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RESUMO

A infeccdo por Ancylostoma caninum representa um desafio significativo na medicina
veterinaria devido a sua alta prevaléncia em caes e a crescente resisténcia aos antiparasitarios
disponiveis no mercado. O presente estudo objetivou avaliar a infec¢ao por A. caninum em caes
da raca Border Collie naturalmente infectados e investigar o perfil de resisténcia do parasito
frente a diferentes classes de vermifugos disponiveis no mercado. Foram testadas as bases anti-
helminticas benzimidazois (albendazol e febantel), lactonas macrociclicas (ivermectina),
tetrahidropirimidinas (pamoato de pirantel) e prazinoisoquinolinas (praziquantel), isoladas ou
em associacdo. A pesquisa envolveu a coleta de amostras fecais para pesquisa parasitologica
pelos métodos direto, Willis e Rietch, cultivo larval pelo método de Harada-Mori e extragdo de
DNA parasitario para analises moleculares. Os resultados demonstraram taxa de positividade
para A. caninum (69,7%) nos caes avaliados, com persisténcia da infec¢do apos a administragao
de antiparasitarios (resisténcia anti-helmintica). A redugdo da carga parasitaria variou entre os
grupos experimentais (16,7 a 66,7%), sendo a maior reducdo associada ao tratamento com
albendazol. A presenga da mutacao no cddon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 revelou a
presencga de helmintos resistentes aos benzimidazois e reforca a necessidade de investigagdes
adicionais sobre outros mecanismos genéticos € ambientais que possam estar envolvidos na
resisténcia do parasito. Além disso, a ocorréncia de infec¢do em um filhote recém-nascido que
nao havia mamado colostro e de um dia de vida, sugere a transmissao transplacentaria do
helminto. A persisténcia da infec¢@o apds o tratamento reforga a preocupacdo com a resisténcia
multipla aos antiparasitarios e destaca a importancia da revisao dos protocolos terapéuticos
utilizados na rotina clinica. O estudo contribui para o avanco do conhecimento sobre a
epidemiologia e resisténcia de A. caninum, destacando a necessidade de novas investigacoes
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes. A continuidade das pesquisas
na area permitird uma melhor compreensao dos fatores envolvidos na resisténcia antiparasitaria
e possibilitara a formulacao de diretrizes mais precisas para o controle da ancilostomiase canina,

minimizando os impactos na saide animal e na saude publica.

Palavras-chave: Canino; Nematoda; Resisténcia a multiplas drogas; Parasitoses

gastrintestinais.
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ABSTRACT
Ancylostoma caninum infection represents a significant challenge in veterinary medicine due
to its high prevalence in dogs and the increasing occurrence of anthelmintic resistance to
commercially available drugs. This study aimed to evaluate A. caninum infection in naturally
infected Border Collie dogs and to investigate the parasite resistance profile against different
classes of commercially available anthelmintics. The anthelmintic compounds tested included
benzimidazoles, represented by albendazole and febantel; macrocyclic lactones, represented by
ivermectin; tetrahydropyrimidines, represented by pyrantel pamoate; and prazinoisoquinolines,
represented by praziquantel, administered either alone or in combination. Fecal samples were
collected for parasitological examination using direct smear, Willis flotation, and Ritchie
sedimentation techniques. Larval cultures were performed using the Harada-Mori method,
followed by parasite DNA extraction for molecular analysis. The results showed a positivity
rate of 69.7% for A. caninum among the evaluated dogs, with persistence of infection after
anthelmintic administration, indicating anthelmintic resistance. The reduction in parasite burden
varied among experimental groups, ranging from 16.7% to 66.7%, with the highest reduction
observed after albendazole treatment. The detection of a mutation at codon 200 of the B-tubulin
isotype 1 gene demonstrated the presence of benzimidazole-resistant helminths and reinforces
the need for further investigations into additional genetic and environmental mechanisms
involved in parasite resistance. Furthermore, the occurrence of infection in a one-day-old
newborn puppy that had not ingested colostrum suggests possible transplacental transmission
of the helminth. The persistence of infection after treatment raises concern regarding multidrug
resistance to anthelmintics and highlights the importance of reviewing therapeutic protocols
used in routine clinical practice. This study contributes to the understanding of the epidemiology
and resistance profile of A. caninum, emphasizing the need for further research aimed at
developing more effective therapeutic strategies. Continued investigations in this field may
allow a better understanding of the factors involved in anthelmintic resistance and support the
formulation of more precise guidelines for the control of canine hookworm disease, thereby

reducing its impact on animal and public health.

Keywords: Canine; Nematoda; Multidrug resistance; Gastrointestinal parasitoses.
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1 INTRODUCAO

Ancylostoma caninum ¢ um nematddeo intestinal comumente conhecido como
ancilostomideo. Essa espécie de parasita pertence a familia Ancylostomatidae, e seus
hospedeiros definitivos primdrios sdo canideos, mas ocasionalmente pode infectar gatos
e outros animais domésticos (Aziz, Ramphul, 2023). O ciclo de vida do Ancylostoma
caninum inclui estagios larvais no ambiente, que podem penetrar ativamente na pele dos
hospedeiros através do contato direto, ou pela via oral, através da ingestdo de larvas
contaminadas presentes no solo ou em alimentos (Aziz, Ramphul, 2023). No intestino
delgado do hospedeiro, os ancilostomideos adultos se fixam as vilosidades intestinais,
onde se alimentam de sangue e podem causar danos significativos ao hospedeiro

(Monteiro, 2016).

Os canideos sdo parasitados principalmente pela espécie 4. caninum e dentre os
sinais clinicos observados destacam-se apatia, hiporexia, vomito, diarreia e perda de peso.
Nos exames laboratoriais, ¢ possivel constatar a presenga de processos anémicos €
eosinofilia, além da visualizagdo dos ovos do parasita nas fezes (Aziz, Ramphul, 2023;
Balk et al, 2023). Os caes acometidos também podem apresentar abortos, desnutri¢do,
retardo de desenvolvimento e, em casos graves, morte (Li ef al, 2023).

O diagnostico da ancilostomiase, em caes € feito por exames parasitologicos de
fezes, como o exame direto e/ou pela técnica Willis-Molay, a qual possui maior
sensibilidade diagnostica pela capacidade de concentragdo dos ovos do parasito (Foreyt,
2001). Ha também confirmacao da infec¢do por anélise molecular de amostras de fezes
parasitadas (PCR) (Balk et al, 2023).

O tratamento dos caes ¢ baseado no tratamento sintomatico (corre¢cdo de processos
anémicos, desidratacdo, vOmito, processos diarreicos etc.), mas, principalmente, na
eliminacdo do parasito do organismo do animal, por meio de terapias antiparasitarias
(Castro et al, 2022). As principais classes medicamentosas utilizadas para o tratamento de
infecgdes por esse nematodeo sao praziquantel, pamoato de pirantel e febantel, os quais
podem ser associados com ivermectina, febendazol e albendazol (Altreuther et al, 2009;
Castro et al, 2022; Balk et al, 2023).

E importante reavaliar o exame de fezes apos a terapia antiparasitaria, visto que ja
existem relatos de Ancylostoma spp. multirresistente as drogas comumente utilizadas para
o tratamento de ancilostomiase (Castro et al, 2022; Balk et al, 2023; Leutenegger et al,
2023; Nezami et al, 2023; Venkatesan et al, 2023).

Ha registros de resisténcia a anti-helminticos em Ancylostoma caninum no Brasil
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e o estudo conduzido pela Universidade Federal de Minas Gerais constatou essa premissa. Na
ocasido, os autores identificaram, embora em baixa frequéncia (0,8%), uma muta¢ao no cédon
200 do gene da B-tubulina isotipo 1, associada a resisténcia aos benzimidazois, em
populagdes de A. caninum de amostras de fezes coletadas de caes em Belo Horizonte,
Minas Gerais e Teresina - Pi (Furtado, 2014).

Neste contexto, o presente trabalho realizou a pesquisa de Ancylostoma spp. em
amostras fecais de cdes da raca Border Collie com histdrico prévio de diarreia de dificil
controle e observacao de infecgdo pelo parasito 4. caninum. Posteriormente, realizou-se
tratamento com antiparasitarios disponiveis no mercado para observacdo de resisténcia
através da reavaliagdo de andlises coproparasitoldgicas e avaliagao de resisténcia multipla
a farmacos por andlise genética do nematoda.

Para melhor entendimento, o estudo foi dividido em dois capitulos distintos. No
primeiro, serd apresentada a revisdo de literatura sobre ancilostomiase canina, enquanto
no segundo capitulo com os resultados das avaliagdes parasitologica e genética do perfil
de resisténcia de Ancylostoma caninum a diferentes bases antiparasitarias em caes da raca

Border Collie.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de prevaléncia e de resisténcia de Ancylostoma caninum a

diferentes bases antiparasitarias em caes da raga Border Collie e por andlise genética.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a presenca de ovos e A. caninum por meio de exames coproparasitologico em

caes da ragca Border Collie provenientes de canil com histérico de ancilostomiase.

- Realizar o tratamento antiparasitario dos caes da raca Border Collie com quatro bases

disponiveis no mercado e avaliar a eficiéncia do tratamento.

- Reavaliar os exames coproparasitologicos dos animais tratados para verificacdo de

eficacia dos antiparasitarios.
- Coletar amostras de fezes para obtencdo de larvas para estudo genético de resisténcia.

- Avaliar a presenca de genes de resisténcia aos benzimidazois por anélise molecular.



CAPITULO1I

REVISAO DE LITERATURA:

Ancylostoma caninum



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Agente etiologico

Ancylostoma caninum ¢ um nematoide causador da ancilostomiase animal e inflamagao
cutdnea no homem. Pertence a classe Nematoda e familia Ancylostomatidae e ¢ caracterizado
pelo formato cilindrico do corpo, afilamento em formato de gancho na extremidade e capsula
bucal subglobosa com trés pares de dentes. E um parasita dioico (apresentam sexos distintos e
com dimorfismo sexual), com tamanho variado (machos: 9 a 13 mm; fémeas: 14 a 20 mm de
comprimento), seus ovos possuem formato de barril e casca fina, nos quais alojam-se dois a oito

blastdmeros, e medem 55 a 77 um x 34 a 47 um (Figura 1) (Oliveira et al, 2008).

Figura 1: Esquematiza¢do de ancilostomatideos. A -Macho; B — Fémea; C — Ovos contendo blastdmeros.
Localizacdo dos 6rgdos nos vermes adultos: a — capsula bucal, b — glandulas cefalicas, ¢ — testiculos, d — vesicula
seminal, e — canal ejaculador, f — espiculos, g — bolsa copuladora, h — faringe, i — ttero, j — ovario, k — intestino, 1

—reto e anus.
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Fonte: Adaptado de Rey, 2010.
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3.2 Ciclo evolutivo

O ciclo biolégico do A. caninum ¢é considerado direto, visto que independe de
hospedeiros intermediarios, € inicia no ambiente, onde o ovo morulado do parasito, eliminado
por canideos infectados, passa por um processo de desenvolvimento e maturacao (Neves, 2005;
CAPC, 2025). Sob condigdes ambientais ideais (temperatura entre 23°c e 30°c, ¢ umidade
aproximada de 70%), os ovos embrionados eliminados nas fezes eclodem e dao origem a larvas
em primeiro estagio (L1), as quais se desenvolvem no ambiente e tornam-se larvas em segundo
estagio (L2) e evoluem para larvas em terceiro estagio (L3) apds aproximadamente 10 dias de
ovipostura. Entre os desenvolvimentos larvais L1 e verme adulto, ocorre a ecdise (Neves, 2005;
Nezami et al, 2023; CAPC, 2025).

As larvas L3 possuem capacidade infectante percutanea por penetracdo ativa, por meio
da ingestdo oral, e/ou ainda pela via transmamadria, a fim de atingir o intestino delgado e
desenvolver-se em vermes adultos em aproximadamente 15 dias. O periodo pré-patente varia
entre 14 e 21 dias e os ovos liberados nas fezes podem ser viaveis por semanas por até meses no
ambiente (Figura 2) (Monteiro, 2016). Ressalta-se que larvas de ancilostomideos podem
sobreviver por alguns meses no solo at¢ esgotamento de reservas metabolicas, porém nao
mantém viabilidade larval por mais de um ano, e sdo mortas em temperaturas nao ideais para
sua manuten¢do (CACP, 2025).

A L3 ¢ capaz de se alojar em tecidos musculares e gordurosos, onde entram em estado
hipobidtico e interrompem o ciclo evolutivo, sendo esse um dos principais mecanismos
bioldgicos anti-helminticos descrito, visto que hd pouca biodisponibilidade farmacologica
dos antiparasitarios nesses tecidos (Nezami et al., 2023). Apos o tratamento anti- helmintico, as
larvas encistadas podem retornar ao seu estado ativo e migrarem para o intestino delgado, onde
se transformam em vermes adultos e ddo continuidade ao ciclo do parasito; esse periodo ¢é
variavel entre dias e meses, com tempo médio de 2 semanas, podendo se estender até 6 semanas,

o que justifica a repeti¢ao da aplicagdo de bases anti-helminticas (Balk ez al., 2023).
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Figura 2: Ciclo de vida do Ancylostoma caninum. Acasalamento de vermes adultos no intestino delgado do
hospedeiro definitivo (1) e liberagdo dos ovos embrionados nas fezes (2). Eclosdo do ovo e desenvolvimento ao
estagio L3 entre 5 e 10 dias (3). Penetragdo da L3 na pele do hospedeiro acidental (humano) (4) ou hospedeiro
definitivo (7); ou ingestao pelo hospedeiro definitivo (5). Algumas L3 podem entrar em estado de hipobiose (6).
Larvas (13) migram para o intestino delgado e reiniciam o ciclo ou podem ser eliminadas via leite - transmissao

lactogénica (8).

Fonte: Adaptado de Nezami ef al, 2023.

No hospedeiro definitivo, a forma L3 migra através dos tecidos e alcanca os bronquios
e pulmdes, onde se desenvolvem para larvas de 4° estagio (L4) e que, por degluti¢do, alcangcam
o intestino delgado, onde evoluem para as larvas de 5° estagio (L5). Posteriormente, passam por
diferenciagdo morfolégica para forma adulta, e se fixam na mucosa intestinal por meio do
aparelho bucal em formato de gancho (Monteiro, 2016).

Uma peculiaridade da biologia do 4. caninum ¢ o fendmeno conhecido como vazamento
larval, no qual larvas infecciosas migram para tecidos somaticos, se encistam e permanecem
dormentes por periodos prolongados. Em determinado momento, ainda pouco compreendido,
essas larvas retomam a migracdo em direcdo ao intestino delgado, onde continuam seu
desenvolvimento até a fase adulta (Jimenez Castro et al., 2019).

A forma adulta do 4. caninum secreta enzimas proteoliticas, como a metaloprotease
semelhante a astacina (Ac-MTP-1), capaz de degradar a matriz extracelular da parede intestinal,
permitindo assim sua fixa¢dao. Além disso, esse parasito € capaz de inibir o fator Xa (forma ativa

do fator X da cascata de coagulacdo - via comum da cascata de coagulagdo, responsavel por
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converter protrombina em trombina, permitindo formagao de fibrina e estabilizacao do coagulo)
por meio da liberacdo de peptideos anticoagulantes, prevenindo assim a formagao de coagulos
no local de fixagdo bucal e facilitando a hematofagia (Williamson et al., 2006).

Os vermes adultos sdo ovipositores proliferos, tornando um hospedeiro definitivo capaz
de eliminar milhares de ovos (morulados ou nao) durante semanas. Os vermes adultos podem

sobreviver entre 4 e 24 meses no intestino delgado de caes (Monteiro, 2016; CAPC, 2025).

3.3 Distribui¢io geografica e epidemiologia

A ancilostomiase acomete entre 576 e 740 milhdes de humanos no mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento e de clima tropical (Asia, Africa e Américas)
(Petri Jr, 2022). Em caes, a infeccdo por parasitos da espécie 4. caninum tem prevaléncia
estimada de 73,7% (Labruna et al, 2006). Ha descri¢do que entre 2012 e 2018, houve um
aumento estimado de 47% na incidéncia anual de infecc¢des por 4. caninum em caes nos Estados
Unidos, dados os quais corroboram com a necessidade de diagndstico e tratamento em tempo
oportuno com vistas a prevengao e controle da ancilostomiase (Balk et a/, 2023; Venkatesan et
al., 2023).

Em estudo feito na cidade de Niterdi — RJ, estimou-se que a infec¢do por 4. caninum era
a mais prevalente (39% - 124/318 animais) (Ugalde et al, 2023). Ja em estudo feito em Marilia
- SP, 66,6% das amostras analisadas (50/79 animais) apresentaram ovos de A. caninum nos
exames parasitologicos de fezes animais (Youssef ef al/, 2020). Ronddnia possui relato de
prevaléncia de ovos do mesmo parasito em 73,7% de amostras fecais de caes (Labruna et al,
2006), e o municipio de Andradina — Sao Paulo identificou A. caninum em 63,6% das amostras
fecais de caes (Coelho et al, 2011).

Uma investigagdo realizada no municipio de Lavras - MG, identificou uma expressiva
ocorréncia de larvas do género Ancylostoma em areas urbanas, sobretudo em locais publicos
com grande circulacao de caes e criangas. Nas pracas analisadas, 69,6% das amostras de solo
apresentaram contaminagdo por ovos e larvas desse parasita, configurando-se como os pontos
de maior risco para transmissao. Ja nas instituigdes de ensino infantil, como escolas e creches,
foram detectados ovos em 22,2% das amostras e larvas em 11,1%, de forma isolada.
Complementarmente, a andlise de 174 amostras fecais de cdes revelou presenca de ovos de
Ancylostoma sp. em 58% dos casos, o que evidencia o potencial de disseminagdo zoonotica

desse helminto na regido. (Guimaraes et al., 2005).
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3.4 Sinais clinicos e patogenia

Tendo em vista seu carater hematofago, a infeccao por Ancylostoma caninum pode
resultar em anemia como uma das principais manifestagdes clinicas, cuja gravidade esta
diretamente relacionada a carga parasitdria. Inicialmente, observa-se um quadro de anemia
normocitica normocromica, decorrente da perda sanguinea provocada pela alimentagdo do
parasito; com a progressao e esgotamento das reservas de ferro, evolui-se para anemia
microcitica hipocromica. Outros achados laboratoriais frequentes incluem eosinofilia e
hipoalbuminemia. Clinicamente, a ancilostomiase canina pode provocar palidez de mucosas,
enterites, diarreia, hematoquezia, retardo no crescimento, perda ponderal e redugdo na absorgao
de nutrientes no trato gastrointestinal. (Nezami et al., 2023; CAPC, 2025).

A anemia ¢ desencadeada tanto pela hematofagia do parasito na mucosa intestinal,
quanto pelas lesdes causadas por ele no tecido afetado e pela ruptura de microcapilares, causada
pela a¢do quimica de enzimas hidroliticas, o que justifica hematoquezia ¢ o melena (Castro et
al, 2020). Ressalta-se que filhotes jovens tendem a desenvolver sinais clinicos agudos em
decorréncia da menor capacidade de defesa imunologica e infecgdes mais intensas, devido as
rotas transmamadria e ambiental conjuntas (CAPC, 2025).

Quando a L3 ¢ encistada em regides pulmonares ou musculares, pode-se causar,
bloqueio da passagem de ar e lesdes musculares, respectivamente, bem como disposi¢ao a outras
doencas por alteragdes organicas no hospedeiro (Moorhead, 2019). Apesar de pouco comum, a
penetragdo percutanea da larva L3 na pele do hospedeiro definitivo pode gerar quadro de
dermatites eritematosas e pruriginosas, com formacado de papulas, principalmente em regides
interdigitais (Nezami et al., 2023; CAPC, 2025).

A ancilostomiase canina pode se manifestar em diferentes formas clinicas, dependendo
principalmente da intensidade da infestagdo e da via de infec¢do. Nos casos hiperagudos,
geralmente associados a transmissdo transmamaria com alta carga parasitaria, o desfecho pode
ser fatal em até sete dias, especialmente em neonatos. Ja nos quadros agudos, ¢ comum o
desenvolvimento de anemia arregenerativa severa, inicialmente normocitica normocromica,
podendo evoluir para microcitica hipocromica a medida que se instala deficiéncia de ferro e de
outros cofatores hematopoiéticos. Os achados hematoldgicos incluem eosinofilia, leucocitose,
alteracdes na contagem de linfocitos (com linfopenia ou linfocitose) e elevagdo da proteina C
reativa em resposta ao processo inflamatorio. Clinicamente, os animais acometidos apresentam
apatia, diarreia com presencga de muco ou sangue (hematoquezia), mucosas hipocoradas e, em

estdgios mais avancados, efusdo abdominal decorrente de hipoalbuminemia. Nos casos
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cronicos, quando h4a um equilibrio na relacao parasita’hospedeiro, a infec¢ao pode se manter
subclinica, mas com continua eliminacdo de ovos de Ancylostoma caninum nas fezes,

contribuindo para a perpetuacao do ciclo parasitario (Petri Jr, 2022).

3.5 Importancia do Ancylostoma caninum na satide publica

Os ancilostomos destacam-se como parasitas extremamente eficazes, gragas a sua
habilidade de infectar hospedeiros por diversas vias. A transmissdo de Ancylostoma caninum
pode ocorrer pela via transmamaria em filhotes recém-nascidos, através da penetracdao
percutanea, por via oral ou ainda pela ingestdo de hospedeiros paraténicos, como roedores e
insetos, incluindo baratas (Nezami et al., 2024).

Ancylostoma possui carater zoon6tico, no qual hospedeiros erraticos (humanos) sio
infectados pela via percutanea e ocasionam lesdes dérmicas papulares pruriginosas, conhecidas
como larva migrans cutanea (Petri Jr, 2022).

A enterocolite eosinofilica por ancilostomiase pode ocorrer quando larvas L3 migram
para o intestino ao invés de realizarem migragdo para pele; a infec¢ao tende a ser assintomatica,
visto que em hospedeiros erraticos ndo ha amadurecimento do parasito a fase adulta, sendo os
principais sinais clinicos observados a abdominalgia aguda e eosinofilia (Petri Jr, 2022).

A migracdo de inumeras larvas L3 aos pulmdes pode ocasionar uma sindrome
denominada “sindrome de Loffler”, na qual ha ocorre uma pneumonia eosinofilica, o que gera
tosse seca, dispneia, sibilos, hemoptise e processos febris, e, em casos graves, desconfortos
abdominais e diarreias em humanos (Petri Jr, 2022).

E importante ressaltar que parasitos 4. caninum, Ancylostoma duodenale e Necator
americanus infectam mais de um bilhdo de pessoas em regides de climas tropicais, podendo
causar além das afec¢des ja citadas, desnutrigdo, principalmente em mulheres em idade fértil e
em criancgas (Nezami et al., 2023). Além disso, sua disseminacao estd associada a precariedade
de saneamento e higiene pessoal basicas, aos métodos de controle e prevencao da infecgdao nos
animais domiciliados e ao correto descarte das fezes dos animais mantidos em ambiente
domeéstico (Melo et al, 2021).

A ancilostomiase em humanos ndo possui predile¢do por sexo ou idade, entretanto,
individuos imunossuprimidos e criangas com acesso a locais contaminados apresentam maiores

taxas de infec¢do (Melo et al, 2021).

3.6 Diagnostico da ancilostomiase em cies

Atualmente, o diagndstico da ancilostomiase em caes ¢ baseado na correlagdo de sinais
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clinicos e histéricos do paciente, bem como exames laboratoriais, os quais podem acusar
processos anémicos, eosinofilia, hipoalbuminemia, além da possibilidade da observacao de
ovos do parasito nas fezes, por meio de exames coproparasitologicos (Nezami et al., 2023).

A testagem de filhotes para parasitas intestinais deve ser realizada com maior frequéncia
em comparacao aos caes adultos; recomenda-se que esses sejam testados a0 menos quatro vezes
durante o primeiro ano de vida, e para caes adultos a periodicidade sugerida ¢ de no minimo
duas vezes ao ano, levando em consideracdo o estado de saude do animal e aspectos
relacionados ao seu estilo de vida (CAPC, 2025).

No que se refere a rotina laboratorial, sdo realizados os métodos de identificagdo
coproparasitoldgica, principalmente pelo método direto Willis-Molay e Ritchie os quais
objetivam-se em encontrar ovos de parasitos nas fezes dos animais (Alves et al., 2014; CAPC,
2025). Ressalta-se a importancia da realizagdo de exames parasitologicos de fezes, visto que
frequentemente, animais parasitados sdo portadores assintomdticos, o que contribui para a
disseminac¢do das endoparasitoses (Youssef et al, 2020). Em estudo realizado no sul da Itélia,
evidenciou-se que cdes domiciliados e errantes considerados assintomaticos apresentaram
exame coproparasitologico positivo para Ancylostoma caninum, constatando que podem atuar
como importantes fontes de contaminagdo ambiental, especialmente em areas urbanas com
presenca de criancas e outros animais suscetiveis (Illiano et al., 2023).

Além disso, recomenda-se que cdes sejam testados quanto a presenca de parasitos
gastrointestinais pelo menos uma vez a cada trés meses para monitorar a eficacia dos
tratamentos € o comprometimento do tutor com o programa de controle. Também se sugere que
o diagnostico de infecgdes parasitarias gastrointestinais pode ser complexo devido a auséncia ou
eliminac¢do intermitente de oocistos, ovos ¢/ou larvas nas fezes, mesmo em casos sintomaticos,
e que testar trés ou mais amostras, em dias alternados, pode aumentar a probabilidade de
encontrar formas parasitarias nas fezes (CCAP, 2019).

Os métodos de Reagdo em Cadeia Polimerase (PCR) sdo necessarios para identificagao
da espécie do parasito, bem como possiveis mutacdes causadoras de mecanismos de resisténcia
multipla a farmacos. Exames como o PCR também podem ser uteis para identificagdo do A.
caninum em hospedeiros definitivos infectados com poucos vermes adultos, exames
coproparasitologicos negativos, em infecgdes por vermes em fases ainda larvais e em infecgoes

por verme adulto de inico sexo (Balk et al, 2023; CAPC, 2025).

3.7 Tratamento

A resposta imunoldgica contra a infeccdo se estabelece progressivamente apds a
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exposi¢do ao agente, porém ndo garante protecdo ou cura a infec¢do. Além disso, animais
infectados e locais com alta carga parasitaria podem necessitar de tratamentos anti-helminticos
frequentes para o controle da ancilostomiase. Ressalta-se ainda que em animais jovens com
manifestagdes clinicas da infec¢do, pode ser indispensavel a adocdo de medidas terapéuticas
complementares, associadas ao uso de antiparasitarios, e terapias de suporte a recuperacao
(ESCCAP, 2021).

Caes infectados por meio desse mecanismo frequentemente eliminam ovos de
anciléstomos de forma consistente, embora em pequenas quantidades e geralmente sem
apresentar sintomas clinicos. O uso de anti-helminticos proporciona apenas um alivio
temporario, pois as larvas em estado de hipobiose podem se reativar, repovoando o trato
intestinal, atingindo a maturidade, acasalando e produzindo ovos novamente em algumas
semanas apoés a administragdo do antiparasitario, perpetuando o ciclo de transmissao fecal-oral
(McKean et al., 2024).

O tratamento anti-helmintico farmacologico em caes ¢ baseado no uso de benzimidazois
(BZs) (albendazol, febendazol e febantel), lactonas macrocilclicas (LMs) (ivermectina),
tetrahidropirimidinas (THPs) (pamoato de pirantel) e prazinoisoquinolinas (PHQs)
(praziquantel), a partir do 15° dia de vida, simultaneamente aos demais hospedeiros definitivos
alocados no mesmo ambiente (Ribeiro, 2004; CCAP, 2019).

Os BZs s3o amplamente empregados no combate ao 4. caninum por sua agdo contra
todas as fases do ciclo de vida do helminto, por meio da ligagao a B-tubulina (proteina presente
no citoesqueleto do parasito), impedindo a formagdo dos microtibulos e, consequentemente,
impedimento da divisdo celular e transporte de nutrientes (Ribeiro, 2004). Além disso, os BZs
interferem diretamente no metabolismo energético do parasita ao inibir a fumarato redutase,
uma enzima essencial para a produgdo de energia em um ambiente anaerobico (intestino do
hospedeiro), impedindo, portanto, a sintese adequada de ATP (adenosina trifosfato), bem como
a reducdo da absor¢ao de glicose pelo agente, levando a morte do parasito (Prado, 2022).

As LMs exercem sua acdo anti-helmintica em A. caninum ao interagirem com canais de
cloro regulados pelo glutamato, que sao independentes do 4cido gama-aminobutirico (GABA).
Essa interacdo aumenta a permeabilidade das membranas neuronais dos parasitas aos ions cloro,
resultando em hiperpolarizacdo e consequente bloqueio neuromuscular, levando a paralisia
flacida e morte do helminto. Além disso, essas substancias podem potencializar a a¢do inibitoria
neuronal mediada pelo GABA, promovendo hiperpolarizagdo dos neurdnios e inibindo a
transmissao nervosa. A agao das LMs ¢ considerada a mais eficaz e rapida, pois atua diretamente

nas vias de ligacao i6nicas de cloreto do parasito, promovendo desintegracio tegumentar, sendo
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o farmaco de eleicdo por sua agao sob ectoparasitos (Delayte et al., 2006; Prado, 2022).

Ja as THPs, atuam como agonistas enérgicos nos receptores de acetilcolina, gerando um
influxo descontrolado de ions sédio e célcio nas células musculares do parasita e sua
consequente morte por paralisia espastica; sendo o composto de eleicdo para tratamento de
infecgdes com sintomas clinicos em cadelas lactantes e recém-paridas, gragas a rapida acao
vermicida sob formas adultas (Ribeiro, 2004 e Aziz et al., 2023).

A classe farmacologica PHQs € utilizada em tratamentos anti-helminticos devido a sua
atuacdo aumentando a permeabilidade das membranas celulares dos parasitas aos ions calcio,
causando uma contragdo muscular intensa e paralisia espastica; além disso, provoca danos
significativos ao tegumento do verme, resultando em vacuolizacdo e desintegracdo do
tegumento, o que facilita a eliminacdo do parasita pelo sistema imunoldgico do hospedeiro.
Embora essa classe seja amplamente utilizada contra cestddeos e trematddeos, sua eficacia
contra nematodeos, como o A. caninum, ¢ limitada. Portanto, para o tratamento de infec¢des por
A. caninum, sdo preconizadas medica¢des com associagdo a outras bases farmacologicas, como
THPs, que atua como agonista colinérgico, causando paralisia espastica do parasita (Krka,
2021).

No Canada, as opg¢des de tratamento para 4. caninum incluem LMs (ivermectina,
selamectina, moxidectina e milbemicina oxima), BZs (febantel) e pirantel. O FBZ (febantel) ¢
amplamente utilizado devido a sua seguranca clinica e amplo espectro de agdo, incluindo
eficacia contra Giardia spp. (Nezami et al., 2023).

O uso generalizado de farmacos antiparasitarios sem avaliagdo de eficacia por
reavaliacdo coproparasitologica e a venda/translado de cdes com historico persistente de
infeccdo por esse parasito sdo caracteristicas que auxiliam na dispersao de espécies do parasito
com genes de Resisténcia Multiplas a farmacos (RMF) (Nezami et al, 2023).

A associacdo entre as bases anti-helminticas disponiveis no mercado ¢ valida, visando
sinergismo de seus efeitos, bem como maior biodisponibilidade dos agentes antiparasitarios no

intestino delgado (Campos et al, 2017).

3.8 Mecanismos biologicos e adquiridos de resisténcia anti-helmintica

A resisténcia biologica em Ancylostoma caninum refere-se a capacidade do parasita de
evadir ou modular as respostas imunoldgicas do hospedeiro, permitindo sua sobrevivéncia e
perpetuagdao. Um dos mecanismos mais relevantes nesse contexto € a hipobiose, fase em que as
larvas do parasita tornam-se metabolicamente inativas e se alojam em tecidos como musculos

e pulmdes. Essa condi¢ao ndo apenas dificulta a acdo do sistema imunoldgico, como também
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contribui para a resisténcia farmacoldgica, uma vez que muitos anti-helminticos atuam sobre
parasitas metabolicamente ativos (Nezami ef al, 2023).

Durante o ciclo biolégico, A. caninum ¢é capaz de desenvolver mecanismos para evasao
de respostas imunologicas do organismo frente a infec¢do por nematddeos, como secregdo de
imunomoduladores, os quais inibem ativagcdo de cé¢lulas dendriticas e, consequentemente, ha
redugdo de citocinas pro-inflamatorias; adsor¢do de proteinas dos hospedeiros na cuticula do
parasito, o que reduz eficacia da resposta humoral; € imunossupressao local por estimulacao de
linfocitos T regulatorios, a qual limita acdo eosinofilica (Maizels, Yazdanbakhsh; 2003;
Junginger et al, 2017).

De maneira geral, os nematédeos induzem uma resposta imunoldgica do tipo Th2
(mediada por linfocitos do tipo T helper 2, responsaveis pela estimulacdo e producdo de
anticorpos), na qual ha producdo de anticorpos pela resposta imune humoral e liberagao de
mediadores inflamatdrios, como eosinofilos, leucocitos especializados no combate helmintico
por degranulacao citotoxica e liberagao de proteinas cationicas eosinofilica, as quais atuam nas
membranas dos parasitos e provocam reagdo inflamatoria local; e liberacdo de eotaxina,
quimiocina que atua no recrutamento e ativagao de eosinodfilos (Maizels, Yazdanbakhsh, 2003;
Sakyi, 2022).

Os fatores que influenciam a reativagdo parasitaria envolvem a eliminagao de vermes
adultos, visto que o decréscimo da fase adulta do verme induz a reativagdo larval; e fatores
hormonais e imunoldgicos, os quais envolvem imunossupressores (como gestagdo), que
contribuem para reativagio larval em estado hipobidtico (Balk ez al., 2023). E importante
ressaltar que durante a gestagdo, ocorre a ativagao larval em estados hipibioticos, resultando em
sua concentragdo nas glandulas mamarias e posterior excregdo pelo leite materno, possibilitando
que a cadela transmita larvas de 4. caninum para seus filhotes através do leite materno (CAPC,
2025).

Dados da literatura indicam que Ancylostoma caninum adota mecanismos de
manuteng¢do evolutiva que envolvem a utilizacao de hospedeiros paraténicos e acidentais, como
roedores e baratas (Illiano et al., 2023; CAPC, 2025). Quando caes ingerem esses animais,
especialmente em ambientes com baixo controle sanitario ou habito de predacao, as larvas sdo
liberadas no trato digestério e completam seu ciclo no intestino delgado (Nezami et al., 2023).
Estudos demonstram que roedores podem atuar como reservatorios silenciosos do parasito,
contribuindo para sua persisténcia ambiental e facilitando a infeccao de hospedeiros definitivos
(Hotez et al., 2004). Tais estratégias aumentam a eficiéncia de transmissao do helminto, mesmo

na auséncia de contato direto com o solo contaminado, ¢ refor¢gam a necessidade de controle

28



integrado dos vetores e da vigilancia do comportamento alimentar dos animais (Illiano et al.,
2023).

A resisténcia anti-helmintica € definida como uma caracteristica hereditaria presente em
uma parcela significativa de individuos em uma populagdo parasitéria, tornando-os insensiveis
a dose habitual de um farmaco, ou exigindo doses maiores para alcancar a mesma eficacia
(Nezami et al, 2023).

A administracdo de antiparasitarios em intervalos menores do que o periodo pré-patente
do A. caninum propicia a selecao de individuos geneticamente resistentes, configurando uma
pressao seletiva do parasito frente as medicacdes utilizadas contra os mesmos. Essa combinagao
de mecanismos de resisténcia aos anti- helminticos tornam o manejo de tratamento contra esse
parasita cada vez mais dificil, compactuando com a prevaléncia e o aumento de incidéncia do
mesmo (Castro et al, 2021; Nezami et al., 2023).

Os helmintos, particularmente 4. caninum, t€ém ganhado especial atencdo em seus
tratamentos gracas aos efeitos refratarios a um ou mais anti-helminticos capazes de se
desenvolver em estudos clinicos nos EUA e Canada. O uso de doses e dosagens inadequadas
corroboram para esse mecanismo de RMF (Nezami et al., 2023).

J& existem mecanismos RMF em Haemonchus contorturs a fenotianiza e tiabendazol
(EUA, 1954 e 1960, respectivamente). Com relagdo a RMF do A. caninum., ha descrigao da
resisténcia a pamoato de pirantel/febantel/praziquantel, moxidectina/imidaclopride,
praziquantel/emodepside. Um dos fatores causadores da RMF ¢ a alteracao genética polimoérfica
no gene da B-tubulina F167Y (TTC>TAC), o qual esta relacionado a funcionalidade e estrutura
do citoesqueleto do parasito, promovendo resisténcia a BZs, MLs e THPs. Altera¢des no cddon
QI34H (CAA>CAT), as quais codificam proteinas dos canais colinérgicos sensiveis ao
neurotransmissor de acetilcolina, reduzem a sensibilidade da acdo dos antiparasitarios da classe
das lactonas macrociclicas (Ex: ivermectina) (Castro et al, 2021; Balk et al, 2023; Venkatesan
et al, 2023).

A resisténcia de A. caninum a anti- helminticos ja foi documentada no Brasil, ainda que
em baixa frequéncia. Um estudo conduzido na Universidade Federal de Minas Gerais identificou
a presenga da mutacdo no cédon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1, um marcador genético
associado a resisténcia aos benzimidazois. Essa mutacdo foi detectada em 0,8% das amostras
analisadas, todas provenientes de Belo Horizonte, enquanto ndo foi identificada em amostras
coletadas em Teresina, Piaui. Esse achado representa o primeiro registro da mutagdo em
populacdes de A. caninum no pais, refor¢gando a necessidade de monitoramento constante para

evitar a disseminacao de linhagens resistentes a essa classe de farmacos (Furtado, 2014; Furtado
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etal,2014).

A resisténcia de 4. caninum tem se tornado uma preocupagdo crescente, especialmente
em contextos de manejo intensivo. A hipdtese predominante sugere que o uso frequente de
vermifugos em canis comerciais, principalmente nos primeiros meses de vida dos filhotes, pode
estar acelerando a selecdo de cepas resistentes. Apesar da necessidade de investigagdes
adicionais para compreender a real extensdo do problema, esses achados destacam a importancia
de estratégias terapéuticas mais eficazes e racionais para evitar a propagagao da resisténcia a
anti-helminticos (Jimenez Castro et al, 2019).

Do ponto de vista filogenético, a subordem Strongylida, na qual o 4. caninum marcada
por uma rapida taxa de evolugdo das sequéncias de nucleotideos e por tamanhos populacionais
efetivos excepcionalmente grandes, o que contribui para uma alta diversidade genética. Essas
caracteristicas, combinadas com a pressdo seletiva gerada pelos tratamentos antiparasitarios,
favoreceram o desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica em diversos integrantes dessa
superfamilia, incluindo 4. caninum (Nezami et al., 2023).

A combina¢do de mecanismos biologicos, como a hipobiose, e genéticos, como
mutacdes especificas, contribui para a complexidade do controle de A. caninum, exigindo
abordagens integradas que considerem tanto a biologia do parasita quanto o uso racional de

medicamentos (Venkatesan et al, 2023).

3.9 Métodos para prevencao e controle helmintico

Os métodos para controle de infec¢des por A. caninum sdo baseados no isolamento e
tratamento de animais positivos e/ou com suspeita de infec¢do, principalmente em centros de
reproducdo (canis), além da restri¢do do fluxo de animais em éareas endémicas (Nezami et al,
2023). O controle primario ¢ realizado pela desparasitacao dos hospedeiros definitivos, bem
como controle de hospedeiros paraténicos e tendo em vista o compartilhamento de espagos entre
caes e hospedeiros de passagem, sugere-se que a alimentacao seja exclusiva de ragdo aos caes,
a fim de evitar carnivorismo, visto que parte do ciclo parasitario pode envolver encistamento
em tecido muscular e gorduroso (ECCAP, 2021; Nezami et al, 2023).

O controle ambiental de A. caninum envolve a combinacdo de medidas gerais, quimicas
e fisicas, as quais incluem a remocdo didria das fezes, limpeza com agua quente e sabao
(impedem eclosdo dos ovos); higienizag¢do local com hipoclorito de soédio 5%, enxofre de cal,
amonia quaterndria, borato de sddio e/ou sal de cozinha a 10%, as quais possuem agao larvicida;
e uso de cal virgem, exposi¢cdo ao sol e queima controlada, para inativacao larval (Traversa,

2012). O uso de pisos impermeaveis em canis e areas de convivéncia ¢ preconizado por evitar
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solos imidos e arenosos também minimiza o desenvolvimento larval (Bowman et al., 2010).

Para o controle eficaz de helmintos em caes, orienta-se um protocolo intensivo de
vermifugacdo em fémeas gestantes e filhotes. A recomendacao inclui administragdes a cada 14
dias nas primeiras oito semanas de vida, seguidas de aplicagdes mensais; esse regime tem como
principal objetivo reduzir o risco de transmissdo perinatal de A. caninum, considerando seu
potencial zoonoético (ESCCAP, 2021; CAPC, 2025). A maioria das infec¢des ativas pode ser
evitada com tratamentos em intervalos entre quatro e seis semanas, enquanto frequéncias
inferiores a trés ou quatro vezes ao ano demonstram pouca eficacia na reducdo da prevaléncia
dos ancilostomideos além disso, normalmente esse protocolo inclui o uso de uma lactona
macrociclica, substancia eficaz contra larvas migratorias de nematoides parasitas (Nezami et a/
2023).

O controle de infecgdes por parasitas gastrointestinais em caes envolve medidas
preventivas e terapéuticas, como a desparasitacdo com bases anti-helminticas segundo
recomendacdes dos fabricantes, bem como remocado das fezes diariamente e higienizagao
ambiental com hipoclorito de sédio a 1% em 4éreas concretadas e borato de sodio na
concentracao de 5 kg/m? em areas gramadas, a fim de reduzir/eliminar ovos e larvas. A mesma
diretriz sugere que alimentagdo baseada em visceras cruas sejam evitadas, a fim de evitar

infecgdes por hospedeiros paraténicos (CAPP, 2019).

3.10 Consideracoes finais

A ancilostomiase em cd@es permanece como um importante problema de saude
veterinaria e publica, com ampla distribui¢do geografica e tendéncia de aumento. O ciclo de
vida complexo do parasita, somado a sua capacidade de adquirir resisténcia a diferentes
principios ativos, impoe a necessidade de estratégias de controle que combinem intervengdes
clinicas e ambientais. O tratamento dos animais parasitados deve ser acompanhado por agdes
voltadas a melhoria da higiene dos locais frequentados, além da vigilancia continua da eficacia
dos anti-helminticos utilizados. E imprescindivel refor¢ar a conscientizagdo sobre o risco
zoondtico envolvido, especialmente em regioes com deficiéncias no saneamento basico. Diante
desse cendrio, torna-se essencial adotar uma abordagem colaborativa entre diferentes areas da
saude. A detecgdo precoce da infecgdo, associada ao tratamento eficaz e a aplicagdo sistematica
de medidas preventivas, como vermifugagdo periddica e saneamento ambiental, ¢ decisiva para
reduzir a carga parasitaria e proteger tanto os caes quanto a populagdo humana. Além disso, o
avango nas pesquisas sobre resisténcia anti-helmintica e o desenvolvimento de novas opgdes

terapéuticas sdo aspectos-chave para superar os obstaculos atuais e promover a satide animal e
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coletiva de forma duradoura.
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CAPITULOII

AVALIACAO COPROPARASITOLOGICA E IDENTIFICACAO DE
MUTACAO NO GENE DA B TUBULINA EM Ancylostoma caninum EM
BORDER COLLIE NATURALMENTE INFECTADOS



RESUMO

A presente pesquisa objetivou realizar um estudo com caes da raga Border Collie com
historico recorrente de infec¢do por Ancylostoma caninum, visando avaliar a eficacia de
diferentes protocolos terapéuticos disponiveis no mercado e investigar a presenga de
mutagdes associadas a resisténcia genética aos benzimidazéis (mutagdes no codon 200 do
gene da B-tubulina). O estudo foi conduzido em um canil na regido de Uberaba-MG, onde
foram avaliados 33 cdes, divididos em quatro grupos experimentais e submetidos a
esquemas terapéuticos contendo pamoato de pirantel, praziquantel, ivermectina,
albendazol e febantel em diferentes associagdes. As amostras fecais foram coletadas antes
e apos o tratamento e submetidas aos métodos coproparasitoldgicos direto, Willis-Mollay
e Ritchie. Também foram realizados coprocultivos para obtencao de larvas, das quais se
extraiu DNA para analise por PCR, com uso de primers especificos para a regido do codon
200 para identificagdo de mutacao e necropsia de filhotes que vieram a obito durante o
periodo experimental. Os resultados demonstraram que, embora todos os grupos tenham
apresentado redu¢do na eliminacao de ovos de A. caninum apds o tratamento (16,7 a
66,7%), a persisténcia do parasitismo indica a possivel existéncia de resisténcia aos
principios ativos avaliados, o que reforca a importancia da reavaliagdao
coproparasitologica sistematica no periodo pos-tratamento. A deteccdo da mutagdo
especifica no cédon 167 do gene da B-tubulina isotipo 1 por meio da analise molecular
confere a presenca de helmintos com resisténcia aos benzimidazdis. Além disso, a
necropsia de um filhote de um dia de idade, evidenciou-se transmissdo materno-filial
transplacentaria de 4. caninum, uma vez que o animal veio a obito antes de ingerir o
colostro. Conclui-se, portanto, que a persisténcia do parasitismo apds o tratamento
configura existéncia de resisténcia a farmacos e ressalta a importancia da reavaliacdo
coproparasitoldgica pos-tratamento, ha transmissao materno-filial do parasito e a analise
genética do perfil de resisténcia identificou a mutacao especifica no coédon 200 do gene da

B-tubulina isotipo 1.

Palavras-chave: Canino; Nematoda; Resisténcia a multiplas drogas; Parasitoses

gastrintestinais.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate Border Collie dogs with a recurrent history of Ancylostoma
caninum infection in order to assess the efficacy of different commercially available
therapeutic protocols and investigate the presence of mutations associated with genetic
resistance to benzimidazoles, particularly mutations at codon 200 of the -tubulin isotype
1 gene. The study was conducted in a kennel located in the region of Uberaba, Minas
Gerais, Brazil, where 33 dogs were evaluated. The animals were divided into four
experimental groups and treated with therapeutic protocols containing pyrantel pamoate,
praziquantel, ivermectin, albendazole, and febantel in different combinations. Fecal
samples were collected before and after treatment and analyzed using direct fecal
examination, Willis-Mollay flotation, and Ritchie sedimentation techniques. Fecal
cultures were also performed to obtain larvae, from which DNA was extracted for PCR
analysis using primers specific to the codon 200 region of the B-tubulin isotype 1 gene. In
addition, necropsies were performed on puppies that died during the experimental period.
The results showed that, although all experimental groups exhibited a reduction in A.
caninum egg shedding after treatment, ranging from 16.7% to 66.7%, the persistence of
parasitism indicates the possible occurrence of resistance to the active compounds
evaluated. These findings reinforce the importance of systematic post-treatment
coproparasitological reassessment. Molecular analysis detected a specific mutation at
codon 200 of the B-tubulin isotype 1 gene, confirming the presence of helminths resistant
to benzimidazoles. Furthermore, the necropsy of a one-day-old puppy provided evidence
of maternal—fetal transplacental transmission of A. caninum, since the animal died before
ingesting colostrum. In conclusion, the persistence of parasitism after treatment supports
the occurrence of anthelmintic resistance and highlights the need for post-treatment
coproparasitological monitoring. The study also demonstrated maternal—fetal
transmission of the parasite and identified a mutation at codon 200 of the B-tubulin isotype

1 gene associated with benzimidazole resistance.

Key-words: Canine; Nematoda; Multidrug resistance; Gastrointestinal parasitoses.



INTRODUCAO

Ancylostoma caninum ¢ um nematddeo causador da ancilostomiase canina, com
prevaléncia relevante em regides tropicais, como por exemplo, no Brasil (73,7%) (Labruna ef al.,
2006) e com carater expansivo nos tltimos anos (Castro et al, 2020; de Melo et al, 2021; Nezami
et al, 2023). Possui carater zoondtico, sendo o agente etioldgico de doengas como larva migrans
(bicho geografico) e sindrome de Loffler (Petri Jr, 2022).

A ancilostomiase possui importancia na medicina veterinaria devido a gravidade dos
sinais clinicos da doenca em cdes, desenvolvidos pelo carater hematéfago do parasito, que
ocasiona processos anémicos, deficiéncia de ferro, hipoalbuminemia e entre outras deficiéncias
nutricionais, o que prejudica o desenvolvimento fisico-somatico de caes, principalmente jovens,
além de perda de peso, processos diarreicos e muitas vezes, morte do animal parasitado (Nezami
etal., 2023).

O tratamento anti-helmintico farmacoldgico em cdes € baseado no uso de benzimidazois
(BZs) (albendazol, febendazol e febantel), lactonas macrociclicas (LMs) (ivermectina) e
tetrahidropirimidina (THPs) (pamoato de pirantel) associada a prazinoisoquinolinas (PHQs)
(praziquantel), a partir da segunda semana de vida, simultaneamente aos demais hospedeiros
definitivos alocados no mesmo ambiente (Castro et al, 2021; Balk et al, 2023). Porém, a
infecgdo por A. caninum em caes tém recebido especial atencdo nos ultimos anos pelo
desenvolvimento de multiplos fatores que englobam: liberagdo de mediadores inflamatorios,
capacidade de desenvolvimento de estado hipobiodtico; carreamento de formas larvais
infectantes por hospedeiros paraténicos, € mutagdes genéticas, que propiciam resisténcia a
resisténcia a multiplos farmacos (RMF), tais como como BZs, LMs e THPs (Castro et al, 2020,
Nezami et al., 2023).

A resisténcia de 4. caninum aos farmacos tem sido uma preocupacao crescente no Brasil,
principalmente referente ao uso frequente e muitas vezes indiscriminado de anti-helminticos de
modo intensivos, os quais podem contribuir para uma forte pressao seletiva sobre os parasitos
(Fernandes, 2022). Resisténcia a BZ’s ja foram identificadas em A. caninum obtidos de amostras
de fezes de caes provenientes de Belo Horizonte-MG e Teresina -Pi (Furtado, 2014).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou identificar a infec¢do por Ancylostoma sp.
em caes da raga Border Collie provenientes de um canil com histérico prévio de infeccdo pelo
parasito e avaliar o perfil de resisténcia de A. caninum frente a quatro antiparasitarios

disponiveis no mercado e a mutacao em gene B-tubulina de A. caninum).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comiteé de ética e experimentacio animal

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da

Universidade de Uberaba (CEEA-022/2023 - Anexo I).

4.2 Caracterizacao do canil
O canil da raga Border Collie era localizado nas proximidades da cidade de Uberaba-MG e
possuia cerca de 45 exemplares para reproducdo e venda de filhotes. O local era dividido em baias
gramadas com alocacdo de 4 animais adultos em cada baia (Figura 1A), e baias cimentadas para

animais em fase final da gestacdo e lactagdo/lactentes (Figura 1B).

Figura 1: Instalagdes do canil de cdes da raga Border Collie localizado nas proximidades de Uberaba-MG. (A) Baia
gramada com cerca de contengdo, utilizada para alocagido de cdes adultos; (B) Baia cimentada, destinada a fémeas

em fase final de gestagdo, lactagdo e filhotes.

Fonte: Arquivo pessoal.

A alimentagio dos cdes era baseada na ragio Formula Natural Life®, oferecida duas vezes
ao dia para os caes adultos. Os filhotes se alimentavam exclusivamente de leite materno até 30
dias, quando era iniciada a transi¢io para alimentacio s6lida (ragdo Férmula Natural Life Filhote®)
oferecida duas vezes ao dia.

A sanidade dos animais do canil era mantida a partir de esquemas vacinais e de
vermifugag¢do. Os animais recebiam trés doses da vacina V8-Vanguard® (vacina polivalente para

imunizagdo ativa para cinomose, hepatite infecciosa, laringotraqueite infecciosa, parvovirose,



parainfluenza e leptospirose) a partir dos 45 dias de vida, com intervalo de 21 dias entre doses.
Vacina antirrabica (Rabisin®), era aplicada juntamente a tltima dose de V8 nos filhotes, com
reforgos vacinais associada a V8. A vermifugacdao nas fémeas era realizada no momento do
acasalamento, ap6s nascimento dos filhotes e apds seguiam o esquema dos filhotes. Os filhotes
recebem febendazol em suspensio (VetMax®) a partir dos 15 dias de vida, com repeticdo do
protocolo a cada 15 dias, até saida do canil (por volta dos 60 dias de idade). Os caes que ndo se
encontravam em reproducdo eram vermifugados a cada 3 meses de forma intercalada com
Duprantel plus 10 Kg® (praziquantel, pamoato de pirantel e febantel), Top Dog 10 Kg®
(praziquantel, pamoato de pirantel, febantel e ivermectina) e Albendazol. O uso de vermifugos
pertencentes a classe das lactonas macrociclicas era possivel porque os animais eram negativos
para mutagdes no gene ABCBI1 (Figura 2), conhecido por estar associado a sensibilidade a
ivermectina em caes da raga Border Collie. Portanto, todos os cdes ndo tinham risco genético para

reagOes adversas a ivermectina.

Figura 2: Relatorio genético de sensibilidade medicamentosa: auséncia da mutagédo no gene ABCBI em cdo da raca

Border Collie, pertencente as matrizes reprodutoras do canil.

Health Report

BREED-RELEVANT RESULTS

Research studies indicate that these results are more relevant to dogs like Yukon MDB, and may influence his chances of developing

certain health conditions.

@ Cobalamin Malabsorption (CUBN Exon 53, Border Collie Variant) Clear

@ Collie Eye Anomaly (NHEJ1) Clear

@ Goniodysgenesis and Glaucoma, Pectinate Ligament Dysplasia, PLD (OLFM3) Clear
-@ Multiple Drug Sensitivity (ABCB1) Clear

@ Myotonia Congenita (CLCN1 Exon 23, Australian Cattle Dog Variant) Clear

@ Neuronal Ceroid Lipofuscinosis 5, NCL 5 (CLNS Exon 4 SNP, Border Collie Variant) Clear

@ Primary Lens Luxation (ADAMTS17) Clear

(@ Raine Syndrome (FAM20C) Clear

@ Sensory Neuropathy (FAM134B, Border Collie Variant) Clear

@ Trapped Neutrophil Syndrome, TNS (VPS13B) Clear

Fonte: Arquivo pessoal.

A higienizagdo ambiental da ala-maternidade (onde os lactantes e lactentes eram
mantidos), era realizada com HerbalVet T.A.® (cloreto de benzalconio) (diluido na proporgdo 1/500

em agua, SID). A higienizacio ambiental nas baias gramadas era feita com Borax® (sal de sodio
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do acido borico) (100 g/1 L de 4gua, pulverizado em aproximadamente 2 m?/L), com finalidade
larvicida, inseticida e fungicida. Todas as condig¢des estipuladas ao canil foram feitas pela

Meédica Veterinaria responsavel técnica pelo mesmo.

4.3 Coleta de amostras bioldgicas

Amostras de fezes frescas, de todos os cdes adultos e jovens da raga Border Collie
presentes no canil no momento do estudo, foram coletadas, antes da vermifugagdo previamente
estipulada no calendério do canil, por estimulagdo retal a fim de evitar contamina¢do ambiental.
Foram obtidas amostras de 33 cdes, sendo 10 animais jovens com até 12 meses de idade e 23
adultos com idade entre 13 meses e 7 anos.

As amostras foram acondicionadas individualmente em potes coletores, transportadas
para processamento caixas térmicas com gelo reciclavel, e submetidas aos exames
parasitologicos (método direto, Willis Mollay e Ritchie) em até 12 horas apds a coleta, e foram
coletadas pré-tratamento anti-helmintico, para determinagao dos grupos experimentais, € pos-
tratamento anti-helmintico, para averiguacao da presenca ou auséncia de ovos de 4. caninum
(Chiu et al, 2022). Ressalta-se que a vermifugagdo seguiu o calendério interno, e o trabalho

iniciou-se na data de inicio da nova vermifugagao.

4.4 Exames coproparasitolégicos

Os exames coproparasitologicos foram processados no laboratério de pesquisa do

Programa de Mestrado em Sanidade e Produgdo Animal - Universidade de Uberaba.

4.4.1 Método direto

O exame coproparasitologico foi realizado conforme metodologia descrita por Leal et al
(2015), no qual uma pequena porcao das fezes foi colocada em uma lamina de vidro juntamente
com soluc¢do salina 0,9% (Figura 3A, B). A amostra foi homogeneizada com auxilio de bastdo de
vidro, em seguida colocou-se a laminula por cima do material obtido (Figura 3C) e fez-se analise
microscopica em microscopio optico Nikon E200® em diferentes aumentos (4x, 10x e 40x)

(Figura 3D) para a detec¢do de ovos de A. caninum (Figura 3E).

45



47

Figura 3: Método coproparasitologico direto para visualizagdo de ovos de Ancylostoma caninum em fezes de céo
Border Collie pertencente a canil da regido de Uberaba-MG. Porgéo de fezes ¢ depositada em ldmina de vidro (A),
contendo solucdo salina a 0,9% (B). Amostra ¢ homogeneizada com o auxilio de bastdo de vidro (C) e laminula ¢
colocada (D) para posterior leitura em microscopio optico Nikon E200®, em diferentes aumentos (4x, 10x e 40x).
Nota-se ovo de 4. caninum (E) com capsula em formato de barril e presenga de blastdmeros internos.

A /B\ C D ’ F
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.2 Método Willis-Molay
Em um Becker adicionou-se 2g de fezes e 40 mL de solucdo hipersaturada (NaCl 33%)
(Figura 4A). Ap6s homogeneizagao, a solucdo foi filtrada em peneira para remocao de detritos
maiores e, em seguida, foi vertida em tubo de ensaio até formag¢do do menisco (Alencar et al.,
2015) (Figura 4C). Colocou-se uma laminula de vidro sob o menisco e aguardou-se 10 minutos.
Em seguida, a mesma foi colocada sob uma lamina de vidro (Figura 4D). A andlise microscopica
foi feita em microscopio optico Nikon E200® em diferentes aumentos (10x e 40x) para a detecgdo

de ovos de A. caninum (Figura 4E).

Figura 4: Método coproparasitologico de Willis Mollay. Amostra de fezes ¢ transferida para Becker contendo
solugdo hipersaturada (NaCl 33%) (A). Apds homogeneizagao a solucdo ¢ filtrada (B) e vertida para tubo de ensaio
(C). Laminula de vidro € colocada sob o menisco e apos 10 minutos é colocada sob lamina de vidro (D), para posterior
leitura em microscépio dptico Nikon E200® em diferentes aumentos (10x e 40x) (E).
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Fonte: Arquivo pessoal.



4.4.3 Método de Ritchie

O método de Ritchie foi adaptado de De Oliveira et al (2022) e realizado a partir da
diluicdo de 2g de fezes em Becker, acrescidas de solucdo salina (Figura 5A); em seguida, foi
realizada a filtragdo do material em peneira e a agua foi colocada em tubo tipo Falcon, juntamente
com éter na propor¢ao de 1:3 (Figura 5B,C). A centrifugagdo foi realizada por 10 minutos
a 1500 rpm (Figura 5D). Apds esse processo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido
foi observado entre lamina e laminula nos aumentos de 10x e 40x, em microscopio Optico Nikon

E200® (Figura SE-H).

Figura 5: Método coproparasitologico de Ritchie. Amostra de fezes diluida em solugdo salina (A) ¢ filtrada (B) ¢
transferida para um tubo tipo Falcon®, contendo éter (C). Apos centrifugacio (D) o sobrenadante ¢é descartado (E) e o
sedimento obtido (F) é depositado entre lamina e laminula (G) para posterior analise em microscopio optico Nikon

E200° (H).
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 Avaliacao da resisténcia

4.5.1 Resisténcia parasitaria multipla a fairmacos - RMF (anti-helminticos)
Para avaliagao da RMF, apo6s os resultados dos exames coproparasitoldgicos, os animais
(n=33) foram separados em quatro grupos compostos por animais jovens e adultos, ¢ todos os

animais dos grupos experimentais receberam tratamento antiparasitario, segundo recomendagdes

47



do fabricante (tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo dos animais, medicamentos utilizados e posologia dos grupos

experimentais.
Grupo No de animais Tratamento Posologia
Adultos Filhotes antiparasitario

Gl 6 3 Praziquantel + pamoato de pirantel Dose tinica, oral
(Duprantel Plus®) 1 comp./10 kg

QG2 6 2 Fembendazol (Fenzol®) Oral por 3 dias

1 comp./10 kg
G3 5 3 Praziquantel + pamoato de pirantel + Dose tinica, oral
febantel + ivermectina (Top Dog®) 1 comp./10 kg
G4 6 2 Albendazol Dose unica, oral

25 mg/kg

Fonte: Arquivo pessoal.

O exame de fezes foi repetido apds 10 dias do periodo inicial de tratamento para
avaliacdo da eficdcia do anti-helmintico, como protocolo qualitativo descrito por Kaplan e
colaboradores (2023), na qual descreve-se avaliagdo coproparasitologica entre 10 e 14 dias, na

qual confere-se que ndo ha possibilidade de re-infeccao entre as coletas.

4.5.2 Avaliacao genética de resisténcia aos benzimidazéis

4.5.2.1 Obtencao das larvas para extracio de DNA

Para avaliacdo genética da resisténcia, larvas de A. caninum foram obtidas pelo método de
Harada-Mori como descrito por Thienpont ef al (1979). A obtengao das larvas foi realizada no
laboratoério do Grupo de Imunologia Celular e Molecular — Fiocruz Minas. A coleta das amostras
para esse processamento foi realizada 53 dias apos os protocolos de tratamento.

Quatro amostras de fezes frescas positivas (com ovos de 4. caninum) por algum dos
métodos coproparasitologicos realizados (direto, Willis Molay e/ou Ritchie), pertencentes aos
grupos 3 e 4, foram utilizadas para realizagdo do ensaio.

Em um tubo de ensaio (18x180mm) colocou-se agua destilada e na sua superficie
acrescentou-se papel filtro contendo 1 a 2g de fezes parasitadas com ovos de A. caninum, de
modo que a 4gua ndo entrasse em contato com o papel. Posteriormente o tubo foi fechado com
papel celofane preso com um anel de borracha e mantido em temperatura ambiente (24-28°C)

entre 7 ¢ 10 dias. O nivel da 4gua era avaliado diariamente objetivando manter as fezes imidas
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para que ocorresse a eclosao dos ovos e liberagao das larvas. Apos o periodo de incubagao, com
auxilio de uma lupa, o fundo do tubo era examinado para observar a existéncia de larvas e

remog¢ao das mesmas com pipeta de Pasteur (Thienpont ef al., 1979).

4.5.2.2 Extracao de DNA das larvas obtidas

A extracdo do DNA das larvas de 4. caninum de duas das amostras enviadas, as quais
foram consideradas vidveis para tal processamento, foi realizada conforme metodologia descritas
por Furtado (2014) e Avila ef al (2021) com modificagdes. A extracdo de DNA das larvas e PCR
foram realizadas no laboratorio de Biotecnologia Molecular — Grupo de Pesquisa: Biologia
Sintética e Modelagem de Sistemas Biologicos — Universidade de Vigosa.

Primeiramente, os tubos com os vermes foram submersos em nitrogénio liquido, ¢ em
seguida as larvas foram maceradas individualmente com o auxilio de um pistilo de vidro. Apos a
maceragao, foram adicionados 400 puL de tampao de lise (50 mM de EDTA, 100 mM de Tris-
HCl pH 7.4, 100 mM de NaCl e SDS 10%), e realizada a digestdo com 100 pg/mL de proteinase
K (Promega®, EUA) a 65°C por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 400 uL de uma solugio
de cloroférmio e alcool isoamilico na propor¢ao de 24:1, e o material foi centrifugado a 12.000
X g, a 25°C, por 5 minutos.

A fase superior foi transferida para um novo tubo de microcentrifugade 1,5 mL e tratada
com 100 pg/mL de RNAse A (Ludwig Biotec®, Brasil) a 37°C por 30 minutos para digestio do
RNA. Novos 400 pL da solugdo de cloroférmio e alcool isoamilico foram adicionados, seguidos
de uma segunda centrifugacdo com os mesmos parametros descritos. A fase superior foi
novamente transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, onde foram adicionados
400 pL de isopropanol para precipitacdo do DNA, que foi armazenado a -20°C. Apds cerca de 16
horas, o tubo foi centrifugado a 14.000 x g, a 4°C, por 30 minutos.

O precipitado foi entdo lavado com 400 puL de etanol a 70% e centrifugado a 12.000 x g, a
4°C, por 10 minutos. Essa etapa de lavagem foi repetida, e o DNA foi ressuspendido em 20 pL
de agua ultrapura e armazenado a 4°C.

A concentracio de DNA foi verificada por espectrofotometria no NanoDrop® ND-1000
(ThermoScientific, EUA), considerando as razdes 260/280 e 260/230 para avaliagdo da qualidade
(Furtado, 2014).

4.5.2.3 Iniciadores utilizados para avaliacdo da presenca do cédon 200 do gene da -

tubulina

Os iniciadores utilizados neste estudo foram os projetados por Furtado (2014) (Quadro 1).
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Quadro 1: Iniciadores empregados, suas correspondentes temperaturas de anelamento e locais das possiveis
substitui¢cdes (quando aplicavel). As posigdes alteradas estdo destacadas em negrito. A nomenclatura foi definida
pelo sentido do iniciador (Direto - F ou Reverso - R), indicando se era sensivel (s) ou resistente (r), no fragmento de
controle (c) e na modificag@o para a técnica de Megaprimer-PCR (m). Os iniciadores para a primeira reagdo foram
identificados com a letra "a", ¢ os numeros representam a localizagdo da segunda incompatibilidade na extremidade
3’ do iniciador.

Iniciador (5-3") Alteracao Temperatura de

anelamento (60°c)
Fa: TGT AGT GAA AAA GCA GTC TCG 60
FsO0: TTG AGA ATA CAGATGAGACCTT 60
Fs2: TTG AGA ATA CAGATG AGACCAT T—-A 60
Fs3: TTG AGA ATA ACAGATGAGA CGTT C—-G 60
Fs4: TTG AGA ATA ACAGATG AGA GCTT C—-G 60
Fs4<: GAATAC AGATGA GAGCTT C—-aG 50
Ra: AGC CGA AAG TGG AGC AAATC 60
Rec: AGG TAG TGA CAC CGG ACATT 60
Rr0: GAG CCT CGT TAT CAA TAC AGT 60
Rr2: GAG CCT CGT TAT CAA TAC ACT G—-C 60
Rr3: GAG CCT CGT TAT CAA TAC TGT A—>T 60
Rr4: GAG CCT CGT TAT CAA TAG AGT C—>G 60
Rr4<: CCT CGT TAT CAA TAG AGT C—-G 50
Rm: GGT ATC AAT ACA GTA GGT CTC A—T 58

Fonte: Furtado (2014).

4.5.2.4 PCR em termociclador de gradiente e combinacdes de primers

Foi realizada PCR em termociclador de gradiente, com combina¢des de iniciadores em
pares para amplificar regides especificas do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum, visando
identificar mutagdes associadas a resisténcia aos benzimidazois (Furtado, 2014). Cada
combinac¢do de primers resultou em um fragmento de tamanho especifico, cuja presenga ou

auséncia indicou o genotipo do parasito em relacdo as mutagdes de interesse (Quadro 2).



Quadro 2: Combinagdo dos iniciadores empregados com os respectivos tamanhos dos fragmentos em pares

de base (pb) e o significado das amplificacdes. Fonte: Furtado (2014).

Iniciadores Tamanho fragmentos Interpretacio
(pares de base)

Fa+Ra 441pb Controle positivo. Confirma a presencga do gene alvo na
amostra

Fa+Rc 331pb Controle para a presenca do gene da B-tubulina sem
mutacdes.

Fa+Rr0 164pb Indica presenca de mutacao especifica no codon 167 do

gene da B-tubulina

Fa+Rr2 164pb Indica presenca de mutacao especifica no codon 198 do
gene da B-tubulina.

Fa+Rr3 164pb Indica presenca de mutacao especifica no codon 199 do
gene da B-tubulina.

Fa+Rr4 164pb Indica presenca da mutac@o no cédon 200 do gene da B-
tubulina.
Fa+Rrd< 161pb Variante do primer Rr4. Melhora a especificidade da
amplificagdo da mutagdo no codon 200
Fa+Rm 157pb Indica presenca de mutacao especifica no codon 201 do
gene da B-tubulina.
FsO+Rc 209pb Indica auséncia de mutagdes nos cédons 167, 198, 199,
200 e 201 do gene da B-tubulina.
Fs2+Rc 209pb Indica a auséncia de mutacao no codon 198 do gene da f3-
tubulina.
Fs3+Rc 209pb Indica auséncia de mutacéo no codon 199 do gene da f3-
tubulina.
Fs4+Rc 209pb Indica auséncia de mutacao no codon 200 do gene da -
tubulina.
Fs4<+Rc 205pb Variante do primer Fs4. Melhora a especificidade da
amplificagdo. Indica a auséncia de mutagdo no c6don 200
60S 167pb Controle interno. Auxilia na identificagdo dos fragmentos
amplificados

Fonte: Furtado (2014).

As técnicas de PCR foram realizadas em produto final de 25uL, contendo de 12,5ul. de
GoTaq® Green Master Mix (Promega®, USA), 0,5uL de cada iniciador (com concentracdo final
de 0,2uM/iniciador), 9,5uL de dgua ultrapura e 2ul. de DNA (cerca de 20ng). As amplificacdes
ocorreram em um termociclador Mastercycler® (Eppendorf®, Germany) obedecendo ao

seguinte programa: 95°C por 5 minutos para desnaturacado inicial da dupla fita de DNA, seguido
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de 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e um passo final de
extensdo a 72°C por 8min. Nas reagdes, foi incluido o “branco”, com a substituicdo do DNA
por agua, para avaliar a presenca de possiveis contaminantes. O produto da reacdo dos
iniciadores em pares foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v - relagdao
massa/volume), enquanto o produto da Tetraprimer ARMS (Amplification Refractory Mutation
System) - PCR foi corrido em gel de agarose 2,0% (Midsci®, USA), ambos com tampdo TAE
0,5x, corados com GelRed® (Biotium®, USA).

4.6 Analise estatistica

Inicialmente avaliou-se a distribuicdo de resultados positivos e negativos em diferentes
faixas etarias e grupos experimentais, antes e apds um tratamento especifico. Para analise
estatistica, foram empregados dois testes: o Teste Exato de Fisher, utilizado para examinar a
relacdo entre idade e positividade dos resultados, e para avaliar o indice de reducao de positividade
apos tratamento; e o Teste Qui-Quadrado, aplicado para verificar a diferenca entre a distribui¢ao
observada e a esperada entre os grupos de tratamento. O nivel de significancia adotado foi de 5%

(p <0,05). Todas as andlises foram realizadas pelo Software Prisma.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 33 caes avaliados, 69,7% (23/33) apresentaram ovos de A. caninum em pelo menos um
dos exames coproparasitologicos (Figura 6A). Analisando a positividade por categoria animal,

ndo se notou diferenca significativa entre animais jovens (70% - 7/10) e adultos (69,6% - 16/23)
(Figura 6B).

Figura 6: Frequéncia de ovos de Ancylostoma caninum nas fezes de cdes Border Collie (A) pertencentes a um canil

da regido de Uberaba-MG, e correlagdo entre idade e positividade (B).

100,0 100 B
69.7 70 69,6
80,0 (23/33) 80 (7/10) (16/23)
= 60,0 = 60
E 2
i o 30 304 H Positivo
S 400 30,3 (10/33) g 40 (3/10) (7/23)
& o Negativo
20,0 20
0,0 0
Positivos Negativo Jovens Adultos
Parasitolégico de fezes Animais experimentais

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

A positividade de Ancylostoma caninum (69,7% - 23/33) nos animais avaliados do
presente estudo, corrobora com a prevaléncia encontrada por Oliveira et al. (1990) em caes
atendidos em hospital veterindrio no municipio de Uberlandia-MG (61,15% ) e a encontrada por
Youssef et al. (2020), em amostras fecais de caes do municipio de Marilia-SP (66,6% - 50/79).

Em contrapartida, o percentual encontrado diverge dos achados de Buzatti et al. (2023),
que observaram uma prevaléncia consideravelmente menor (26,68%), em caes atendidos em uma
clinica veterindria em Santa Catarina (Buzatti ef al., 2023). Diferenca semelhante foi constatada
no estudo de Ugalde et al. (2023), que identificaram 39% (124/318) de positividade para 4.
caninum em amostras fecais de cdes em Niterdi-RJ.

As diferencas nas taxas de positividade entre os estudos podem ser atribuidas a multiplos
fatores ambientais € de manejo como: temperatura, umidade e caracteristicas do solo, além da

densidade populacional canina e do rigor nos protocolos de vermifugacdo (Nugui et al., 2012;
CAPC, 2025).



A temperatura média mais baixa observada em Santa Catarina, associada a um perfil de
atendimento predominante de cdes domiciliados em clinicas particulares, pode ter reduzido a
exposi¢ao ambiental dos animais ao parasita e contribuido para a menor prevaléncia observada
(Buzatti et al., 2023). Em contraste, a alta densidade populacional e a temperatura tropical
observadas em Uberlandia, Marilia e Niter6i favorecem o ciclo ambiental do parasita,
justificando as taxas elevadas nesses locais (CAPC, 2025; Ugalde et al., 2023).

No que tange a analise por faixa etaria, ndo se evidenciou diferenga na positividade entre
caes jovens (70% — 7/10) e adultos (69,6% — 16/23), sugerindo que a distribuicao da infec¢io por
Ancylostoma caninum € ampla e independe da idade. Essa observacao ¢ corroborada por estudos
conduzidos por Fontanarrosa et al. (2006) na Argentina, que, ao analisarem mais de duas mil
amostras fecais, ndo identificaram diferenga significativa na prevaléncia de 4. caninum entre
filhotes e adultos, apesar de taxas numericamente mais elevadas em animais mais jovens. De
forma semelhante, Ashraf et al. (2008) demonstraram que, embora a prevaléncia de
ancilostomideos fosse ligeiramente maior em caes jovens, a diferenga entre as faixas etarias ndo
foi estatisticamente relevante. Ainda segundo o Companion Animal Parasite Council (CAPC,
2025), caes de todas as idades sdo suscetiveis a infec¢ao por ancilostomideos, o que reforga a
importancia da vigilancia continua e do controle ambiental, independentemente da faixa etaria
(Fontanarrosa et al.; 2006; Ashraf et al., 2008; CAPC, 2025). A auséncia de diferenca estatistica
significativa nas categorias de animais sugere que a suscetibilidade a infeccdo ndo se limita a
idade, podendo estar relacionada a fatores individuais, como resposta imune e habitos
comportamentais (Davidsohn, Violato; Sérvio, 2023; CAPC, 2025).

Avaliando o perfil parasitologico por grupo experimental antes do tratamento observou-
se que no G1 66,7% (6/9) eram positivos, sendo 1 filhote e 5 adultos; no G2 62,5% (5/8) eram
positivos (2 filhotes e 3 adultos) e no G3 e G4 75% (6/8) eram positivos, sendo 3 filhotes e 3
adultos no G3, e 1 filhote e 5 adultos no G4 (Figura 7A).

Apos a realizacao dos protocolos de tratamento, pode-se notar a presenca de ovos de 4.
caninum, nas fezes dos animais dos grupos experimentais, em pelo menos um exame
parasitologico e em animais negativos nos exames iniciais. A frequéncia de ovos observada foi
de 55,6% (5/9) nos animais no G1 (1 filhote e 4 adultos), 37,5% (3/8) no G2 (2 filhotes e 1 adulto),
50,0% (4/8) no G3 (2 filhotes e 2 adultos), e 25,0% (2/8) no G4 (2 adultos) (Figura 7B).

A reducdo significativa de positividade apds tratamento, realizada pelo teste exato de
Fisher, foi de 16,7% - G1, 40% - G2, 33,3% - G3 ¢ 66,7% - G4, ndo havendo diferenga na
reducdo da positividade entre os grupos tratados com diferentes bases farmacolodgicas (p>0,05)

(Figura 7C).
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Figura 7: Frequéncia de ovos de Ancylostoma caninum nas fezes de caes Border Collie pertencentes a um canil da
regido de Uberaba-MG, antes (A) e ap6s (B) o tratamento com anti-helminticos a base de praziquantel + pamoato de
pirantel (G1), fembendazol (G2), praziquantel + pamoato de pirantel + febantel + ivermectina (G3) e Albendazol

(G4). Reducao de positivade em diferentes grupos de tratamento (C).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.



Segundo Traversa (2012), a detec¢do de ovos no exame coproparasitologico péds-
tratamento, independentemente da quantificacdo, ja configura falha terapéutica, uma vez que a
eliminacao completa da infecgdo exige a auséncia total de ovos eliminados nas fezes. Da mesma
forma, as diretrizes da ESCCAP (2021) estabelecem que o critério primario para confirmar a
eficacia de um protocolo de vermifugagdo € a negativagao dos exames coproparasitoldgicos
subsequentes, mesmo em avaliagdes qualitativas.

Complementarmente, o Companion Animal Parasite Council recomenda a reavaliacao
entre sete e dez dias apds o tratamento, sendo a persisténcia de ovos nas fezes um forte indicativo
de resisténcia do parasito ou falha do protocolo utilizado (CAPC, 2025). Embora Balk e
colaboradores (2023) ressaltem que a reativacao de larvas hipobioticas pode, em alguns casos,
justificar a presenca de ovos mesmo apos tratamento adequado, a pratica clinica corrente adota
como parametro de sucesso terapéutico a auséncia total de eliminagdo de ovos no periodo de
reavaliacdo). Dessa forma, os resultados observados neste estudo, com detec¢ao de ovos de
A. caninum apds o tratamento nos diversos grupos avaliados, indicam que nao foi alcangada
eficacia terapéutica plena, corroborando a necessidade de reavaliagio dos protocolos
empregados.

Analisando os resultados dos grupos experimentais, a redu¢@o na positividade observada
no G1 (16,7%), mostra que o praziquantel associado ao pamoato de pirantel apresenta eficacia
limitada no combate a Ancylostoma caninum, embora seja amplamente reconhecido por sua
acdo contra cestddeos, sua atividade contra nematoddeos ¢ reduzida (Risso et al, 2016). Os
autores indicam que a associa¢do do praziquantel com outros farmacos, como pamoato de
pirantel e febantel, resulta em um controle mais eficiente das infecgdes causadas por esses
parasitas (Risso et al, 2016). Assim, a baixa resposta terapéutica no G1 evidencia a importancia
de protocolos combinados para um tratamento mais eficaz de A. caninum.

A persisténcia de positividade de A. caninum nos caes pertencentes ao grupo G2 indica
resisténcia ao fenbendazol como ja relatado por Castro e colaboradores, (2019) onde mostraram
que os caes positivos para o nematddeo e submetidos a tratamentos sucessivos com fenbendazole
se tornaram refratarios ao medicamento.

Castro et al (2021) relatou que ancilostomatideos resistentes a ivermectina também
podem desenvolver resisténcia & moxidectina. Tendo em vista que o grupo de animais G3 que
receberam tratamento com ivermectina apresentaram exames coproparasitolégicos positivos
apods o tratamento, ¢ suposto que o uso da moxidectina nao apresenta boa eficacia contra o A.
caninum. No mesmo estudo, foi declarado que ha resisténcia parasitaria ao uso de BZs e MLs,

sugerindo que ambas as bases medicamentosas sdo ineficazes no tratamento de caes infectados
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com A. caninum, o que corrobora com os dados obtidos no presente estudo, visto que os grupos
tratados exclusivamente com BZs (G2 e G4) obtiveram positividade coproparasitologica apds
tratamento, assim como no grupo tratado com LMs (G3), ndo sendo possivel discriminar o
agente efetivo no combate ao parasito (Castro ef al., 2021). O uso isolado de principios ativos,
sobretudo benzimidazois, tem demonstrado eficacia limitada em areas com historico de uso
repetitivo, favorecendo a selecao de cepas resistentes (Furtado et al., 2014; Castro et al., 2021).
Em relagdo ao uso do albendazol (G4), a presenca de ovos de Ancylostoma caninum nas
fezes dos caes mesmo apods o tratamento sugere fortemente a existéncia de resisténcia parasitaria
a esta base farmacologica. Este achado torna o trabalho corroborativo com diversos estudos
recentes que apontam falhas terapéuticas envolvendo benzimidazois, grupo ao qual o albendazol
pertence, especialmente quando utilizados isoladamente ¢ de forma repetida em ambientes com
alta pressao infecciosa (Furtado et al., 2014; Castro et al., 2021). Em um estudo conduzido por
Idika e colaboradores (2016) na Nigéria, foram avaliadas a eficacia in vivo e in vitro do
Albendazol contra infec¢des naturais de A. caninum em caes locais, observou-se baixa taxa de
eficacia do medicamento, reforcando a suspeita de resisténcia anti-helmintica emergente na
populagdo canina local.
A literatura atual recomenda o uso de protocolos combinados, que associam principios
ativos com diferentes mecanismos de acdao, como praziquantel, pamoato de pirantel, febantel e
ivermectina, a fim de ampliar o espectro de acdo e minimizar o risco de resisténcia (Bowman et
al., 2010; CAPC, 2023). Assim, pode-se inferir que a reavaliacdo dos exames
coproparasitologicos poés-tratamento contribui para vigilancia diagnostica de supostas
resisténcias e para infecgdes recorrentes, reinfecgcdes e/ou reativagao de larvas em estado de
hipobiose, muitas vezes sequer consideradas pelos clinicos que instituem os protocolos de
vermifugacao (Castro et al., 2021). O presente estudo reforca a importancia desta reavaliagdo, visto
que houve positividade nos exames realizados ap6s os tratamentos instituidos.

Ressalta-se, ainda, que a persisténcia da infec¢do pode ser agravada pela selegao de cepas
resistentes de 4. caninum, portadoras de mutagdes no gene da B-tubulina, como a alteragdao no
codon 200, que conferem resisténcia aos benzimidazois sem necessariamente aumentar a
capacidade infecciosa do parasito (Furtado et al., 2014; Nezami et al., 2023).
Essa resisténcia favorece a manuten¢do da infeccdo no hospedeiro e, consequentemente, o
aumento secundario da carga ambiental de ovos e larvas infectantes (Furtado et al., 2014; CAPC,
2025).

Durante o experimento, um filhote um dia de vida e que ainda nao havia realizado

amamenta¢do, cuja mde apresentou positividade para Ancylostoma caninum no exame
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coproparasitoldgico, veio a dbito. A necrdpsia foi realizada, permitindo a coleta de material fecal
diretamente do intestino do animal, no qual foi confirmada a presenca de 4. caninum (Figura
8). Levando-se em consideragao a idade do filhote e o fato que ndo ter ingerido leite materno,
configura-se que a transmissdo foi transplacentaria, destacando a importancia de medidas
preventivas em cadelas gestantes para evitar a disseminacao precoce da parasitose aos filhotes
(Burke, Roberson, 1985; Davidsohn, Violato, Sérvio, 2023). E como a vermifugacdo era
realizada no momento do acasalamento e apds nascimento dos filhotes pode-se suspeitar de

resisténcia, visto que o tratamento realizado seguiu as recomendagdes do fabricante.

Figura 8: Intestino delgado de filhote de cdo de um dia de idade (A), conteudo fecal coletado diretamente do intestino
delgado durante necropsia (B) e ovo de 4. caninum (C) do conteudo fecal obtido (enterite hemorragica), observado

em exame coproparasitologico direto no aumento de 40x em microscopio Nikon E200®.

Fonte: arquivo pessoal.

Para verificacdo de resisténcia genética aos BZs quatro amostras de fezes de cdes positivas
para A. caninum foram cultivadas para obten¢do de formas larvais para posterior extragao do
DNA. Somente duas destas amostras obteve-se pool de larvas, denominadas como “3” e “20” no
resultado de eletroforese (Figura 9).

A amplificacdo do fragmento corresponde ao grupo "Fa + Rr0" na PCR, com
aproximadamente 164pb o correu na amostra 3, esta associada a detec¢do de mutacao no codon
167 do gene da f-tubulina isotipo 1 em A. caninum. Esse marcador ¢ empregado na técnica de
ARMS-PCR para diferenciar alelos selvagens daqueles que apresentam mutacdes ligadas a

resisténcia aos BZs (Furtado, 2014). A identificacdo desse fragmento especifico sugere a
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possivel sequenciamento da mutagdo na amostra analisada, possibilitando avaliar a
suscetibilidade ou resisténcia do parasita aos BZs (Furtado, 2014).

Os codons 167, 168, 198 € 200 no Ancylostoma caninum sdo alvos importantes em estudos
sobre resisténcia a BZs, sendo que os cddons 167 e 200 possuem mutagdo resultante na
substitui¢cdo fenilalanina por tirosina; codon 198 substitui acido glutamico por alanina; e coddon
168 ainda ¢ pouco estudado, mas esta envolvido na modulacio da resisténcia (Furtado, 2014;

Castro et al., 2019; Castro et al., 2021).

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose a 1%, evidenciando produtos de PCR amplificados a partir de DNA
extraido de amostras positivas para Ancylostoma caninum apds tratamento. As canaletas indicadas como “C-”
correspondem aos controles negativos (brancos da reagdo), enquanto as canaletas numeradas “3” e “20” referem-
se as respectivas amostras testadas. O retangulo branco nas canaletas 3 e 20, na combinagao de primers “Fa e Rr0”,

destaca uma banda proxima a 200 pares de bases (pb), indicando amplificacdo especifica para o cédon 167.

Fa + Ra Fa + Rc Fa + RrO Fa + Rr2 Fa + Rr3 Fa + Rr4

(441 pb) (331 pb) (184 pb) (164 pb) 1164 pb) (163 pb)
pb ¢- 3 20 c- 3 20 ¢ 3 20 C 3 20 C- 3 20 C- 3 20 pb

Fa + Rrd< Fa + Rm FsO + Rc Fs2 + Rc Fs3 + Re Fs4 + Re

[161 pb) (157 pb) (209 pb) (209 pb) {209 pb) (209 pb)
ph ¢ 3 20 €G- 3 20 c- 3 20 C 3 20 c- 3 20 c- 3 20 pb

Fs4< + Rc 60S

(208 po) (167 pE)

Fonte: Arquivo pessoal.
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Diante do exposto, pesquisas recentes indicam que A. caninum esta desenvolvendo
resisténcia a multiplas classes de anti-helminticos, incluindo o pirantel (THPs) (Kopp et al.,
2008; Castro et al., 2019), e LMs (ivermectina e moxidectina) (Kitchen et al., 2019; Castro et
al., 2021). Essa resisténcia tem sido associada a mutagdes no gene da B-tubulina isotipo 1,
especificamente no cédon 167, embora o gene ndo atue diretamente no pirantel (Castro et al.,
2019). Alteragdes pontuais no gene da B-tubulina, especialmente nos cédons 167, 198 € 200, estdo
associadas a diminui¢do da ligacdo dos benzimidazois a proteina, resultando em resisténcia que € restrita
a essa familia de anti-helminticos (Prichard et al., 2018). Isso sugere que as muta¢des podem conferir
uma vantagem seletiva aos parasitas, permitindo-lhes sobreviver a tratamentos com diferentes
classes de medicamentos (Castro et al., 2019).

E importante ressaltar que o gene de resisténcia aos BZs esta presente nos helmintos que
infectam os caes da populagdo estudada, pois os espécimes de A. caninum avaliados
apresentaram mutagdes no cddon 200 do gene de relevancia (Castro et al., 2019; ESCCAP,
2021; CAPC, 2025). Diante dessas evidéncias, torna-se essencial acompanhar a eficacia dos anti-
helminticos utilizados no controle desse nematodeo, além de adotar estratégias alternativas para
impedir a propagacgao de cepas resistentes (Castro et al., 2019).

Com base nos resultados obtidos e tipo de manejo dos animais avaliados, pode-se inferir
que a RMF observada ocorreu porque os animais eram expostos a ambientes de dificil controle
(locais com areia/grama), o favorecia o aumento da taxa de infeccdo e transmissdo de
ancilostomideos e pela realizacdo de vermifugacao em periodos inferiores ao periodo pré-
patente do Ancylostoma caninum (14 a 21 dias). Segundo Jimenez Castro et al (2021) essa
pratica expde repetidamente os parasitos imaturos a subdoses terap€uticas, permitindo a
sobrevivéncia e posterior reproducdo de individuos com perfis genéticos mais tolerantes aos
antiparasitarios, sendo um fator positivo a mutagdes do parasito que levam a RMF (ESCCAP,
2021; CAPC, 2025).

De Melo e colaboradores (2021) apontam que a resisténcia de A. caninum tem se tornado
uma preocupacdo crescente, especialmente em contextos de manejo intensivo. A hipotese
predominante sugere que o uso frequente de vermifugos em canis comerciais, principalmente
nos primeiros meses de vida dos filhotes, pode estar acelerando a sele¢dao de cepas resistentes.
Apesar da necessidade de investigagdes adicionais para compreender a real extensdo do
problema, esses achados destacam a importancia de estratégias terapéuticas mais eficazes e
racionais para evitar a propagagao da resisténcia a anti-helminticos (De Melo et al, 2021).

Isto posto, Castro e colaboradores (2021) relatam que, apesar das caracteristicas genéticas

que implicam & RMF, os niveis de resisténcia sdo multifatoriais e independentes da classe de
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medicamento utilizada no tratamento antiparasitario, visto que possuem diferentes mecanismos de
acao e mesmo assim, sdo passiveis de ineficacia. Outro fator que corrobora a RMF ¢ a falta de
alternancia entre as bases medicamentosas disponiveis, visto que os parasitos resistentes a
determinadas bases podem ser propagadas entre os animais, dificultando o controle da
ancilostomiase (Castro ef al., 2021).

Diante dos achados obtidos, torna-se imprescindivel adotar uma abordagem terapéutica
mais eficaz e estrategicamente estruturada para o controle da 4. caninum.

O emodepside ¢ um desipeptideo com acdo em larvas e adultos (paralisia flacida do
parasito), e obteve alta eficacia (99,6%) no tratamento contra nematoides nos estudos de Castro
et al (2020) nos EUA, sendo um potencial vertente de tratamento para esses animais. Entretanto,
essa base é comercializada somente em produtos para felinos no Brasil (Drontal gatos SpotOn®).
No mesmo estudo, relatou-se que o uso de milbemicina nao apresentou eficacia no tratamento
contra ancilostomideos (apenas 8,8% dos animais apresentaram negatividade apos o uso dessa
base), a qual nao foi utilizada no presente estudo (Castro et al., 2020). Entretanto, ndo foram
encontrados estudos com delineamento genético do parasito encontrado nas fezes de caes no
Brasil submetidos a tal método de controle para correlacao de possivel resisténcia a tal base.

A realizacdo do exame coproparasitologico antes do inicio da vermifugagdo ¢
fundamental para diagnodstico preciso, escolha racional do antiparasitdrio e acompanhamento
posterior. A técnica de escolha, como a de Willis-Mollay associada aos métodos direto e de
Ritchie, permite identificacdo das estruturas parasitdrias (CAPC, 2023). Além disso, a
reavaliagdo entre 7 a 14 dias ap6s o tratamento ¢ considerada um critério clinico importante para
verificar a eficacia do farmaco e detectar possiveis falhas terap€uticas ou presenca de resisténcia
(CAPC, 2023). A auséncia de ovos nas fezes em coletas sequenciais indica sucesso terapéutico,
sendo recomendada a repeticao do exame pelo menos uma vez a0 més nos primeiros trés meses
apos a vermifugacdo em areas de alta endemicidade.

A avaliagdo quantitativa da eliminagdo de ovos de A. caninum pelas fezes, por meio de
métodos como a contagem de ovos por grama , incluindo o Teste de Reducao da Contagem de
Ovos (TRCO), ¢ uma ferramenta util para o monitoramento da eficacia terapé€utica e
acompanhamento da carga parasitdria em estudos clinicos e experimentais (Traversa, 2012;
Jimenez Castro et al., 2020). Técnicas tradicionais como as de Willis-Mollay e Ritchie, embora
mais voltadas ao diagnostico qualitativo, quando associadas a quantifica¢do de ovos permitem
estabelecer pardmetros comparativos entre diferentes protocolos terapéuticos (Furtado et al.,

2014). Nao hd um valor minimo universalmente consensual de redu¢do de ovos que garanta
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eficacia plena do tratamento em caes, mas algumas referéncias sugerem que reducgdes superiores
a 90% na carga parasitaria apos a vermifugacao indicam boa resposta, baseando-se em critérios
aplicados a ruminantes e adotados de forma adaptativa para animais de companhia (Jimenez
Castro et al., 2020; ESCCAP, 2021). Contudo, na rotina clinica de pequenos animais, a
negativagdo completa das amostras fecais continua sendo considerada o parametro mais seguro
e objetivo para aferir sucesso terapéutico (Traversa, 2012). A persisténcia de ovos apos o
tratamento deve ser interpretada com cautela, pois pode refletir falha farmacolédgica, reinfec¢ao
precoce ou reativacdo de larvas hipobidticas, sendo indispensavel o seguimento
coproparasitologico criterioso e periddico (Furtado et al., 2014; ESCCAP, 2021).

Para conter a disseminacdo de genes de resisténcia, ¢ necessario adotar praticas de
controle populacional do parasita que reduzam a exposicdo continua aos mesmos
antiparasitarios (Traversa et al., 2021). Isso inclui o uso rotativo de classes farmacologicas,
realizacdo de exames coproparasitoldgicos antes de qualquer tratamento, e o isolamento
temporario de animais positivos até negativacdo confirmada (Traversa et al., 2021). Medidas
sanitarias como a remogao didria das fezes, desinfec¢do periddica do ambiente e o uso de pisos
drenantes e exposicao solar direta também sao eficazes na reducao da carga ambiental de larvas
infectantes (CAPC, 2023).

Entre os compostos quimicos recomendados para desinfecdo ambiental, destaca-se o
hipoclorito de s6dio a 5%, com acdo oxidante potente sobre larvas de nematoides, especialmente
eficaz quando aplicado em superficies lisas, devendo ser reaplicado semanalmente ou apos
chuvas intensas (Esser, 1972). O enxofre de cal, tradicionalmente utilizado na agricultura,
também possui acao ovicida e larvicida e pode ser utilizado diluido em agua, com reaplicagdes
quinzenais (UFMG, 2014). J4 o borato de sddio, utilizado especialmente em areas gramadas,
pode ser aplicado na proporg¢ao de 1 kg/2 m?, com reaplicagdo mensal, agindo como dessecante
sobre larvas de estagios infectantes (Merck Sharp, Dohme Corp, 2024). O cloreto de sodio (sal
de cozinha) a 10% exerce agdo osmotica sobre larvas em substratos argilosos ou arenosos, sendo
recomendado para uso pontual em locais de elevada contaminagdo, com reaplicagdo semanal
(UFMG, 2014).

Em relagdo a prevencdo da transmissdo vertical, a implementagdo de programas
estratégicos de desparasitacdo para fémeas reprodutoras ¢ fundamental. Recomenda-se a
vermifugacdo da fémea gestante com farmacos seguros, como fenbendazol (50 mg/kg/dia por
via oral no 40° dia de gestacdo e 14° dia pos-parto), com eficacia demonstrada na prevengao da
migracdo larval e transmissdo transplacentdria e transmamadria (Burke, Roberson, 1985;

Bowman et al., 2019).
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Portanto, o controle eficaz da ancilostomiase canina requer a integracdo de medidas
farmacologicas, sanitarias, genéticas e de manejo reprodutivo. Essa abordagem
multidimensional visa ndo apenas o tratamento dos casos clinicos, mas também a prevencao da
disseminacdo de cepas resistentes e a interrup¢ao dos ciclos de transmissao, especialmente em

criadouros e locais com alta densidade populacional animal.

Por fim, este estudo contribui para a ampliagao do conhecimento sobre a resisténcia de
A. caninum a antiparasitarios e alerta para a necessidade de revisdes nos protocolos terapéuticos
adotados na medicina veterinaria. A continuidade das pesquisas sobre os mecanismos de
resisténcia e o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas sdo fundamentais para
garantir a eficacia dos tratamentos e minimizar os impactos da ancilostomiase tanto na saude

animal quanto na satde publica.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir:
- A persisténcia do parasitismo ap0s o tratamento comprova a existéncia de resisténcia

a farmacos e ressalta a importancia da reavaliagdo coproparasitologica pds-tratamento.

- H4 transmissao materno-filial, o que sugere a necessidade de revisdo dos manejos
sanitarios em canis.

- A andlise genética do perfil de resisténcia identificou a mutacao especifica no coédon
167 do gene da B-tubulina isotipo 1, o que comprovou que as bases disponiveis no mercado tém
uma eficécia limitada no controle da ancilostomiase canina, o que comprova a necessidade de

estudos e investimentos na area.
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ANEXO1I

DIQ .
<5 Uniube

Animal

Comité de Etica em Experimentacdo

Oficio CEEA-022/2023 Uberaba, 4 de outubro de 2024

Iima. Prof2,
JOELY FERREIRA FIGUEIREDO BITTAR

Assunto: Encaminha processo n® 022/2023, sobre o protocolo de pesquisa: “Avaliagdo
parasitolégica e genética do perfil de resisténcia de Ancylostoma caninum a
diferentes bases antiparasitiarias em cdes da raca Border Collie”.

Prezado (a) Professor(a),

Em resposta a sua solicitacdo, Informo que o protocolo acima referido fol submetido a
avaliacdo do CEEA-UNIUBE, em reunidc no dia 25/09/2024, sendo considerado aprovado.

Atenciosamente,

£

Profa. Joely ¥. Fegueiredo Bittar

Coordenadora do CEEA-UNIUBE

Av Tutumas 720 - Carpus FAZU - Bato: Tutunes CEP. 38063500 Ubsratss, MG — Fone: (34) 33008787 —
oot cemaShribe b
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