 1/50;
IgG de coelho anti-IgG de Felis domesticus 1/1.000; anti-IgG de
coelho marcado com peroxidase 1/2.000 (Sigma); H,0, como
substrato e ortofenilenodiamina como cromdgeno. As leituras das
reacdes foram efetuadas a 492nm em leitor de ELISA-Multiskan
EX/Labsystems. Como controles adicionais da reacdo utilizamos
soros de cinco Felis domesticus atendidos em clinicas de
veterindria, apresentando ovos de Ancylostoma sp e Toxocara sp
nas fezes. O limiar de reatividade foi determinado considerando-se
amediana das absorbancias dos soros de animais nio infectados,
acrescida do valor do desvio médio multiplicado por cinco.
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Analise estatistica. Todos os resultados foram apresentados
como mediana e desvio médio. Para andlise estatistica utilizamos o
Programa Prisma 5. Os dados do hemograma foram avaliados pelo
teste de Wilcoxon. Os valores das densidade 6ticas (DO) obtidos
nos testes soroldgicos foram avaliados pelo teste ANOVA seguido
do teste multiplo de comparagio de Bonferroni. Considerou-se
significativo valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Os resultados das diferentes andlises dos animais sacrificados
aos dois e quatro meses pds-infeccio, bem como dos controles
ndo infectados, foram considerados conjuntamente, por nio
apresentarem diferencas significativas.

Analise parasitologica. Os dez gatos inoculados com
larvas encistadas de Lagochilascaris minor apresentaram
exame coproparasitologico positivo, com presenga de ovos do
helminto, dos dezoito dias 20s quatro meses apés inoculacio. A

necropsia, foram recuperados parasitas adultos, principalmente
da regidio orofaringea dos felinos, em quantidades que variaram de
48 a 21 parasitas (37,7+11,9).

Hemograma. A mediana dos valores de hemdcias
(Figura 1A) e hemoglobina (Figura 1C) nos felinos infectados
com Lagochilascaris minor (8,7x10%p1+0,8 e 12g/dL+3;
respectivamente) foi superior a encontrada nos controles
(5,6x10°/pl0,1 € 9,1g/dL+0,1; respectivamente) no infectados.
Os valores de hematdcrito também foram mais altos no grupo
infectado (36%+0,3) em relagdo aos controles (27%=1,0)
(Figura 1B). O volume corpuscular médio e CHCM nos animais
controles foi de 48fL+6,9 e 33g/100ml+1,2, respectivamente;
jd nos animais infectados estes valores foram de 48fL+6,9
e 31g/100ml+3.8, ndo apresentando diferencas em relagio
aos controles (1E e 1F). A mediana do nimero de plaquetas
(18x10%pl+3,4) apresentou-se significativamente baixa no
grupo infectado (p=0,05), quando comparado a0 grupo controle
(30x10%pl+1,6) no infectado (Figura 1D). Considerando os
padrdes de normalidade, de acordo com Meyer e cols', apenas
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Figura 1 - Eritrograma de Yelis domesticus controles ndo infectados (—) e alimentad

experimental; te com

larvas L3 de Lagochilascaris minor (==). Contagem de hemdcias (A), hematocrito (B), dosagem de hemoglobina (C),
contagem de plaquetas (D), volume corpuscular médio (E), concentracio de hemoglobina nas hemdcias (F).
0Os resultados foram expressos em mediana + desvio médio (* p < 0,05).
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trés felinos infectados apresentaram hematdcrito superior a
45%, em dois demonstrou-se contagem de plaquetas abaixo de
17x10%pl, quatro felinos apresentaram hemoglobina acima de
15mg/dL, e nenhum animal apresentou quantidade de hemdcias
fora dos padrdes considerados normais (5 - 11x10%pl), assim
como VCM e CHCM.

No leucograma, os animais infectados apresentaram aumento
significativo (14x10%/pl+5,7) de leucdcitos totais (Figura 2A)
e eosindfilos (12,5%+0,9), com pequena queda de bastonetes
(1%=0,4) (Figura 2B). Os felinos infectados apresentaram aumento
de segmentados (25,3%=+5.8), linfocitos (55%=7,2) e mondcitos
(3%+1,6). Os felinos controles apresentaram médias de:
6,2x10%/pl=0,1 leucdcitos, 3%=+0,8 bastonetes, 25%=+5,3
segmentados, 1%=0,4 eosindfilos, 55%+4 linfocitos e 2%+0,5
mondcitos. Considerando-se os padrdes de normalidade, de
acordo com Meyer e cols'’, quatro animais infectados apresentaram
contagem de leucdcitos acima de 20x10%/pl de sangue, os dez felinos
infectados apresentaram mais de 7% de eosinéfilos, em seis animais
detectou-se mais de 55% de linfocitos, e em trés demonstrou-se
mondcitos acima de 4%. Todos os felinos estudados apresentaram
bastonetes abaixo de 3% e segmentados entre 35-75%.

Perfil bioquimico. Para o grupo controle no infectado, a
mediana das dosagens de ALT, AST, PA, creatinina, fibrinogénio
e UCH50 foram de 101Ui/L+2,4, 100Ui/L+2,5; 50Ui/L+2,5,
0,9mg/dL+0,01, 31mg/dL+0,8 e 11,4UA=+0,5, respectivamente.
No grupo de felinos infectados os valores PA (60Ui/L+12,2),
creatinina (1,1mg/dL+0,1), fibrinogénio (31mg/dL+0,8) e
UCH50 (12,5UA+3,4) mostraram-se aumentados, embora nio
significativamente. Ja, os valores de AST (179Ui/L+40,7) e ALT
(156Ui/L+69), foram significativamente superiores no grupo
infectado (Figuras 3A, 3B, 3C, 3D, 3E e 3F). Considerando-se
os padroes de normalidade, de acordo com Gonzilez e cols®,
oito animais infectados apresentaram AST acima de 100Ui/L,
seis apresentaram mais de 100Ui/L de ALT, e em todos os 10

felinos infectados detectou-se PA abaixo de 93Ui/L, creatinina
abaixo de 1,8mg/dL e fibrinogénio abaixo de 50mg/dL. Ndo
existem valores de referéncia para UCH50 em soro de felinos,
pela técnica utilizada.
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Os resultados foram expressos em mediana + desvio médio (* p < 0,05).
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Anticorpos antilagochilascaris minor. A reagio
imunoenzimdtica padronizada em nosso laboratério permitiu a
detecciio de anticorpos IgG especificos para antigenos presentes
nos extratos brutos de larvas L3 (EBL3) de Lagochilascaris minor
e de parasitas adultos (EBVA), nos soros de Felis domesticus
experimentalmente infectados. Na reacdo com EBL3, consideramos
como ponto de corte densidades dticas acima de 0,36nm, e verificamos
que todos os soros de felinos experimentalmente infectados com
Lagochilascaris minor apresentaram DOs significativamente elevadas
(Inm=0,1). Os soros de Felis domesticus com outras infeccdes
apresentaram sorologia positiva com DOs de 0,5n0m=+0,02 (soro 1/50);
entretanto, houve diferenca estatistica entre as DOs apresentadas pelos
soros dos animais experimentalmente infectados com Lagochilascaris
minor e os felinos com outras parasitoses (Figura 4A). Quando
utilizamos na reagdo EBVA, consideramos como ponto de corte
densidades dticas acima de 0,35nm, e verificamos novamente que todos
os soros de felinos experimentalmente infectados com Lagochilascaris
minor apresentaram DOs significativamente elevadas (0,9nm=0,1).
Os soros de Felis domesticus com outras infecgdes apresentaram
sorologia positiva com DOs de 0,35nm=+0,01. Também aqui, houve
diferenca estatistica entre as DO apresentadas pelos soros dos animais
experimentalmente infectados com Lagochilascaris minor e os felinos
com outras parasitoses (Figura 4B).
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Figura 4 - Niveis séricos de anticorpos IgG, dosados pelo método de ELISA,
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DISCUSSAO

Barbosa e cols' demonstraram em gatos experimentalmente
infectados por Lagochilascaris minor que: 75% apresentaram
lesdes que evoluiram para nddulos no tecido subcutaneo da
regido cervical e orofaringe, havendo eliminacio de ovos nas fezes
destes animais; nos 25% restantes as lesoes estavam presentes
em localizacdes semelhantes as descritas no ser humano.
Isso evidenciou a semelhanca do padrdo de infec¢io de Felis
domesticus e do ser humano quanto a: localizacio das lesdes,
formacdo de fistulas na orofaringe, eliminacio de ovos nas fezes.
Deste modo, felideos sivestres ou domésticos parecem atuar na
natureza como reservatorio de Lagochilascaris minor'. Assim,
técnicas mais aprimoradas de diagndstico da lagochilascariose,
tais como pesquisa de anticorpos contra o helminto, bem como
um inquérito epidemioldgico da doenca devem ser feitos.

Nossos resultados de recuperacdo do parasita adulto e
positividade do exame coproparasitoldgico estdo de acordo com
os descritos por Barbosa e cols'; entretanto, estudos futuros
sdo necessdrios para estabelecer por quanto tempo o exame
coproparasitoldgico se mantém positivo, e quantos parasitas
adultos podem ser recuperados de gatos experimentalmente
infectados, e até quanto tempo apds infeccio.

Alguns estudos relatam valores normais de eritrograma
e leucograma em pacientes com lagochilascariose’; outros
demonstram presenca de eosinofilia com aumento de IgE total's.
Néo existem avaliacdes de hemograma em Felis domesticus
infectados, mas nossos resultados demonstram aumento de
Hm, Hb, Ht, VCM e CHCM em relacdo aos animais controles nao
infectados. Estes valores na maioria das vezes estdo proximos
ou dentro dos padroes de normalidade considerados por
outros autores'!, mas estas alteracdes do eritrograma podem
indicar uma desidratacio relativa, esperada numa helmintose
com alteracdes do trato digestorio. A quantidade de plaquetas
foi mais baixa nos animais infectados, fato este interessante,
se considerarmos a necessidade dos parasitas inseridos na
orofaringe de se alimentarem utilizando, entre outros, nutrientes
do sangue do hospedeiro. De fato, Carvalhaes® demonstrou que
EBL3 e parasitos adultos apresentam capacidade de prolongar o
tempo de coagulacio do sangue quando misturados diretamente
a estes. Confirmando a eosinofilia descrita nas helmintoses'®, a
quantidade de leucdcitos esteve aumentada nos felinos infectados,
principalmente eosindfilos.

Algumas enzimas sdo mais especificas de determinado 6rgdo
e seu aumento no plasma ou soro facilita a definicio do local
lesionado. As isoenzimas ALI, AST, PA e creatinina sio muito
ulitizadas na clinica veterindria e estiveram todas aumentadas
nos animais infectados por Lagochilascaris minor. A creatinina
apresentou ligeiro aumento, e pode indicar lesdo renal. A PA
também apresentou ligeiro aumento nos felinos infectados,
podendo ser indicativa de lesdo intestinal, renal ou dssea, ji que
os felinos possuem menor quantidade de FA hepatocelular. ALT e
AST apresentaram aumento considerdvel nos animais infectados,
estando inclusive acima dos valores de normalidade considerados
por outros autores’, e sdo indicativas de degeneragio ou necrose
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hepatocelular, em geral decorrente de hepatite infecciosa e toxica,
cirrose, obstrucdo biliar e figado gorduroso. De fato, em alguns animais
observamos aumento do volume hepitico (dados nZo mostrados).

Os niveis de fibrinogénio, ligeiramente menores nos felinos
infectados, juntamente com a queda de plaquetas, podem indicar
o inicio de um distirbio de coagulacio induzido pelo helminto.
Carvalhaes® descreveu proteases no extrato bruto de larvas L3
de Lagochilascaris minor e parasitas adultos, capazes de clivar
fibrinogénio. Como alguns subprodutos de ativacio da cascata
do sistema complemento podem atuar no sistema de coagulagio,
bem como as duas cascatas apresentam inibidores em comum,
resolvemos dosar a quantidade de soro dos animais capaz de lisar
50% de eritrocitos de carneiro sensibilizados com hemolisina
(UCH50), mas ndo obtivemos diferenca entre grupo controle
e infectado; entretanto, vale ressaltar que esta é a primeira vez
que se utiliza tal reacio para avaliacio funcional de proteinas do
sistema complemento em felinos.

A avaliacdo geral do hemograma, plaquetas, fatores de
coagulacdo, provas bioquimicas e dosagem de UCH50, nZo nos
permitiu definir um quadro laboratorial claramente indicativo
de infeccdo por Lagochilascaris minor nos animais infectados.
0s ovos do helminto nem sempre estdo presentes nas fezes
dos felinos, e as lesdes podem ndo liberar parasitas para
cavidades externas; assim, consideramos a sorologia especifica
para o parasita essencial no estabelecimento do diagndstico,
principalmente quando a clinica nio € clara.

0 gato parece ser susceptivel a infecgio por Lagochilascaris
minor, mas nem todas as larvas infectantes foram recuperadas
como parasitas adultos, e estes as vezes apareciam lesados, mortos
ou fragmentados. A deteccdo de anticorpos IgG especificos em
animais infectados sugere que a resposta imune do gato pode
prevenir o desenvolvimento de algumas larvas e o desenvolvimento
em parasita adulto, muito embora a IgG seja um anticorpo sérico
e 0s parasitas estejam no trato digestorio. A ingestdo de sangue
contendo anticorpos pelo parasita pode limitar sua diferenciacio
e crescimento. Os anticorpos IgG especificos para EBL3 foram
detectados no soro de animais infectados com Lagochilascaris
minor de maneira satisfatéria, mas a reatividade do soro de
animais que apresentavam outras helmintoses foi alta, embora
tenha permitido a discriminacio dos grupos. Ja os anticorpos para
o EBVA foram mais especificos, permitindo uma clara separacio dos
animais normais, com outras helmintoses e com lagochilascariose,
principalmente quando se utilizou soro diluido 1/50. Em conclusio,
nossos resultados demonstram claramente que é possivel um
diagndstico soroldgico seguro da lagochilascariose utilizando-se
como antigeno o EBVA. Consideramos que a padronizacio desta
reacdo soroldgica para o diagnéstico da lagochilascariose foi
essencial para permitir futuros inquéritos epidemioldgicos, na
tentativa de estabelecer o reservatorio natural do parasita.
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