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RESUMO

RESUMO

Introducédo. Strongyloides venezuelensis (Brumpt, 1934), tem sido utilizado
como modelo experimental da estrongiloidiase e apresenta ciclo de vida
complexo e mal conhecido, com alternancia de geracdes de vida parasitéria e
de vida livre. Muitos aspectos de sua biologia ndo estdo esclarecidos,
principalmente quanto a existéncia de machos de vida livre. Objetivos.
Verificar quais fatores, ligados ao hospedeiro ou ao ambiente de cultivo, podem
influenciar no desenvolvimento de adultos de vida livre no ciclo indireto do
parasito. Métodos. Foram avaliados fatores ambientais, tais como: (a) cultivos
em vermiculita e placas de agar (Koga agar) e; (b) temperatura de cultivo.
Quanto aos fatores do hospedeiro, foram avaliados: (c) infec¢cdo experimental
do parasito em camundongos suicos, ratos Wistar, gerbilos e ratos hibridos do
cruzamento de ratos Wistar com ratos selvagens; (d) idade do hospedeiro; (e)
quantidade de larvas inoculadas e; (f) sensibilizacdo prévia as larvas por
inoculacado. Também foi avaliada a capacidade de manutencédo do ciclo indireto
do parasito por acompanhamento das culturas positivas para fémeas de vida
livre por periodos de tempo mais longos, além da clonagem de fémeas de vida
livre como objetivo de verificar se fémeas partenogenéticas podem ou nao
manter o ciclo de vida livre. Resultados e Conclusdes. (1) Machos de vida
livre de primeira geragédo foram ausentes nas diferentes condi¢gbes de cultura
de fezes, mantidas por trés dias, originadas dos hospedeiros utilizados. (2) A
frequéncia de fémeas de vida livre nos cultivos das amostras de fezes dos
diversos hospedeiros foi baixa nas diferentes condi¢cdes de cultivo, exceto
quando fezes de ratos hibridos selvagens foram submetidas a reducédo da
temperatura (6°C) antes da incubacdo a 28°C, quando a frequéncia daquelas
fémeas aumentou significativamente. (3) As fémeas de vida livre de primeira
geracdo foram capazes de manter o ciclo heterogdnico do nematoide, inclusive
com aparecimento de machos em geracdes posteriores. (4) O ciclo de vida livre
de S. venezuelensis foi mantido no laboratério, em repiques sucessivos,

aparentemente por fémeas de vida livre partenogenéticas.

Palavras-chave: Strongyloides venezuelensis; Strongyloides; cultura de fezes;

vida livre; partenogénese.



ABSTRACT

ABSTRACT

Introduction. Strongyloides venezuelensis (Brumpt, 1934) has been used as
an experimental model of strongyloidiasis and its life cycle is complex and
poorly known, with alternating generations of parasite and free-living stages.
Many aspects of the parasite biology are not clear, especially regarding the
existence of free-living males. Objectives. The goal of this study is to verify
which factors, related to the host or to the culture environment, can influence
the development of adults of free-living stages in the indirect cycle of the
parasite. Methods. Environmental factors were evaluated, such as: (a)
vermiculite cultures and agar plates (Koga agar) and; (b) culture temperature.
Regarding host factors, we evaluated: (c) experimental infection of the parasite
in Swiss mice, Wistar rats, gerbils and hybrid rats from the crossing of Wistar
rats with wild rats; (d) host age; (e) amount of inoculated larvae and; (f)
immunological sensibilization with larvae inoculation. The ability to maintain the
indirect cycle of the parasite was also evaluated by monitoring the positive
cultures for free-living females for longer periods, as well as the cloning of free-
living females in order to verify whether parthenogenetic females may or may
not maintain the free-living cycle. Results and Conclusions. (1) First-
generation free-living males were absent in different fecal culture conditions,
maintained for three days, from the hosts. (2) The frequency of free-living
females in the faeces cultures from different hosts was low at different culture
conditions, except when faeces from wild hybrid rats were first submitted to
temperature reduction (6°C) before incubation at 28°C, when the frequency of
those females increased significantly. (3) First-generation free-living females
were able to maintain the heterogeneous cycle of the nematode, including
males in later generations. (4) The free-living cycle of S. venezuelensis was
maintained in the laboratory, in successive cultures, apparently by

parthenogenetic free-living females.

Keywords: Strongyloides venezuelensis; Strongyloides; stool culture; free-

living; parthenogenesis.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

Nematoides do género Strongyloides pertencem a classe Chromadorea, ordem
Rhabditida e familia Strongyloididae (BLAXTER et al., 1998). Neste género
estdo incluidas cerca de 60 espécies, que parasitam principalmente mamiferos,
mas também aves, répteis e anfibios (VINEY e KIKUCHI, 2017). Todas estas
espécies tém um ciclo de vida complexo, apresentando fémeas
partenogenéticas parasitas que eliminam ovos ou larvas nas fezes do
hospedeiro. Os ovos e larvas no meio externo podem evoluir de duas formas:
realizam o ciclo direto, homogdénico ou partenogenético, originando larvas
filarioides infectantes (L3) ou o ciclo indireto, heterogdnico ou de vida livre,
diferenciando em machos e fémeas de vida livre, que se reproduzem
sexuadamente no meio externo. As larvas originadas da reprodugcdo sexuada
se diferenciam em L3 infectantes. A reproducdo partenogenética é mitotica e
da origem a larvas que podem evoluir para L3 infectantes (formam fémeas
partenogenéticas), machos e fémeas de vida livre. A evolugdo para uma das
trés formas possiveis é influenciada por fatores do hospedeiro (resposta
imunologica) e fatores ambientais como temperatura e pH (VINEY e LOK,
2007).

A estrongiloidiase humana € uma infeccdo parasitaria causada pelo nematoide
Strongyloides stercoralis Bavay, 1876, embora também sejam conhecidas
infeccbes esporadicas em humanos com a espécie Strongyloides fuelleborni
Von Linstow, 1905 (ASHFORD et al.,1992; GROVE, 1996). E uma doenca
negligenciada que, geralmente € assintomatica em individuos
imunocompetentes, mas, em casos de imunossupressao, pode ocasionar
infeccdo disseminada ou hiperinfeccdo que pode levar a o6bito (KEISER e
NUTMAN, 2004; BENINCASA et al., 2007; OLSEN et al., 2009; MARQUES et
al., 2010).

Strongyloides venezuelensis Brumpt, 1934, parasito de roedores, tem sido
frequentemente utilizado como modelo experimental para estudos de alguns
aspectos da infeccdo humana por S. stercoralis (MACHADO et al., 2003), para
entendimento da biologia do género Strongyloides (BAEK et al., 1998), e

inclusive como fonte de antigenos para o desenvolvimento de novos métodos
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no imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana (CUNHA et al., 2017). Rattus
norvegicus € o hospedeiro natural de S. venezuelensis (NAKAI e AMARANTE,
2001; MARUYAMA et al.,, 2006), mas este nematoide também infecta
facilmente gerbilos (Meriones unguiculatus) (BAEK et al., 2002), camundongos
(Mus musculus) (SATO e TOMA, 1990; NAKAI e AMARANTE, 2001) e saguis
(MELO et al., 2012).

Para a manutencdo de S. venezuelensis em laboratério, os animais sao
infectados por inoculacdo subcutanea de larvas L3. Apdos a maturacdo das
fémeas, as fezes com o0s ovos do parasito podem ser mantidas em ambiente
umido ou cultivadas em meios adequados, em temperaturas em torno de 25°C
a 30°C, liberando larvas que podem evoluir para as formas de vida livre e gerar
larvas filarioides infectantes. Os estagios de vida livre crescem nas fezes e
larvas L3 sédo vistas, tipicamente migrando para fora da massa fecal. Esse
desenvolvimento ocorre, aproximadamente, em 48 horas (VINEY e KIKUCHI,
2017). As condicdes de cultivo in vitro podem afetar a morfologia das larvas L3
de S. venezuelensis, sem, no entanto, alterar sua infectividade (ISLAM et al.,
1999).

Embora S. venezuelensis seja um modelo experimental amplamente utilizado
em laboratorio, alguns aspectos de sua biologia permanecem mal conhecidos.
Estudos tém demonstrado uma frequéncia muito baixa de encontro de adultos
de vida livre de S. venezuelensis, destacando inclusive a falta de observacao
de machos em experimentos realizados sob diferentes condigées de cultivo
(WERTHEIM e LENGY, 1964; HASEGAWA et al., 1988; TAIRA et al., 1994;
PEGORARO, 1999; NAGAYASU et al., 2013; HINO et al., 2014).

Pelo fato do ciclo de vida de S. venezuelensis ser pouco conhecido e por haver
muitas questbes a serem esclarecidas, o objetivo do estudo foi analisar a
evolugcdo das larvas eclodidas de ovos de S. venezuelensis, cultivados em
condi¢des controladas, para verificar quais fatores, ligados ao hospedeiro ou ao
ambiente de cultivo, podem influenciar o desenvolvimento das formas de vida
livre do parasito, especialmente no aparecimento de machos. Para esse fim
foram utilizados quatro diferentes hospedeiros (camundongos suicos, ratos

Wistar, gerbilos e ratos hibridos do cruzamento de ratos Wistar com ratos
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selvagens), cultivos em vermiculita e em agar, com variacdes na idade dos
hospedeiros, na existéncia ou ndo de infec¢édo prévia, na dose do indculo e na

temperatura de cultivo.

21



REVISAO DE LITERATURA

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracterizacdo morfoldgica das espécies do género Strongyloides

Muitas espécies do género Strongyloides foram identificadas apenas com base
nos hospedeiros, devido a dificuldade para estabelecer caracteristicas
morfolégicas diferenciais entre as diversas espécies (LITTLE, 1966). No
entanto, alguns autores descreveram caracteristicas morfologicas para
Strongyloides spp. que servem como base para um detalhamento do género
(MORAES, 1948; LITTLE, 1966; SPEARE, 1989; GROVE 1996; VINEY e LOK,
2015; COSTA-CRUZ, 2016). Nas descricoes destes autores, destacam-se as

seguintes formas:

a) Fémeas partenogenéticas parasitas: correspondem a Unica fase
parasitaria. Vivem nas criptas da mucosa do ter¢o anterior do intestino delgado.
Comprimento médio entre 2 a 4 mm na maioria das espécies. Largura média
de 75 um. Corpo delgado, cuticula finamente estriada. Boca alongada. Es6éfago
filariforme. Vulva localizada no ter¢co posterior do corpo. Aparelho reprodutor
anfidelfo. Ovidutos com ovos enfileirados em diferentes estagios de maturacao.

Cauda curta, abruptamente afilada. Nao apresentam receptaculo seminal,

b) Ovos: séo elipticos, com paredes extremamente finas. Tamanho médio de
40 a 70 ym de comprimento com largura média com cerca da metade do
comprimento. Os ovos das fémeas parasitas e de vida livre sdo idénticos na

aparéncia com tamanho ligeiramente variavel,

c) Larvas rabditoides de primeiro estadio (L1): comprimento médio entre
150 a 390 uym por 14 a 20 um de largura. Vestibulo bucal curto. Es6fago
rabditiforme (tipo rabditoide), com corpo, istmo e bulbo distintos e evidentes
que ocupam um terco do comprimento total da larva, estruturalmente
semelhante ao do adulto de vida livre. Ndo existem diferencas morfologicas
gue podem ser detectadas entre larvas de primeiro estadio desenvolvidas a

partir de ovos de fémeas parasitas ou de vida livre;

d) Larvas rabditoides de segundo estadio (L2): sdo morfologicamente

semelhantes as L1, logo apés a muda. A morfologia do esbdfago € alterada,
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torna-se mais alongado, porém ainda é rabditiforme, com as divisées do corpo,

istmo e bulbo menos evidenciadas;

e) Larvas filarioides de terceiro estadio (L3): correspondem as formas
infectantes. Sao finas e alongadas. Medem entre 400 a 700 um de
comprimento por 12 a 20 uym de largura. Cuticula finamente estriada. Cavidade
bucal pequena. Esbéfago longo, do tipo filariforme como o da fémea
partenogenética parasita, com comprimento de cerca de 40% do corpo.
Intestino longo e estreito terminando em uma abertura anal. Cauda afilada com

entalhe caracteristico;

f) Fémeas de vida livre: medem aproximadamente 1,5 mm de comprimento
por 85 um de largura. Aspecto fusiforme. Cuticula fina com estrias transversais.
Esb6fago curto, do tipo rabditoide com uma pequena por¢do muscular, sendo a
musculatura do corpo e a do bulbo mais robustas do que a do istmo. Anel
nervoso na altura do istmo. Bulbo com aparato valvular bem desenvolvido.
Intestino simples terminando em anus na extremidade posterior. Cauda afilada.

Vulva situada na regido mediana do corpo. Aparelho reprodutor anfidelfo;

g) Machos de vida livre: ligeiramente menores do que as fémeas, com
comprimento médio entre 0,7 a 1,2 mm por 55 uym de largura. Aspecto
fusiforme. Esb6fago rabditoide prolongando-se com intestino simples,
terminando em cloaca. Sistema reprodutor composto por testiculos, vesicula
seminal, canal deferente, canal ejaculador e um pequeno par de espiculos
copulatérios, que se deslocam sustentados pelo gubernaculo. O testiculo
desponta logo atras do estfago, estendendo-se até aproximadamente o meio
do corpo. Cauda recurvada ventralmente. Presenca de seis pares de papilas

genitais e uma Unica papila pré-cloacal.

A Figura 1 mostra as diferentes formas evolutivas de S. stercoralis, cuja

morfologia geral € comum para a maioria das espécies.
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®
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@
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Fémea parasita Féma de Macho de Larva Larva
vida livre vida fivre rabditdde filaritide

Figura 1. Formas evolutivas de Strongyloides stercoralis. an= anus; bo= boca; ca=
cauda entalhada; cl= cloaca; ep= espiculo; es= eséfago; in= intestino; ov= ovario; pg=
primordio genital; te= testiculo; ut= Gtero divergente; vb= vestibulo bucal curto; vu=
vulva (copiado, com modificagdes, de Costa-Cruz, 2016).

2.2. Strongyloides venezuelensis

A descricdo de S. venezuelensis foi inicialmente realizada por Brumpt (1934),
em ratos selvagens na Venezuela, por meio de uma infeccdo mista de S.
venezuelensis e Strongyloides ratti Sandground, 1925. Esta descricéo foi breve
e incompleta, de modo que a espécie foi redescrita de R. norvegicus nos
Estados Unidos por Little (1966), incluindo desta vez, uma geracao de vida
livre. Segundo este autor, o isolamento de S. venezuelensis foi realizado por
infeccdo com uma Unica larva em ratos Wistar, estabelecendo assim uma

linhagem pura.

Amplamente distribuido em regides quentes do mundo, S. venezuelensis
também foi relatado em Israel, Brasil e Japdo (WERTHEIM e LENGY, 1964,
ARAUJO, 1967; HASEGAWA et al., 1988). No entanto, existem poucas
informacdes sobre a prevaléncia ou intensidade de infec¢cbes selvagens, sendo

que a maioria dos relatos de infec¢do sdo informais (VINEY e KIKUCHI, 2017).
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2.2.1. Caracterizacado morfologica de Strongyloides venezuelensis

Little (1966) destacou algumas caracteristicas morfoldégicas para S.
venezuelensis (Figura 2). Para as fémeas parasitas encontradas no intestino de
R. norvegicus ficou evidenciada a presenca de estoma ornamentado. Ambos
0s ovarios espiralados em torno do intestino. Oito a doze ovos no Utero, ainda
em clivagem inicial, quando presentes nas fezes. Cauda curta, conica. Fémeas
de vida livre sem constricbes no corpo; labios da vulva ndo proeminentes. Ovos
em linha Unica no GUtero. Macho de vida livre com papilas pds-anais subdorsais
sempre ligeiramente posteriores as subventrais; espiculos acentuadamente

inclinados, membrana ventral proeminente.

Duas importantes caracteristicas que diferenciam S. venezuelensis de S. ratti
sdo o formato dos ovarios nas fémeas parasitas e a forma evolutiva eliminada
nas fezes dos hospedeiros. Para S. venezuelensis os ovarios das fémeas séo
espiralados, e sado encontrados ovos em estagios iniciais de clivagem nas fezes
dos hospedeiros enquanto que, para S. ratti, 0s ovarios sao retilineos e podem

ser encontrados ovos ou larvas L1 nas fezes recém-eliminadas (LITTLE, 1966).

Embora Little (1966) tenha descrito machos de vida livre de S. venezuelensis,
inclusive com mensurac¢des e com uma ligeira caracterizacdo morfolégica desta
forma evolutiva, nenhum outro estudo verificou a presenca de machos de vida

livre em culturas de hospedeiros infectados com S. venezuelensis.

Além de Little (1966), poucos estudos avaliaram aspectos morfolégicos de S.
venezuelensis. No Quadro 1, estdo resumidos alguns dados morfométricos das
formas evolutivas de S. venezuelensis, feitas por trés autores que fizeram a

morfometria do parasito.
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Figura 2. Algumas formas evolutivas de Strongyloides venezuelensis. A-E, fémea
parasita. A= visao geral; B= vista ventral do estoma aberto; C= vista ventral do estoma
fechado; D= cabeca em vista dorsal; E= cabeca em vista lateral; F= vista lateral da
cauda do macho de vida livre; G= espiculo direito e gubernaculo; H= fémea de vida

livre (copiado, de Little, 1966).

Quadro 1. Dados morfométricos de fémeas parasitas, larvas L3 e machos e fémeas
de vida livre de Strongyloides venezuelensis, obtidos por trés autores entre 0s anos de

1966 a 1994.

Amplitude das medidas (um)

Formas evolutivas

Referéncias

Comprimento Largura Esb6fago
Fémeas parasitas 2000-3200 33-41 600-780 Little,1966
2652-3087 29-35 748-843 Wertheim,1970
2035-2959 29-41 667-775 Taira et al., 1994
L3 infectantes 470-640 16-19 220-290 Little,1966
505-639 15-18 218-272 Wertheim,1970
482-573 14-17 214-262 Taira et al., 1994
Fémeas vida livre 810-1200 40-70 125-155 Little,1966
Machos vida livre 800-930 40-50 110-125 Little,1966

26




REVISAO DE LITERATURA

2.3. Caracterizacdo molecular das espécies do género Strongyloides

A variabilidade genética dos helmintos pode, atualmente, ser determinada por
analises moleculares, permitindo o conhecimento da filogenia das diferentes

espécies de nematoides.

Em estudo filogenético molecular, Dorris e colaboradores (2002) avaliaram dez
amostras de Strongyloides de uma ampla gama de hospedeiros, utilizando o
segmento correspondente a pequena subunidade do gene do rRNA (SSU
rDNA), amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os
iniciadores  universais SSUA/SSU22R. As sequéncias obtidas para
Strongyloides foram muito semelhantes entre si, e 0 género foi dividido em dois
clados: (1) um contendo Strongyloides sp. isolado de serpente, S. stercoralis e
Strongyloides fuelleborni, e (2) o outro contendo S. ratti, Strongyloides suis, S.
venezuelensis, Strongyloides cebus, S. fuelleborni kelleyi e Strongyloides
papillosus. Além disso, os autores argumentaram que, apesar de habitarem os
mesmos hospedeiros e de estarem no mesmo clado, S. ratti e S. venezuelensis
sdo significativamente separados geneticamente, principalmente através de
mudancas apomorficas (quando uma caracteristica mais recente foi derivada

de uma caracteristica primitiva) na sequéncia SSU de S. venezuelensis.

Hino e colaboradores (2014), ao realizarem a andlise filogenética do gene do
rRNA 28S de S. venezuelensis, sugeriram que esta espécie esta distantemente
relacionada com S. ratti e mais estreitamente relacionada com S. papillosus,
um parasito de ruminantes, e com S. fuelleborni, parasito de primatas (Figura
3).

Recentemente, Hunt e colaboradores (2016), ao estudarem a base gendémica
do parasitismo em Strongyloides spp., verificaram que as familias dos genes
gue codificam a astacina (metalopeptidase com papel na migracao tecidual de
larvas infectantes) e SCP/TAPS (moléculas imunomoduladoras), se destacam
entre 0s genes associados ao parasitismo, um aspecto comum as diferentes

espécies do género.

A analise transcriptbmica de Hunt e colaboradores (2018), para quatro

espécies de Strongyloides permitiu sugerir que, algumas familias de genes
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codificadores de proteinas tém papéis importantes na evolucdo do parasitismo
a nivel de género, subclado e espécie. Pode-se citar, por exemplo, a regulacao
positiva dos genes que codificam as proteinas do citocromo P450 em fémeas
parasitas de S. venezuelensis, e sua auséncia nas outras espécies estudadas

(S. papillosus, S. stercoralis e S. ratti).

S. papillosus (AB923886 + AB923882)
100/79
S. fuelleborni (AB272235)

89/51

S. venezuelensis (AB923887+ AB923884)

79/58
8. callosciureus (AB272232)

100/96
— S. robustus (AB272234)

— S, cebus (AB272236)

S. stercolaris (AB923888 + AB923883)
'—&0198

S. procyonis (AB272234)
88/-

S. ralti (AB923889+ AB923881)

Parastrongyloides trichosuri (AB923885 + AB923880)

Figura 3. Relagéo filogenética molecular entre as espécies de Strongyloides inferido a
partir do gene 28S rRNA (copiado de HINO et al., 2014).

2.4. Ciclo bioldgico de Strongyloides venezuelensis em roedores

O ciclo de vida de S. venezuelensis naturalmente se inicia pela penetracéo
ativa de larvas filarioides infectantes (L3), na pele ou mucosa do hospedeiro.
As L3 contam com uma metaloprotease, enzima especifica de larva infectante,
que auxilia na penetracaio (MARUYAMA et al, 2006). As infeccOes
experimentais em roedores geralmente ocorrem por via percutanea ou pela
inoculacdo subcutanea de larvas L3. Logo apds penetrarem na pele, as larvas
migram através da musculatura ou caem na corrente sanguinea, até atingirem
os pulmdes. As larvas sdo detectadas nos pulmdes entre um a trés dias apés
inoculacdo subcutanea. Em seguida, deixam os pulmbes, e migram

gradualmente pelas vias aéreas superiores passando pela faringe, eséfago e
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estbmago até atingir o intestino delgado onde atingem a maturidade como
fémeas partenogenéticas parasitas, iniciando a postura de ovos (Figura 4)
(SATO e TOMA, 1990; TAKAMURE, 1995).

Cixclo dwoto

77
Qo :
&}

=
© 4= /
C-c?ndddo
9 %
- o

bg5}5(_""/L.nms rabdedides

Figura 4. Ciclo evolutivo de Strongyloides venezuelensis em roedor (Adaptado de
PORTO et al., 2002).

Fémeas imaturas podem ser encontradas no intestino a partir do segundo dia
apos a infeccdo (SATO e TOMA, 1990). As fémeas partenogenéticas parasitas
de S. venezuelensis secretam moléculas de adeséo existentes na boca, que
apresentam um importante papel na invasdo, adesdo e estabelecimento na
mucosa intestinal. Essas moléculas comecam a ser secretadas quando as
larvas saem dos pulmdes (MARUYAMA e NAWA, 1997; MARUYAMA et al.,
2006).

As larvas se transformam em fémeas parasitas, ap0s seu estabelecimento no
intestino, entre 0 5° e 6° dia apods infeccdo, completando seu desenvolvimento
e amadurecimento sexual, o que reflete no inicio da postura dos ovos. Entre o

6° e 8° dia pés-infeccdo (DPI) em camundongos, é possivel observar o pico de
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eliminacdo de ovos, mas na maioria das vezes, 0 pico ocorre no 7° DPI (SATO
e TOMA, 1990; NAKAI e AMARANTE, 2001; AMARANTE e OLIVEIRA-
SEQUEIRA, 2002). Em ratos, o pico de eliminacdo de ovos é encontrado entre
0 8°e 0 11° DPI (NAKAI e AMARANTE, 2001).

Maior quantidade de fémeas é encontrada nas porc¢des iniciais do intestino
delgado, correspondendo ao duodeno e jejuno (NAKAI e AMARANTE, 2001). A
eliminacdo das fémeas parasitas em camundongos, se completa entre 12 e 14
dias apds a infeccdo (SATO e TOMA, 1990; AMARANTE e OLIVEIRA-
SEQUEIRA, 2002). Em ratos, normalmente h4 auto cura ap6s 24 a 42 dias
apos a infec¢cdo, no entanto, em alguns casos, esta pode ocorrer mais
tardiamente entre 70 a 79 dias apds a infeccdo (TAMURA, 1993; NAKAI e
AMARANTE, 2001; BAEK et al., 2003). Essa eliminagdo espontanea em ratos
e camundongos ocorre devido a um mecanismo de resisténcia natural dos
hospedeiros a esse parasito. Ja os gerbilos, mantém infec¢Bes persistentes por
longos periodos (até 570 dias), devido a defeitos funcionais nas células
efetoras regulatérias (HORII et al., 1993; KHAN et al., 1993; BAEK et al., 2002).

Os ovos, produzidos partenogeneticamente, sado as formas evolutivas
eliminadas nas fezes de roedores infectados com S. venezuelensis (BAEK et
al.,, 2002; HINO et al.,, 2014). No meio ambiente, ddo origem a larvas
rabditoides de primeiro estadio (L1). Estas se alimentam de bactérias, e podem
seguir dois ciclos: direto ou indireto. No ciclo direto, em condigbes ambientais
favoraveis, as larvas L1 evoluem para larvas rabditoides de segundo estadio
(L2) e posteriormente, para larvas L3 infectantes. Finalmente, o ciclo se
completa quando larvas L3 infectantes entram em contato com um novo
hospedeiro (VINEY e LOK, 2015; COSTA-CRUZ, 2016). No ciclo indireto, as
larvas L1 presentes no ambiente sofrem quatro mudas, formando adultos de
vida livre. De forma geral, para Strongyloides spp. o acasalamento entre
machos e fémeas de vida livre pode dar origem preferencialmente a larvas L3
infectantes ou, a uma nova geracdo de vida livre, 0 que € menos comum
(YAMADA et al., 1991; VINEY e LOK 2007).
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Apesar de ter sido descrito o ciclo indireto de evolugdo de S. venezuelensis,
existem ainda duvidas, especialmente em relacdo ao desenvolvimento de

machos de vida livre.

Um dos aspectos particulares do ciclo biolégico de S. venezuelensis é a
raridade com que as larvas eclodidas dos ovos se diferenciam em fémeas e
machos de vida livre (HASEGAWA et al., 1988). No meio externo os ovos de S.
venezuelensis dao origem a larvas que, na sua maioria, evoluem para as
formas filarioides infectantes. A evolucao de larvas para machos e fémeas de
vida livre ndo é frequente. Hino e colaboradores (2014) examinaram 162
culturas de fezes de ratos Wistar infectados experimentalmente com S.
venezuelensis em placas de agar e observaram adultos de vida livre em
apenas 19 (11,7%). Segundo os autores, foram observadas somente fémeas
de vida livre, ndo tendo sido observados machos em nenhuma das culturas. Os
autores comentam essa peculiaridade do ciclo de vida livre do parasito,
ressaltando a diferenca com S. ratti em que machos e fémeas de vida livre sao
frequentemente observados, inclusive com fertilizacdo e eliminacdo de ovos
viaveis (SAKAMOTO e UGA, 2013). Os autores admitem que a raridade de
machos ou a auséncia deles no experimento relatado possa estar relacionada
ao fato de observacbes serem feitas com culturas de ovos originados de
fémeas partenogenéticas de cepa mantida por longo tempo em laboratério;
mas também admitem ser possivel que na natureza a diferenciacdo de machos
possa ocorrer, embora uma observacao feita com cultivo de ovos obtidos de
parasito recentemente isolado de roedores selvagens nao mostrou
desenvolvimento de machos (HASEGAWA et al., 1988).

2.5. Resposta imunologica a Strongyloides venezuelensis

A resposta imunologica desenvolvida contra S. venezuelensis, atua nos locais
de maior contato com os tecidos do hospedeiro: pulmdes e mucosa intestinal. A
primeira resposta ao parasito é detectada nos pulmbes onde antigenos das
larvas (quitina de revestimento) ativam receptores no epitélio alveolar
(pneumacitos do tipo Il) que libera IL-33 a qual ativa linfécitos da imunidade

inata do grupo 2 (ILC2). Estes ativados liberam IL-5 e IL-13 responsaveis por
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induzir hipersecrecdo de muco e eosinofilia local. As principais alteracdes
observadas nos pulmbes sdo uma inflamagé&o pulmonar com grave infiltracdo
de eosindfilos acompanhada de hiperplasia de células caliciformes do epitélio
brénquico (YASUDA et al., 2014).

Quando S. venezuelensis se estabelece no intestino delgado do hospedeiro, ha
uma resposta imunologica predominantemente regulada por citocinas Th-2,
incluindo IL-4, IL-5 e IL-13, responsaveis pela eosinofilia, mastocitose e
hiperplasia de células caliciformes que ocorre nas mucosas. A expulsdo das
fémeas parasitas € dependente da ativacdo dos mastdcitos via FCRy e FcRe
pelos anticorpos IgG1 e IgE, que estdo aumentados no sangue, sendo essa
ativacdo indispensavel para a resisténcia (SASAKI et al., 2005; SCHILTER et
al., 2010; EL-MALKY et al., 2013; MATSUMOTO et al., 2013; YASUDA et al.,
2014).

Ratos e camundongos, ap6s uma infeccdo primaria sdo mais resistentes a
reinfeccdo. Os efeitos desta resisténcia que se manifestam sobre as fémeas
parasitas na infec¢cdo secundaria concentram-se na reducdo acentuada do seu
namero, tamanho e fecundidade, além de danos aos 6rgdos reprodutivos e sua
rapida expulsdo (SATO e TOMA, 1990; AMARANTE e OLIVEIRA-SEQUEIRA,
2002; BAEK et al., 2003).

2.6. Aspectos gerais do desenvolvimento de parasitos do género
Strongyloides

Todas as espécies de Strongyloides compartilham os ciclos direto e indireto.
Contudo, sé@o encontradas diferencas especificas no numero de geragdes
produzidas pelos adultos de vida livre. Na maioria das espécies, observa-se
apenas uma geracao de vida livre, como em S. stercoralis e S. ratti (YAMADA
et al., 1991; VINEY, 1999; VINEY e LOK, 2015). No entanto, em Strongyloides
planiceps, parasito de felinos, foram encontradas nove geracdes de vida livre
(YAMADA et al., 1991).

Beach (1936) constatou trés geragbes de vida livre consecutivas para

Strongyloides simiae (parasito de macacos) e sugeriu que, em oOtimas
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condicBes de cultura, esta espécie poderia se propagar indefinidamente como

forma de vida livre.

Ja no estudo realizado por Augustine (1940), foram encontradas consecutivas
geracdes de vida livre em S. simiae, S. fuelleborni e em Strongyloides sp.
isolado do primata Cebus apela (14, 11 e cinco geragdes, respectivamente),
mas ndo foram encontradas em um isolado de um cdo. Em todas as trés
espécies foram encontrados machos de vida livre, mas em quantidade
insuficiente para manter em cultura. Neste caso, os machos provenientes de
fémeas parasitas foram utilizados para obter consecutivas geracdes de fémeas

de vida livre.

Em suas pesquisas com S. fuelleborni, Premvati (1958b) observou apenas uma
geracao de vida livre, mesmo em condi¢cfes de cultivo consideradas ideais. Em
contraste, Beg (1968) também estudando S. fuelleborni, identificou um grande
namero de adultos de vida livre de segunda geracdo de ambos 0s sexos,
porém ndo houve quantificacdo de machos e fémeas. Curiosamente, Hansen e
colaboradores (1969) observaram a ocorréncia de fémeas de vida livre, mas
ndao de machos, na progénie da geracao de vida livre de S. fuelleborni, sendo
que estas fémeas reproduziram apenas quando os machos de primeira

geracéo estavam presentes.

2.7. Determinacdo dos ciclos de vida nas espécies do género

Strongyloides

A proporcdo de machos e fémeas de vida livre e de larvas infectantes na
progénie da fémea partenogenética parasita das espécies do género
Strongyloides é altamente varidvel e imprevisivel (TRIANTAPHYLLOU e
MONCOL, 1977). Varios estudos tém demonstrado que fatores ambientais, a
natureza genética do parasito e o estado imunolégico do hospedeiro podem

influenciar no desenvolvimento para um dos dois ciclos.
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2.7.1. Fatores ambientais

A temperatura exerce um efeito significativo na proporcdo de formas de vida
livre e larvas infectantes em coproculturas. Nwaorgu (1983) observou que o
namero de machos de vida livre de S. papillosus recuperados das culturas
incubadas a 20°C e 30°C era constante. No entanto, as fémeas eram mais

numerosas em culturas mantidas a 30°C e larvas infectantes a 20°C.

Hansen e colaboradores (1969) relataram que fémeas de vida livre de S.
fuelleborni raramente se desenvolvem em temperaturas inferiores a 20°C.
Corroborando esse resultado, Viney (1996) relatou que larvas de S. ratti se
desenvolvem em fémeas de vida livre em ambientes com temperatura mais alta
(30°C), enquanto o ciclo direto foi favorecido em temperatura mais baixa
(13°C). Da mesma forma, Hino e colaboradores (2014) observaram fémeas de
vida livre em amostra de fezes de ratos infectados com S. venezuelensis
incubadas a 25°C e 30°C, n&o sendo observadas em amostras incubadas a
19°C. Contrariamente a estas observa¢des, Gugosyan e colaboradores (2018)
verificaram que larvas de Strongyloides westeri se desenvolveram, na maioria
das vezes, em adultos de vida livre em temperatura de 20°C, enquanto que
larvas filarioides predominantemente se desenvolveram em temperatura em
torno de 25-30°C.

Ao investigar como as larvas de S. ratti se adaptam e sobrevivem em
condicBes de temperatura inadequadas, Sakamoto e Uga (2013) concluiram
que apenas um minuto de estimulacdo em baixa temperatura (4 ou 10°C) foi
suficiente para estimular larvas para o desenvolvimento direto. Além disso, 0s
autores relataram que mesmo se as larvas comecarem seu desenvolvimento
depois de terem sido transferidas para uma condigdo adequada (25°C), estas
memorizam a estimulacdo sob baixas temperaturas a qual foram submetidas
anteriormente, o que direciona o desenvolvimento de modo que elas possam

infectar imediatamente o hospedeiro.

Por outro lado, o pH e a disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo
também podem influenciar na direcdo dos ciclos. Um pH inferior a 5,9 ou
superior a 7,2 favorece a diferenciacdo de larvas L3 infectantes, enquanto um

pH proximo a neutralidade favorece o desenvolvimento de formas de vida livre
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em Strongyloides ransomi (MONCOL e TRIANTAPHYLLOU, 1978). Quanto a
disponibilidade de nutrientes, acredita-se que 0s estagios sexuais sejam mais
exigentes do ponto de vista metabdlico (GALLIARD, 1967, apud HANSEN e
colaboradores, 1969). Uma alimentacdo rica em matéria organica leva ao
desenvolvimento indireto (SHIWAKU et al., 1988; PEGORARO, 1999).

Em contrapartida, as observacdes de Minematsu e colaboradores (1989)
mostraram que a presenca de acidos graxos em culturas de fezes de S. ratti
promove o0 desenvolvimento direto, enquanto Taylor e Weinstein (1990)
verificaram que concentragcdes mais elevadas de didéxido de carbono (CO,)
levam ao desenvolvimento indireto para a mesma espécie. Hansen e
colaboradores (1969) concluiram em estudos com S. fuelleborni, que o meio de
cultura aerdébio propicia o desenvolvimento do ciclo direto, enquanto que as

formas de vida livre sdo mais prevalentes em meios semiaerobios.

2.7.2. Fatores genéticos do parasito

A teoria que vigorou por maior tempo sobre heranca genética nas geracoes
parasitas e de vida livre de Strongyloides spp. se fundamentou nas
observacbes de Chang e Graham (1957, apud STREIT, 2008). Eles
propuseram que as fémeas parasitas e de vida livre de S. papillosus diferiam
em ploidia, de modo que as fémeas de vida livre eram fémeas diploides e as
parasitas, triploides. De acordo com esses autores, as fémeas parasitas
produziam trés tipos diferentes de ovos: triploides (3n) que se desenvolviam em
L3 infectantes, diploides (2n) que se desenvolviam em fémeas de vida livre e
haploides (n) que originavam machos de vida livre. A triploidia na progénie da
geracéo de vida livre era restaurada pela fertilizacdo de ovos diploides com um
esperma haploide. No entanto, observacdes citologicas de outros autores para
outras espeécies, concluiram que todas as fémeas (partenogenéticas parasitas
e de vida livre) ttm o mesmo numero de cromossomos (ZAFFAGNINI, 1973;
TRIANTAPHYLLOU e MONCOL, 1977; ALBERTSON et al., 1979; HAMMOND
e ROBINSON, 1994). Além disso, estudos genéticos demonstraram que a
progénie de vida livre de S. papillosus e S. ratti sdo diploides (VINEY et al.,
1993; VINEY, 1994; EBERHARDT et al., 2007). Da mesma forma, Harvey e
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Viney (2001) concluiram que todas as formas evolutivas de S. ratti, exceto os
machos de vida livre, sao diploides.

Apesar de ser um aspecto interessante, pouco se conhece sobre 0 mecanismo
pelo qual as fémeas partenogenéticas de Strongyloides spp. produzem adultos
de vida livre de ambos os sexos. Embora certas condicbes ambientais e fatores
do hospedeiro possam influenciar, pelo menos em parte, na determinacao da
sexualidade, algumas espécies de Strongyloides possuem um cromossomo
sexual (Fig. 5). As analises citoldgicas de S. ratti (BOLLA e ROBERTS, 1968) e
de S. stercoralis (HAMMOND e ROBINSON, 1994) indicaram que os machos
possuem cinco cromossomos (determinacdo sexual XX/XO, Fig. 5A) enquanto
as fémeas tém seis cromossomos (2 cromossomos sexuais X e 4 autossomos).
Posteriormente, Harvey e Viney (2001) também concluiram para S. ratti que a

determinacao sexual XX/XO é genética.

Nas andlises citologicas de Triantaphyllou e Moncol (1977), ndo foram
encontradas diferencas no niumero de cromossomos para machos e fémeas de
vida livre de S. papillosus e S. ransomi. Curiosamente, ambas as espécies tém
apenas dois pares de cromossomos (em oposicdo aos trés pares em S.
stercoralis e S. ratti) sendo um par consideravelmente maior do que o outro
(Fig. 5B). Esses autores suspeitaram que o cromossomo mais longo é o
resultado de um evento de fusdo cromossémica, no qual o cromossomo X
combina com um dos autossomos. Em contraste, Albertson e colaboradores
(1979) verificaram uma diferenca cromossdmica entre machos e fémeas de S.
papillosus, que se relaciona com um evento de diminuicdo de cromatina,
especifica do sexo masculino. De acordo com esses autores, uma porc¢ao
interna de um dos cromossomos maiores homologos é eliminada durante a
mitose em odcitos que se desenvolverdo em machos. Consequentemente, 0s
machos possuem um cromossomo grande, trés cromossomos de tamanho
médio e um cromossomo pequeno (Fig. 5C), com 0 cromossomo pequeno e
um dos cromossomos de tamanho médio sendo os restos do cromossomo

grande diminuido.

Nemetschke e colaboradores (2010) demonstraram geneticamente que S.

papillosus emprega diminuicdo da cromatina especifica para o sexo masculino,
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bem como fusdo do cromossomo X com um autossomo, confirmando as
observacbes citoldégicas de Triantaphyllou e Moncol (1977) e Albertson e
colaboradores (1979). Além disso, 0s autores demonstraram que a regiao que
sofre diminuicdo € homdloga ao cromossomo X de S. ratti. Dessa forma, a
diminuicdo da cromatina serve para restaurar funcionalmente um sistema de

determinacao do sexo XX/ XO.

Fémea Macho
Nigon e Roman (1952)
A S. ratti, S. stercoralis " II | " Hammond e Robinson (1994)
Harvey e Viney (2001)
B S. ransomi, S. papillosus II II Triantaphyllou e Moncol (1977)

II II Albertson et al. (1979)
C 8. papillosus

Figura 5. Representagdo esquemética das configuragbes cromossdmicas propostas
para diferentes espécies de Strongyloides. (A) XX/XO determinacdo sexual.
Autossomos (dois pares) estdo em preto, os cromossomos X estdo em cinza. (B)
Nenhuma diferenca cariotipica entre os sexos. (C) Diminuicdo da cromatina especifica
do sexo em machos. Em (B) e (C) as regibes que se propuseram derivar de um
cromossomo X estdo em cinza (copiado, com modifica¢des, de Streit, 2008).

2.7.3. Fatores do hospedeiro

O estado imunoldgico do hospedeiro pode influenciar a determinagéo sexual da
progénie da fémea parasita. Gemmill e colaboradores (1997) e Harvey e
colaboradores (2000), mediante a manipulacdo experimental do estado
imunoldgico do hospedeiro utilizando mutantes hipotimicos, ratos submetidos
ao tratamento com corticosteroides, irradiagdo gama e exposicao prévia a S.
ratti, verificaram que as larvas de hospedeiros que apresentam resposta
imunoldgica adquirida sdo mais propensas a se tornarem adultos de vida livre.
Os pesquisadores argumentam que a geracao sexual facultativa € mantida
como uma estratégia para combater as respostas imunoldgicas especificas do

genotipo.
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Moncol e Triantaphyllou (1978) atribuiram que a maior propor¢cdo de machos
de vida livre encontrados a partir da sétima semana de infec¢cdo em fezes de
suinos infectados com S. ransomi, foi devido ao efeito do aumento da
imunidade do hospedeiro e ao envelhecimento fisiologico das fémeas
parasitas. Os autores admitem que, a imunidade do hospedeiro e a idade das
fémeas parasitas sdo interdependentes, mas seus efeitos ndo podem ser

facilmente separados.

A importancia da imunidade na determinacéo do ciclo de vida livre também foi
confirmada por Pegoraro (1999), que verificou que o numero médio de fémeas
de vida livre de S. venezuelensis aumenta a medida que as infec¢Bes vao se
tornando mais antigas. Além do efeito da idade da infeccdo, a autora observou
gue infec¢cdes em ratos mais velhos (60 dias) e a maior intensidade de infeccao
(doses infecciosas com 3.500 L3) também favorecem o aparecimento de

fémeas de vida livre.

Finalmente, a infeccdo em um hospedeiro experimental atipico mostrou alterar
a proporgdo de formas sexuais. A infeccdo de ovelhas com S. papillosus
apresenta um desenvolvimento misto, mas com menor proporcéo de adultos de
vida livre, com machos extremamente raros. No entanto, com a transferéncia
experimental do parasito para coelhos, o desenvolvimento tornou-se quase
totalmente indireto e o niumero de machos foi igual ou maior do que o de
fémeas (BRUMPT, 1921, apud SANDGROUND, 1926; BASIR, 1950;
TRIANTAPHYLLOU e MONCOL, 1977).

2.8. Modo de reproducéao na geracao de vida livre dos parasitos do género

Strongyloides: partenogénese, pseudogamia ou reproducdo sexuada?

Embora atualmente seja aceito que a geracédo de vida livre € constituida por
machos e fémeas que se reproduzem sexuadamente, dois pesquisadores ja
sugeriram a ocorréncia da reprodugdo partenogenética: 1- Sandground (1926)
nao conseguiu isolar machos e observar esperma no trato reprodutivo das
fémeas em coproculturas de S. stercoralis que produziram progénie. Logo,

concluiu que a partenogénese ocorreu quando os machos estavam ausentes.
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No entanto, estas observacdes foram ocasionais; 2- Zaffagnini (1973)
encontrou poucos machos (proporcdo que variou de 0 a 20,5%) e né&o
observou esperma no trato reprodutivo de fémeas de S. papillosus. Sendo
assim, com base em suas observacdes citologicas, ele propds que a
reproducdo de S. papillosus se da por partenogénese. Contudo, até o
momento, ndo existem estudos de nenhuma espécie de Strongyloides
mostrando que as fémeas de vida livre sabidamente virgens produzam

progénies viaveis.

Outros modos de reproducdo sdo possiveis na geracdo de vida livre de
Strongyloides spp., 0s quais levam a alguns desentendimentos quanto ao papel
dos machos. Ja foi demonstrado por processos citologicos que, em diferentes
espécies de Strongyloides, pode ocorrer pseudogamia (partenogénese
dependente de esperma) em S. ratti (BOLLA e ROBERTS, 1968), em S.
papillosus (TRIANTAPHYLLOU e MONCOL, 1977) e em S. stercoralis
(HAMMOND e ROBINSON, 1994). Em contraste, alguns trabalhos que
investigaram a heranca de marcadores genéticos moleculares em S. ratti
(VINEY et al., 1993; VINEY, 1994), em S. papillosus (EBERHARDT et al.,
2007) e em S. stercoralis (JALETA et al. 2017) verificaram que os machos
podem contribuir com material genético para a proxima geracdo. A razao pelo
qual os estudos citoldégicos e genéticos geraram resultados contraditérios,

continua sem resposta.
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista que muitos aspectos biolégicos de S. venezuelensis ainda

permanecem obscuros, especialmente no que se refere ao ciclo indireto do

parasito, realizamos a presente investigacdo com o objetivo de:

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Verificar a existéncia de machos de vida livre de S. venezuelensis em
culturas de amostras de fezes de camundongos, gerbilos, ratos Wistar
e ratos hibridos selvagens infectados com o parasito, cultivadas em
vermiculita ou Koga agar, para verificar a influéncia da espécie do

hospedeiro na diferenciagédo desta forma evolutiva,

Verificar a influéncia da idade do hospedeiro, da dose do in6culo, da
exposicdo prévia as larvas e da reducdo da temperatura das
coproculturas antes da incubacéo a 28°C na evolucéo das formas de
vida livre do parasito, especialmente no aparecimento de machos de

vida livre;
Acompanhar culturas positivas para fémeas de vida livre por periodos
de tempo mais longos, inclusive repicando essas culturas com a

finalidade de verificar a manutencéo de formas de vida livre;

Clonar fémeas de vida livre no intuito de verificar se o ciclo de vida

livre € mantido por fémeas partenogenéticas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais utilizados nos experimentos

Foram utilizados camundongos suicos (M. musculus) com aproximadamente
40 dias de vida; ratos Wistar (R. norvegicus) com aproximadamente 30, 60 e
120 dias de vida, originados do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude. Os
gerbilos (M. unguiculatus) utilizados tinham aproximadamente 90 dias de vida e
foram provenientes de matrizes adquiridas comercialmente e mantidas no
Laboratério de Experimentacdo in vivo. Todos os animais foram mantidos em
gaiolas de plastico com tampas metélicas e alimentados com racdo comercial e
agua ad libitum. Animais machos foram utilizados devido a influéncia hormonal
na resisténcia ao parasito (RIVERO et al., 2002a e 2002b).

Ratos hibridos, com aproximadamente 30 dias de vida, provenientes do
cruzamento de ratos selvagens e Wistar (R. norvegicus) foram gentilmente
cedidos pelo professor Luiz Carlos Schenberg do Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncias Fisiologicas. Aqui, eles serdo considerados como “ratos hibridos

selvagens”.

4.2. Parasito

Strongyloides venezuelensis pertence a uma cepa mantida, desde 1987, no
Laboratério de Taxonomia e Biologia de Invertebrados do Departamento de
Parasitologia do ICB/UFMG, com passagens sucessivas em camundongos da
linhagem AKR/J (MARTINS et al., 2009). Esta cepa foi gentilmente cedida pelo
professor Alan Lane de Melo e tem sido mantida, desde 2010, no laboratorio de
Parasitologia do Departamento de Patologia da UFES, em gerbilos infectados
subcutaneamente com 2000 larvas filarioides (L3). Gerbilos séo utilizados para
manutencdo de S. venezuelensis pelo fato desse roedor ser muito susceptivel

ao nematoide, mantendo infecgdes por até 570 dias (BAEK et al. 2002).
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4.3. Infeccado com Strongyloides venezuelensis

Os animais foram infectados com larvas L3 de S. venezuelensis obtidas pelo
cultivo das fezes dos gerbilos, contendo os ovos do parasito, em vermiculita. O
namero de larvas infectantes estd indicado em cada experimento. Para

manutenc¢ao do parasito o laboratorio utiliza in6culos com 1000 a 2000 larvas.

4.3.1. Coleta das fezes

Os animais infectados foram colocados em gaiolas com fundo anticoprofagico e
forradas com papel umedecido por um periodo de 24 horas. Em seguida, as
fezes foram coletadas para contagem dos ovos e realizacdo das coproculturas.
N&o foram padronizados os dias para as coletas dos ovos nos quatro
hospedeiros. A coleta foi realizada sempre que possivel, respeitando o inicio,
meio e término da infeccdo, com preferéncia para os dias nos quais a
eliminagdo de ovos era maior. Como a duragcdo do ciclo de vida de S.
venezuelensis € menor em camundongos, nestes hospedeiros foi feita a coleta

de ovos do sexto ao 16° dia apos a infeccgéo.

A quantidade de ovos de S. venezuelensis eliminada pelas fémeas
partenogenéticas presentes no intestino, foi avaliada pela contagem nas fezes.
As amostras de fezes de roedores infectados com S. venezuelensis foram
coletadas, pesadas e preparadas para contagem do numero de ovos de acordo

com a técnica de Gordon e Whitlock (1939), modificada.

4.3.2. Cultivo das fezes

Foram utilizados dois meios de cultivo para os ovos: vermiculita e Koga agar.

Os cultivos foram realizados da seguinte forma:

(a) Cultivo em vermiculita (segundo Ribeiro e colaboradores, 2014): as fezes
dos animais infectados (2 a 3 g) foram homogeneizadas e misturadas a 5 ou 6
g de vermiculita (fezes/vermiculita na proporcao de 1:2), em frasco de plastico
de 250 mL. O frasco foi coberto com papel aluminio perfurado, para entrada de
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ar e incubado em estufa tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 28°C.
Verificou-se diariamente a homogeneidade e o grau de umidade das culturas,
para promover condi¢des adequadas para a eclosdo das larvas.

(b) Cultivo em placa de agar (Arakaki, 1988, modificado por Koga e
colaboradores, 1991): 1-2 g de fezes dos roedores infectados com S.
venezuelensis foram homogeneizadas e em seguida colocadas sobre placa de
agar (4gar 1,5%, extrato de carne 0,5%, peptona 1,0% e NaCl 0,5%). As
culturas foram mantidas a 28°C, temperatura esta, proxima daquela em que
houve maior diferenciacdo de vermes adultos no experimento relatado por Hino

e colaboradores (2014).

4.3.3. Exame das culturas

(a) Coproculturas em vermiculita: apés a incubacao das coproculturas, realizou-
se a técnica de Baermann modificada por Moraes (1948) para isolar e
concentrar as formas evolutivas que foram desenvolvidas. Para a realizacéo
desta técnica foi adicionada agua aquecida a 45°C em um funil de vidro com
mangueira de silicone vedada por pinga de Mohr, sobre um suporte de
madeira. A coprocultura foi colocada sobre uma gaze dobrada em quatro,
formando uma pequena trouxa. Esta foi suavemente pressionada sobre um
papel, achatando-se a base com o objetivo de aumentar a superficie de contato
com a agua. Em seguida, a trouxa era colocada sobre a superficie da agua
sem provocar sua imersdo. Dessa forma, eram formadas duas regides com
temperaturas distintas: a agua a 45°C e a coprocultura a temperatura ambiente.
Apos 60 minutos, a trouxa foi retirada da agua, levemente pressionada contra a
parede do funil, e descartada. O liquido presente no funil foi coletado em tubos
cbnicos e centrifugados a 1.500 rpm durante um minuto. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento recolhido analisado ao microscopio Optico com
objetiva de 4x para a quantificacdo das larvas e posterior inoculacdo nos

animais.

(b) Coproculturas em agar: o agar da placa de Koga foi picotado com uma

espatula, e em seguida colocado sobre a gaze dobrada, formando a trouxa
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como descrito para as culturas em vermiculita e também submetidas ao
método de Baermann-Moraes. A tampa e as bordas da placa foram lavadas
com agua destilada para recolher as formas de vida livre que porventura
tenham migrado para as paredes da placa. O liquido foi coletado em tubo

conico e centrifugado.

Foi feita andlise microscépica do sedimento de ambas as culturas em
microscopio Optico. Foram contados os numeros de adultos de vida livre

quando observados.

As coproculturas foram avaliadas a partir do 3° dia pés-cultivo (dpc) até o
5°dpc, se estendendo até o 7° ou 10° dia em alguns experimentos.

4.3.4. In6culos das larvas

Larvas L3 recolhidas do Baermann-Moraes eram contadas e ajustadas na
concentracdo adequada para inéculo que era feito em volume de 500 yL em
ratos e gerbilos. Para as inoculagbes em camundongos, as larvas foram
ajustadas em volume de no maximo 200 pL. A inoculacdo era sempre
subcuténea, na regido inguinal. As quantidades de larvas inoculadas estédo
indicadas em cada experimento.

4.4. Delineamento experimental

Para atingir os objetivos propostos os experimentos foram divididos em duas
séries: na Série Experimental A, foram realizados experimentos para verificar a
existéncia de machos de vida livre de S. venezuelensis e os fatores que podem
influenciar no seu desenvolvimento; na Série Experimental B, foram realizados
experimentos para elucidar aspectos biolégicos do ciclo de vida livre de S.
venezuelensis, com o intuito de verificar seu tempo de duracéo e, se fémeas
partenogenéticas podem ou ndo manter o ciclo de vida livre, além da

caracterizacdo morfométrica e molecular de S. venezuelensis.
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SERIE EXPERIMENTAL A

4.4.1. Verificacdo da existéncia de machos de vida livre de Strongyloides
venezuelensis em culturas de amostras de fezes de camundongos,
gerbilos, ratos Wistar e ratos hibridos selvagens infectados com o
parasito, cultivadas em vermiculita ou Koga agar para verificar a
influéncia da espécie do hospedeiro na diferenciacdo daquelas formas de

vida livre

Para atingir esse objetivo, camundongos e ratos (Wistar e hibridos selvagens)
foram inoculados (no minimo dois animais por espécie). Quando utilizados
mais de dois animais em cada grupo os inéculos foram feitos em cada animal
em dias diferentes, para que pudéssemos acompanhar detalhadamente as
culturas. Como na literatura existe uma grande variacdo no namero de larvas
L3 nos in6culos para ratos, camundongos e gerbilos, utilizamos doses
diferentes (ver adiante), nos preocupando com a instalagdo de uma infec¢ao na

gual ocorresse uma boa eliminacdo de ovos.

Os gerbilos avaliados neste experimento Sd0 0S mesmos animais que

utilizamos para manutencao da cepa em nosso laboratério.

As fezes dos animais foram cultivadas em vermiculita ou Koga agar, como
descrito anteriormente. As analises das culturas foram feitas a partir de trés
dias ap0s o cultivo, pela técnica de Baermann-Moraes. Foi feita uma cuidadosa
andlise morfolégica para identificar os machos de vida livre que eram

quantificados, quando observados.

4.4.2. Verificacdo da influéncia da idade do hospedeiro, da quantidade de
larvas no indculo, da infec¢cdo prévia do hospedeiro e da reducdo da
temperatura na fase inicial da coprocultura na evolucado das formas de

vida livre
(a) Verificacao da influéncia da idade do hospedeiro

Para verificar a influéncia da idade foram utilizados trés grupos de ratos Wistar:
() 25 a 30 dias de vida; (Il) 60 a 70 dias de vida; (lll) 120 dias de vida. Os
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animais de cada grupo foram infectados com 3.000 larvas L3 de S.
venezuelensis. Os exames das culturas foram feitos a partir de trés dias apos o

cultivo.
(b) Verificacédo da influéncia da quantidade de larvas no in6culo

Para verificar a influéncia do inoculo na diferenciacdo das formas de vida livre
foram utilizados ratos (Wistar e hibridos selvagens) e camundongos inoculados

com diferentes doses de L3.

Para camundongos, foram utilizadas doses com 200, 400, 600 e 800 L3. Para
ratos Wistar, foram utilizadas doses com 3.000, 5.000 e 15.000 L3. Para ratos

hibridos selvagens foram utilizadas doses com 500, 1.000, 1.500 L3.
(c) Verificacao da influéncia da infeccéo prévia do hospedeiro

Para verificar o efeito da exposicao prévia a larvas L3, trés ratos Wistar com 24
dias de vida foram inoculados com 5, 30 ou 60 L3. Para confirmar a infecgéo foi
feita a pesquisa quantitativa de ovos nas fezes nos dias 6, 9,15 e 23 apos a
infeccdo. No 27° e 28° DPI, os trés ratos foram tratados com doses de 0,11 mL
de suspensdo de Tiabendazol a 17,6% peso/volume, por gavagem para
eliminar qualquer parasito remanescente. A eliminagdo do parasito foi
confirmada pela parada da eliminagédo de ovos o que ocorreu em torno do 30°
DPI. Foi utilizado como controle um rato de mesma idade que nao foi

previamente exposto a larvas de S. venezuelensis.

A reinfeccdo foi realizada 35 dias apdés a primo-infeccdo quando todos os
animais ndo eliminavam ovos. Todos os animais foram inoculados com uma
dose desafio de 250 larvas L3, a mesma dose utlizada por Gemmill e
colaboradores (1997) em experimento semelhante com S. ratti. As fezes foram
coletadas e cultivadas a partir do 6° DPI até o 40° DPI com intervalos de no
maximo quatro dias. As coproculturas foram examinadas a partir do 3° dia apos

o inicio da cultura.

(d) Verificacdo da influéncia da reducdo da temperatura na fase inicial da

coprocultura
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Para verificar a influéncia da reducdo da temperatura na fase inicial da
coprocultura foram utilizadas amostras de camundongos, ratos Wistar e ratos
hibridos selvagens.

Para cada amostra, foram realizadas duas culturas em vermiculita. Uma das
culturas foi diretamente incubada em estufa a 28°C, e a outra foi colocada em
geladeira com temperatura média de 6°C por 15 minutos. Apds esse tempo, a
cultura foi retirada da geladeira e incubada em estufa a 28°C por 3 a 5 dias.
Este experimento foi realizado com base no trabalho de Sakamoto e Uga
(2013) que relataram que ovos colhidos de ratos infectados com S. ratti
mostravam variacdo na evolucdo do ciclo quando se variava a temperatura da

incubacgéo das coproculturas, mesmo em um curto periodo de tempo.

Em todos os experimentos indicados nos itens de (a) a (d) as culturas foram
cuidadosamente examinadas para identificacdo de machos de vida livre, que,
guando detectados, foram quantificados.

SERIE EXPERIMENTAL B

4.4.3. Andlise das culturas positivas para fémeas de vida livre durante
periodos mais longos de incubacdo, para verificar a manutencédo do ciclo

de vida livre

Quando as culturas eram positivas para fémeas de vida livre de S.
venezuelensis, elas eram novamente incubadas e posteriormente analisadas
para verificar a presenca de formas evolutivas indicando progresséo do ciclo.

Essa reincubacéo foi repetida até oito vezes.

A reincubagédo era feita recolhendo-se a trouxa do Baermann-Moraes e
recolocando-a sem desmonta-la no frasco que continha a cultura em
vermiculita, o qual era mantido nas mesmas condicbes de umidade e
temperatura. A leitura da reincubacao era feita 24 horas depois submetendo-se
a trouxinha a um novo exame por Baermann-Moraes. Terminado o exame a
trouxinha era novamente incubada e mantida nas mesmas condi¢cdes de

temperatura e umidade e novo exame era realizado 24 horas depois.
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4.4.4. Verificacdo da partenogénese das fémeas de vida livre de

Strongyloides venezuelensis

Para verificar a participacdo de fémeas partenogenéticas no ciclo de vida livre
de S. venezuelensis, foram utilizados ovos de fémeas de vida livre
provenientes de culturas de manutencdo, desenvolvidas a partir de amostras
de ratos hibridos selvagens. Entende-se por culturas de manutencao, aquelas
que, apos desenvolvimento de fémeas de vida livre de primeira geracdo e apoés
reincubacoes, deram origem a novas geracdes de adultos de vida livre. Estes
adultos de vida livre foram mantidos por repiques, sempre que necessario em

novo meio com vermiculita, nas mesmas condi¢cdes de umidade e temperatura.

As culturas dos ovos obtidos de fémeas de vida livre foram realizadas em meio
natural estéril obtido a partir de fezes de roedores sadios (ratos ou gerbilos),
misturadas com vermiculita (na proporgéo 1:1) e esterilizadas em autoclave por
20 minutos a 121°C. As culturas foram realizadas em recipientes de plastico de

50 mL, contendo aproximadamente 7 g do meio estéril.

O isolamento dos ovos das fémeas de vida livre foi feito em laminas por
micromanipulacdo manual utilizando pipeta automatica com ponteira de 200 L.
No ato da micromanipulacdo os ovos eliminados pelas fémeas eram
cuidadosamente separados das demais formas evolutivas presentes no
sedimento. Para facilitar a manipulag¢édo, os ovos eram colocados em uma gota
de agua em laminas com a finalidade de que os mesmos se espalhassem para
facilitar a aspiracdo de um Unico ovo que estivesse larvado. Uma vez aspirado
um unico ovo larvado, o aspirado era colocado em uma das bordas de uma
lamina limpa de modo que se pudesse verificar ao microscopio a presenca do
ovo aspirado. Em seguida, esta lamina era cuidadosamente inclinada e lavada
com agua destilada sobre o frasco de cultura contendo o meio previamente
umedecido. Logo apa@s, verificava-se em microscopio a borda da lamina que
continha o ovo, para garantir que este tivesse sido corretamente carreado para
o meio de cultivo. O frasco de cultivo era coberto com papel aluminio perfurado
e incubado em estufa tipo BOD a 28°C por trés dias. Apos o periodo de
incubacdo a cultura era examinada pela técnica de Baermann-Moraes para

identificacdo de formas evolutivas de vida livre do nematoide (Figura 6). Desse
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modo, garantimos que a cultura tinha uma unica larva e que, portanto, se
outras formas evolutivas aparecessem elas eram provenientes de uma Unica

fémea partenogenética originada desta larva.

Varias laminas...

Analise de culturas
de manutencdo

Identificacdodas
formas evolutivas

Analise por | Incubacdoa 28°C | ¢
Baermann-Moraes —— por 3 dias —
Meio estéril

Figura 6. Representagdo esquematica do método de isolamento de ovos obtidos de culturas
de manutencdo, por micromanipulacdo manual, para a verificacdo da partenogénese de
fémeas de vida livre de Strongyloides venezuelensis.

Os testes foram considerados negativos quando ndo foram encontradas
nenhuma forma evolutiva ou, apenas uma larva L3. Por outro lado, os testes
foram considerados positivos quando duas ou mais larvas L1/L2 ou L3, ou uma

fémea de vida livre com sua progénie foram encontradas.

4.4.5. Evolucao da geracdo de vida livre

Para elucidar aspectos da biologia de S. venezuelensis, foram realizados

experimentos para verificar a evolucao da geragao de vida livre.
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Eventualmente, para verificar o tempo necessario para 0 aparecimento de
formas de vida livre apés o cultivo das fezes dos hospedeiros, algumas culturas
obtidas de ratos hibridos selvagens foram examinadas com dois dias de cultivo.

Para verificar o tempo necessario para eclosédo de larvas rabditoides dos ovos
de fémeas de vida livre, algumas fémeas foram colocadas em uma pequena
gota de agua enquanto aguardava-se a postura dos ovos. Logo apoés a postura,
a lamina era inspecionada a cada 15-20 minutos aproximadamente, tendo-se o

cuidado de manter a umidade adequada.

Para verificar o tempo necessario para o desenvolvimento de larvas eclodidas
dos ovos de fémeas de vida livre, alguns ovos foram isolados em lamina por
micromanipulacdo manual, cultivados em meio estéril e incubados por 24
horas. Apds esse periodo realizou-se o exame da cultura pela técnica de

Baermann-Moraes.

4.4.6. Caracterizacdo morfométrica e molecular de Strongyloides

venezuelensis

Para confirmar que a espécie do parasito utilizada nos experimentos era S.
venezuelensis, foi realizada a caracterizacdo morfométrica e molecular da cepa

mantida em nosso laboratério.

4.4.6.1. Caracterizacdo morfométrica das formas evolutivas de Strongyloides

venezuelensis

Para esse experimento as coletas dos ovos e a incubagdo em vermiculita foram
feitas conforme descrita nos itens 4.3.1. e 4.3.2.(a). As medidas dos ovos foram
obtidas em diferentes estagios de desenvolvimento. Foram mensurados ovos

de fémeas parasitas obtidos diretamente das fezes do hospedeiro.

Para a coleta de larvas filarioides L3 foram feitas coproculturas de fezes de

ratos hibridos selvagens, incubadas por aproximadamente 72 horas.
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Para a coleta de machos, fémeas e ovos das fémeas de vida livre foram
utilizadas culturas de manutencdo do ciclo de vida livre do parasito
provenientes de fezes de ratos hibridos selvagens.

Para a coleta de fémeas partenogenéticas parasitas, um gerbilo foi sacrificado
com injecdo letal de Ketamina/Xilazina (120 mg/kg + 16 mg/kg) por via
intraperitoneal. Todo o intestino delgado foi retirado e cortado
longitudinalmente, colocado sobre uma gaze dentro de um béquer contendo
solucédo salina (0,9% NacCl), e incubado em banho-maria por 4h a 37°C para
migracdo de fémeas da mucosa intestinal para a solucao. Apos este periodo o
material depositado no fundo do béquer foi concentrado por centrifugacao, o

sobrenadante descartado e o sedimento fixado em formol 10%.

Todas as formas evolutivas de S. venezuelensis obtidas como descrito nos
paragrafos anteriores, foram fotografadas com camera Leica ICC50 HD Digital,
com 3.1 megapixels de resolucdo, acoplada ao microscopio Optico Leica
DM500, e mensuradas com o software TSView 6.1 (Tucsen Imaging
Technology Co. Limited). Todas as mensuracdes foram apresentadas como

média e desvio padréo e, com intervalo de confianga de 95% (IC 95%).

4.4.6.2. Caracterizagcdo molecular de Strongyloides venezuelensis

A execucédo da Touchdown PCR foi realizada conforme protocolo descrito por

Fernandéz-Soto e colaboradores (2016).

Extracdo de DNA: o DNA de amostras de fezes foi extraido utilizando QlAamp
Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®-Hilden, Alemanha) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

Previamente a extracdo, foram utilizados diferentes tratamentos para as
amostras de fezes: 1- um ou dois ciclos de congelamento e descongelamento
em nitrogénio liquido (N2g) (MACHADO, 2008); 2- duas lavagens em tampé&o
ASL (QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit - QIAGEN®) seguida por um ciclo de
congelamento e descongelamento em Ny (CHAVES, 2014); 3- uma lavagem

com etanol 70% com homogeneizagcdo vigorosa, seguida por duas lavagens
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em tampéao PBS (Tampao fosfato salino) (SITTA et al., 2014). Os produtos de

DNA obtidos para realizacdo da Touchdown PCR estdo descritos no Anexo.

O DNA de larvas filarioides (L3) foi extraido utilizando o kit HIPurA™ Muilti-
Sample DNA Purification (HiMedia, india), protocolo “cauda de roedor”
modificado, de acordo com as instru¢des do fabricante. A modificacdo consistiu
em utilizar aproximadamente 220 mg de sedimento obtido da técnica de

Baermann-Moraes para extragao de DNA da amostra.

A concentracdo de DNA das amostras foi estimada por espectrofotometria
utilizando NanoDrop™ 2000 UV-VIS Spectrophotometers (Thermo Fisher
Scientific®).

Primers: os iniciadores espécie-especificos utilizados e a sequéncia de DNA de
S. venezuelensis analisada foram os mesmos empregados por Fernandéz-Soto
e colaboradores (2016) (Quadros 2 e 3).

Quadro 2. Sequéncias oligonucleotidicas de primers obtidos no GenBank com nimero
de acesso AJ417026, utilizados para deteccdo do DNA de Strongyloides
venezuelensis nas amostras utilizadas, de acordo com protocolo empregado por
Fernandéz-Soto e colaboradores (2016).

. N . - Tamanho esperado Objetivo da
Primers Sequéncia oligonucleotidica s ~
do produto amplificacdo
SV-F-F3 | 5-ACACGCTTTTTATACCACATT-3’ Caracterizagdo
y , 215 pb molecular da
Sv-R-B3 5-GTGGAGCCGTTTATCAGG-3 espécie

Quadro 3. Sequéncia de bases do DNA ribossémico de Strongyloides venezuelensis
na qual estdo inseridas as sequéncias dos primers (azul e vermelho) utilizadas para a
Touchdown PCR (Numero de acesso no GenBank: AJ417026).

GTTTTAAACATGAAACCGCGGAAAGCTCATTATAACAGCTATAGACTACACGGTAAATATTTT
AGTNGGATAACCGATGTAATTCTTGAGCTAATACACGCTTTTTATACCACATTAGTGGTGCG
TGGATTTGATGAAACCATTTTTTCGGTTGACTCAAAATATCCTTGCTGATTTTGGTATTAAAA
CATACCGTATGTGTATCTGGTTTATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTGGCCTACCATGGTTG
TGACGGATAACGGAGAATTAGGGTTCGACTCCGGATAGGGAGCCTGATAAACGGCTCCAC
ATCCAAGGAANGCAGCAGG

Reacao: a reacgao foi conduzida em volume final de 25 pL contendo 2.5 uL de
buffer 10x, 1.5 uL de 25 mmol/L MgCl,, 2.5 yL de 2.5 mmol/L dNTPs, 0.5 pL de
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100 pmol/uyL de primer F3 e B3, 2 U de Platinum Taq DNA polimerase
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 10 ng de DNA extraido
(volumes ajustados de acordo com cada produto extraido).

Ciclos de amplificacéo:

94°C durante 1 min;

2X (94°C por 30 s, 57°C por 30s, 72°C por 30s);
2X (94°C por 30 s, 56°C por 30s, 72°C por 30s);
2X (94°C por 30 s, 55°C por 30s, 72°C por 30s);
2X (94°C por 30 s, 54°C por 30s, 72°C por 30s);
2X (94°C por 30 s, 53°C por 30s, 72°C por 30s);
15x (94°C por 30 s, 52°C por 30s, 72°C por 30s);
72°C for 10 min.

As reacdes de PCR foram realizadas no Termociclador Applied Biosystems
2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific®).

Os produtos da reacéo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% contendo brometo de etidio, em tampédo TBE (tampao Tris-Borato-EDTA).
Foram acrescidos aos géis um marcador de peso molecular de 100 pares de
base (DNA Ladder, Promega), um controle negativo (mix da PCR sem adicao
de DNA) e um controle positivo. O controle positivo consistiu de DNA extraido
de larvas filarioides (L3) que foi gentiimente cedido pela Prof.2 Maonica

Amarante, da Unesp de Botucatu, Sao Paulo.

A visualizacdo das bandas foi realizada em equipamento com luz ultravioleta
Mini Bis Pro Image Analysis Systems (DNR Bio Imaging Systems®). O produto
da PCR esperado, consistiu em um fragmento de 215 pb.

4.5. Analise dos resultados

Os dados foram armazenados no programa Microsoft Office Excel 2013, versao
para Windows XP e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa GraphPad Prism 6.0. Quando necessario a comparagdo de
frequéncias foi feita utilizando o teste Exato de Fisher. A comparagdao dos

dados morfométricos da presente investigagdo com o0s observados na
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literatura, foi feita utilizando o teste t de Student para uma amostra. Foram
considerados estatisticamente significantes os valores de p<0,05 (intervalo de

confianca de 95%).

4.6. Aspectos éticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFES (n° do protocolo 012/2016).
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5. RESULTADOS
SERIE EXPERIMENTAL A

5.1. Verificacdo da existéncia de machos de vida livre de Strongyloides
venezuelensis em culturas de amostras de fezes de camundongos,
gerbilos, ratos Wistar e ratos hibridos selvagens infectados com o
parasito, cultivadas em vermiculita ou Koga agar para verificar a
influéncia da espécie do hospedeiro na diferenciacdo daquelas formas de

vida livre

De modo geral, em culturas originadas dos quatro diferentes hospedeiros
utilizados foram encontradas apenas algumas fémeas de vida livre, ndo sendo
observados machos em nenhuma das culturas examinadas. Chama a atencéo
0 ndo aparecimento de adultos de vida livre em 20 culturas realizadas a partir
de fezes colhidas de camundongos. Os resultados dessas observacdes estédo
resumidos na Tabela 1, mostrando ndo haver diferenca estatisticamente
significante na frequéncia de desenvolvimento de fémeas de vida livres a partir

de ovos eliminados pelos quatro hospedeiros avaliados.

A comparacdo de culturas em vermiculita e Koga agar foi feita em
camundongos e ratos Wistar. Foram realizadas 83 culturas em vermiculita (20
de camundongos e 63 de ratos) e 39 em Koga agar (15 de camundongos e 24
de ratos). Das 35 culturas realizadas em fezes de camundongos infectados
nenhuma foi positiva para o aparecimento de adultos de vida livre. Das 87
culturas realizadas em fezes de ratos Wistar trés foram positivas para fémeas
de vida livre, sendo duas em culturas em vermiculita (2/63 ou 3,17%) e uma
(1/24 ou 4,17%) em cultura em placa de agar. Esses resultados mostram que
nao houve influéncia do meio de cultura na frequéncia de aparecimento de

adultos de vida livre (vermiculita ou agar, respectivamente 2/63 e 1/24; p>0,05).

Vale ressaltar que, em 30,8% (12/39) das placas de agar e em 24,1% (20/83)
das culturas em vermiculita ndo foi observada eclosao de larvas, apesar das

fezes conterem um numero suficiente de ovos embrionados.

Culturas em vermiculita foram realizadas em fezes de gerbilos e ratos hibridos

selvagens. Foram feitas 298 culturas (175 de fezes de gerbilos e 123 de fezes
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de ratos hibridos selvagens). Dessas 298 culturas, 12 foram positivas para
fémeas de vida livre: 9/175 (5,14%) nas de fezes de gerbilos e 3/123 (2,44%)
nas de fezes dos ratos hibridos selvagens. Esses dados confirmam que o
desenvolvimento de formas de vida livre € baixo, especialmente de machos,

gue nédo foram observados em nenhumas das culturas realizadas.

O uso das culturas em placas de agar foi descontinuado devido a menor
quantidade de larvas que foram encontradas (1/39 em agar e 14/361 em
vermiculita, respectivamente 2,6 e 3,9%). Dessa forma, padronizamos para 0s
demais experimentos o0 uso de culturas em vermiculita, devido ao melhor
rendimento observado.

Tabela 1. Culturas de fezes em vermiculita positivas para adultos de vida livre de Strongyloides

venezuelensis de amostras provenientes de camundongos, gerbilos, ratos Wistar e ratos
hibridos selvagens.

Hospedeiros* Culturas (+) Culturas (+)
(n°de culturas) para Fémeas para Machos
Camundongos (20) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Gerbilos (175) 9 (5,14%) 0 (0,0%)
Ratos Wistar (63) 2 (3,17%) 0 (0,0%)
Ratos hibridos selvagens (123) 3 (2,44%) 0 (0,0%)

*valor de p néo foi estatisticamente significativo para comparacgéo entre 0s grupos.

5.2. Influéncia da idade do hospedeiro, da dose do inéculo, da exposicao
prévia as larvas e da reducdo da temperatura das coproculturas antes da
incubacdo a 28°C na evolucdo das formas de vida livre do parasito,

especialmente no aparecimento de machos de vida livre
(a) Verificacao da influéncia da idade do hospedeiro

N&o foram observados machos de vida livre. Foram encontradas fémeas de
vida livre apenas nos animais com idade entre 60 e 70 dias, porém sem
diferenca significativa na frequéncia dessas fémeas. Os resultados estéo

resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Avaliacéo do efeito da idade do hospedeiro na frequéncia de adultos de vida livre em
culturas de fezes em vermiculita de amostras de ratos Wistar infectados com 3000 larvas L3 de
Strongyloides venezuelensis.

Idade em dias* Culturas (+) Culturas (+)
(n° de culturas) para Fémeas para Machos

25-30 (40) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
60-70 (25) 1 (4,0%) 0 (0,0%)
120 (17) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*valor de p n&o foi estatisticamente significativo entre os grupos.

(b) Verificacdo da influéncia da quantidade de larvas no in6culo

Neste experimento, ndo houve desenvolvimento de machos em nenhuma das
culturas analisadas, bem como n&o houve diferenca significativa no
aparecimento das fémeas de vida livre nas culturas de fezes dos ratos Wistar.
Resultados semelhantes foram observados para os ratos hibridos selvagens e
para os camundongos. Os resultados estao resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Avaliacdo do efeito da dose de inoculacdo na frequéncia de adultos de vida livre em
culturas de fezes em vermiculita de amostras de ratos Wistar, ratos hibridos selvagens e
camundongos infectados com Strongyloides venezuelensis.

Hospedeiro Doose do in6culo Culturf\s (+) Culturas (+)
(n° de culturas) para Fémeas para Machos
Ratos Wistar® 3.000 (82) 1 (1,22%) 0 (0,0%)
5.000 (32) 1 (3,13%) 0 (0,0%)
15.000 (31) 1 (3,23%) 0 (0,0%)
Ratos hibridos selvagensb 500 (41) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
1.000 (41) 1 (2,4%) 0 (0,0%)
1.500 (41) 2 (4,9%) 0 (0,0%)
Camundongos® 200 (22) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
400 (22) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
600 (22) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
800 (22) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

&P.¢yalor de p nao foi estatisticamente significativo, independente do grupo de animais estudado.
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(c) Verificagdo da influéncia da infecgé@o prévia do hospedeiro

Todos os animais inoculados com a dose sensibilizante adquiriram a infeccéo
demonstrada pela presenga de ovos nas fezes investigados em diferentes dias
apos a infecgdo (ndo mostrado). A analise das coproculturas revelou auséncia
de machos de vida livre. Quanto a presenca de fémeas de vida livre, das 88
culturas de fezes do animal controle examinadas, apenas uma foi positiva
(1/88; 1,14%). Nos animais previamente sensibilizados, foram observadas
quatro culturas positivas para fémeas de vida livre em 264 culturas examinadas
(4/264; 1,52%). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo controle e o total de sensibilizados. Também ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos de sensibilizados, independente da
dose (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de formas de vida livre em culturas de fezes em vermiculita de ratos
Wistar que eliminaram uma infeccdo com 5, 30 ou 60 larvas L3 de Strongyloides venezuelensis
(sensibilizados) e de ratos Wistar virgens, sendo que 0s dois grupos receberam uma dose
desafio de 250 larvas L3 do parasito.

Grupos (n° de culturas) CuIturAas () Culturas (+)
para FEmeas para Machos

Controle (88)% 1 (1,14%) 0 (0,0%)

5 larvas L3 (88)° 2 (2,27%) 0 (0,0%)

30 larvas L3 (88)° 1 (1,14%) 0 (0,0%)

60 larvas L3 (88)" 1 (1,14%) 0 (0,0%)

Total de sensibilizados (264)° 4 (1,52%) 0 (0,0%)

b,c,dN~

% ©Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e total de sensibilizados. do

houve diferenca estatistica significativa entre os grupos sensibilizados com diferentes doses.

(d) Verificacdo da influéncia da reducdo da temperatura na fase inicial da

coprocultura

O resfriamento prévio da cultura mostrou efeito significativo nas culturas de
fezes dos ratos hibridos selvagens, onde o procedimento aumentou
significativamente a diferenciacdo de fémeas de vida livre. Também n&o foram
observados machos nas culturas analisadas. Os resultados estdo resumidos na
Tabela 5.
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Tabela 5. Frequéncia de adultos de vida livre em culturas de fezes em vermiculita submetidas
ao resfriamento a 6°C por 15 minutos antes da incubacéo a 28°C, provenientes de ratos Wistar,
ratos hibridos selvagens e camundongos infectados com Strongyloides venezuelensis.

Hospedeiro Resfriamento prévio a 6°C
Sim N&o
Culturas (+) Culturas (+) Culturas (+) Culturas (+)
p/ Fémeas® p/ Machos? p/ Fémeas® p/ Machos®
Ratos Wistar 1/88 (1,14%) 0/88 (0,0%)  1/88(1,14%)  0/88 (0,0%)

Ratos hibridos s;elvagensb 12/123 (9,76%) 0/123 (0,0%) 3/123 (2,44%) 0/123 (0,0%)

Camundongos 1/88 (1,14%)  0/88(0,0%)  0/88(0,0%)  0/88 (0,0%)

“@N° de culturas positivas para o género indicado/N° total de culturas.
® Teste Exato de Fisher, p=0,029.

SERIE EXPERIMENTAL B

5.3. Analise das culturas positivas para fémeas de vida livre durante
periodos mais longos de incubacdao, para verificar a manutencao do ciclo

de vida livre

Para fazer uma andlise mais prolongada das culturas positivas para fémeas de
vida livre, as trouxas provenientes da técnica de Baermann-Moraes foram
reincubadas no frasco que continha a cultura e analisadas nos dias seguintes

com ou sem novas reincubagoes.

Uma amostra de fezes de camundongo infectado com S. venezuelensis foi
cultivada e examinada no 3° dia pos-cultivo. Apds analise pela técnica de
Baermann-Moraes, fémeas de vida livre foram detectadas e a trouxa contendo
a cultura foi reincubada e examinada nos dias posteriores, repetindo essa
operacdo até a 3?2 reincubacdo, quando apareceram machos de vida livre. A
manutencao da cultura foi repetida em dias sucessivos até a 82 reincubacao. A

deteccdo de machos de vida livre so foi feita até a 52 reincubacéao.

Este fato foi novamente observado em outro experimento com uma cultura de
fezes de rato hibrido selvagem. A cultura foi examinada no 3° dia pés-cultivo
sendo positiva para uma fémea de vida livre; a trouxa foi reincubada e
analisada nos dois dias seguintes quando foi observado um macho de vida

livre.
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5.4. Verificacdo da partenogénese das fémeas de vida livre de

Strongyloides venezuelensis

Para verificar a participacdo de fémeas partenogenéticas na manutencdo do
ciclo de vida livre de S. venezuelensis, foram realizadas 110 culturas em meio
estéril com um unico ovo proveniente de fémeas de vida livre das culturas de

manutencao.

Como pode ser observado, os testes foram positivos em 58,2% (64/110) das
culturas. Vale ressaltar que, em 4,5% (5/110) das culturas foram observadas

uma unica larva L3. Os resultados estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. Numero de culturas positivas para cada forma evolutiva de Strongyloides
venezuelensis observada a partir de um Unico ovo proveniente de fémeas de vida livre. Foram
considerados positivos os testes nos quais apareceram mais de duas larvas L1/L2 ou L3 ou
fémeas de vida livre no terceiro dia de cultivo.

NUmero de culturas positivas para cada forma evolutiva
observada dentre 110 culturas realizadas

=22L1/L2 22L3 21 fémea de vida livre

13 (11,8%) 10 (9,1%) 41 (37,3%)

5.5. Evolucao da geracéao de vida livre

Foi possivel encontrar fémeas de vida livre maduras em culturas das fezes do

hospedeiro incubadas por 48 horas.

Observou-se gue, ovos em fase de morula eliminados por fémeas de vida livre
eclodiram dentro de 5 a 6 horas. Fémea imatura foi observada apés 24 horas
de cultivo das culturas com ovos larvados. Fémeas de vida livre foram
encontradas com até 24 ovos no utero. Além disso, foi possivel verificar que
muitas fémeas colocavam ovos em estagios iniciais de segmentagcdo, o que

parecia ser uma estratégia para a rapida produgéo de um novo lote de ovos.
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5.6. Caracterizacdo morfométrica e molecular de Strongyloides

venezuelensis

5.6.1. Caracterizacdo morfométrica das formas evolutivas de Strongyloides

venezuelensis

Os dados morfométricos estdo apresentados separadamente para cada forma
evolutiva do parasito.

Fémeas partenogenéticas parasitas

Coloragédo esbranquicada, corpo delgado e cauda curta e conica (Figura 7).
Esé6fago filariforme, vulva localizada no terco posterior do corpo e sistema
reprodutor anfidelfo. Os principais dados morfométricos estdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7. Dados morfométricos de fémeas partenogenéticas parasitas de Strongyloides
venezuelensis recuperadas de gerbilo. Os valores apresentados em micrémetros representam
a média e o desvio padrdo, com IC 95% entre parénteses.

Variaveis Fémeas partenogenéticas parasitas
(n=10)

Comprimento 2844+239,7 (2672-3015)
Largura 38,9+4,2 (35,9-41,9)

Esodfago 609,0+25,5 (590,7-627,2)
Boca/Vulva® 1940+131,0 (1846-2033)

b
Cauda 51,3+4,0 (47,9-54,7)

2 Distancia extremidade anterior-vulva.
® Distancia anus-extremidade posterior.
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Figura 7. Fémea partenogenética parasita de Strongyloides venezuelensis. A- visdo geral; B-
ter¢o posterior do corpo indicando posicdo da vulva; C- detalhe da vulva e ovo; D- detalhe da
cauda.

Ovos

Estrutura eliptica, membrana fina, comprimento de aproximadamente 50 pm e
largura de 27 pm, ndo havendo diferencas significativas entre 0s o0vos

eliminados por fémeas partenogenéticas parasitas ou de vida livre.

Os ovos das fémeas partenogenéticas parasitas foram obtidos diretamente das
fezes do hospedeiro e se apresentaram embrionados ou larvados. Ja os ovos
das fémeas de vida livre puderam ser encontrados nas culturas em estagios
iniciais de segmentacgéao (blastdmero). Foi possivel observar ovos em diferentes
estagios de desenvolvimento em culturas e no interior do Utero das fémeas de
vida livre (Figura 8). Os dados morfométricos dos ovos de ambas as fémeas
estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Dados morfométricos dos ovos de Strongyloides venezuelensis obtidos de fémeas
partenogenéticas parasitas e de fémeas de vida livre, ambos provenientes de culturas de fezes
de ratos hibridos selvagens. Os valores apresentados em micrémetros representam a média e
o0 desvio padrdo, com IC 95% entre parénteses.

Variaveis Ovos de fémeas parasitas Ovos de fémeas de vida livre
(n=40) (n=40)

Comprimento 50,1+2,5 (49,3-50,9) 50,6+1,9 (49,9-51,2)

Largura 27,6+1,0 (27,3-27,9) 28,9+1,5 (28,4-29,4)

Figura 8. Ovos de fémeas de vida livre de Strongyloides venezuelensis em diferentes estagios
de desenvolvimento. A- ovo antes da primeira divisdo; B- ovo com dois blastdbmeros; C- ovo
com visivelmente quatro blastdmeros; D- ovo com multiplos blastdbmeros; E- ovo morulado; F-
ovo embrionado; G- ovo larvado; H- ecloséo da larva.

Larvas filarioides (L3)

Larvas (L3) alongadas, es6fago filariforme ocupando quase metade do
comprimento do corpo, cauda com extremidade entalhada (Figura 9). Os dados
morfométricos das larvas L3 estédo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Dados morfométricos de larvas filarioides (L3) de Strongyloides venezuelensis
recuperadas de coproculturas de ratos hibridos selvagens. Os valores apresentados em
micrémetros representam a média e o desvio padrdo, com IC 95% entre parénteses.

Variaveis Larvas filarioides (L3)
(n=20)
Comprimento 564,2+41,5 (544,8-583,7)
Largura 18,6+1,3 (17,9-19,1)
Eséfago 252,7+20,6 (243,0-262,3)
Cauda* 62,2+3,0 (60,7-63,6)

*Distancia anus-extremidade posterior.

Figura 9. Larva filarioide de Strongyloides venezuelensis. A- visdo geral; B- detalhe do
esoOfago; C- detalhe da cauda com entalhe caracteristico; D- detalhe ampliado da cauda (sem
escala).

Fémeas de vida livre

Corpo de aspecto fusiforme, extremidade anterior arredondada, com uma
expansdo na forma de coroa. Anel nervoso localizado na altura do istmo
esofagiano e esodfago rabditoide com as divisbes bem evidentes. Vulva com
labios proeminentes localizada aproximadamente na metade do corpo, sistema
reprodutor anfidelfo e cauda afilada (Figura 10). Os dados morfométricos estédo
apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Dados morfométricos de fémeas de vida livre de Strongyloides venezuelensis
recuperadas de coproculturas de ratos hibridos selvagens. Os valores apresentados em
micrémetros representam a média e o desvio padrédo, com IC 95% entre parénteses.

Variaveis Fémeas de vida livre
(n=24)
Comprimento  967,5+122,8 (915,6-1019)

Largura 50,1+7,6 (46,9-53,4)
Esobfago total 146,0+5,9 (143,5-148,5)
Boca/Vulva® 461,6+51,6 (439,8-483,4)

b
Cauda 140,6+23,6 (130,6-150,5)

@ Distancia extremidade anterior-vulva.

® Distancia anus-extremidade posterior.

Figura 10. Fémea de vida livre de Strongyloides venezuelensis. A- visdo geral; B- detalhe do
esbfago; C- detalhe da vulva e ovos; D- detalhe da cauda.

Machos de vida livre

Corpo fusiforme, extremidade anterior truncada e cauda ligeiramente recurvada
ventralmente terminando em processo caudal afilado. Es6fago rabditoide.
Presenca de um par de espiculos recurvados e morfologicamente idénticos;

gubernaculo, membrana ventral proeminente e sete pares de papilas caudais
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pedunculadas (Figura 11). Os dados morfométricos dos machos estdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Dados morfométricos de machos de vida livre de Strongyloides venezuelensis
recuperados de culturas de manutencgéo provenientes de ratos hibridos selvagens. Os valores
apresentados em micrémetros representam a meédia e o desvio padrdo, com IC 95% entre
parénteses.

Variaveis Machos de vida livre
(n=16)
Comprimento  590,8+79,4 (548,5-633,1)

Largura 25,043,3 (23,3-26,8)
Esobfago total 118,4+6,1 (115,2-121,7)
Cauda* 34,7+2,3 (33,5-35,9)

Espiculo 28,4+2,4 (27,2-29,7)

* Distancia anus-extremidade posterior.

100 pum

Figura 11. Macho de vida livre de Strongyloides venezuelensis. A- visdo geral; B- detalhe do
esOfago; C- vista lateral da extremidade posterior com detalhe dos espiculos e do processo
caudal afilado; D- vista ventral da extremidade posterior com detalhe da membrana ventral e
das papilas caudais pedunculadas.
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5.6.2. Caracterizagdo molecular de Strongyloides venezuelensis

A PCR convencional empregando o protocolo de Marra e colaboradores
(2010), os unicos pesquisadores a utilizarem iniciadores espécie-especificos
para identificacdo de S. venezuelensis por essa técnica, apresentou resultado
insatisfatorio (dados ndo mostrados). Dessa forma, utilizou-se a técnica de
Touchdown PCR de acordo com o protocolo de Fernandéz-Soto e
colaboradores (2016), para a identificacdo especifica do parasito. Neste ensaio,
as bandas de aproximadamente 215 pb (Figura 12) correspondem aos
fragmentos de DNA de S. venezuelensis, de acordo com esses autores,
confirmando que o parasito utilizado em nossos experimentos é da espécie S.

venezuelensis.

500 pb
400 pb
300 pb = -

200 pb - Y b d L L1

100 pb
PD - -

1 2.3.4.5 6.7 89101112

Figura 12. Fotografia do gel de agarose a 2% dos produtos amplificados pela Touchdown PCR
com o uso dos primers F3 e B3 (Fernandéz-Soto et al., 2016) de DNA extraido de varias
amostras contendo Strongyloides venezuelensis. Colunas 1 e 12: marcador de tamanho
molecular 100 pb ladder (Life Technologies); coluna 2: controle negativo (sem DNA); coluna 3:
controle positivo; colunas 4, 7 e 8: banda de amplificacdo de 215 pb a partir de amostras de
DNA de S. venezuelensis de fezes submetidas ao tratamento em Nyg; coluna 5: banda de
amplificacdo de 215 pb a partir de amostras de DNA de S. venezuelensis de fezes submetidas
ao tratamento em etanol e PBS; coluna 6: banda de amplificacdo de 215 pb a partir de
amostras de DNA de S. venezuelensis de fezes submetidas ao tratamento em tampao ASL e
Noq); coluna 9: banda de amplificagdo de 215 pb a partir de amostras de DNA de S.
venezuelensis de fezes adicionadas de larvas L1 submetidas ao tratamento em Nyg); colunas
10 e 11: banda de amplificagdo de 215 pb a partir de amostras de DNA de S. venezuelensis de
sedimento do Baermann-Moraes contendo larvas L3.
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6. DISCUSSAO

Os resultados da Série Experimental A, que visaram verificar o
desenvolvimento de formas adultas de vida livre de S. venezuelensis, com
variagdes no hospedeiro, no meio de cultivo das fezes, na temperatura de
incubacdo e na exposicao prévia ao parasito, mostraram, de modo geral, que
nas culturas examinadas com trés dias de incubacado, a presenca de formas

adultas era infrequente, com auséncia de machos.

Esses resultados ndo sofreram influéncia significativa do meio de cultura (placa
de &gar ou vermiculita). O aparecimento de formas adultas de vida livre foi mais
frequente nas culturas em vermiculita, confirmando que esse meio é adequado
e eficiente para o cultivo de ovos de Strongyloides spp. (RIBEIRO et al., 2014).
Embora Hino e colaboradores (2014) tenham obtido bons resultados com
cultivos de ovos de S. venezuelensis em placas de agar, nos experimentos
aqui mostrados o resultado ndo foi satisfatério (uma cultura positiva em 39
realizadas). No entanto, no trabalho de Hino e colaboradores (2014) 52 placas
de 162 cultivadas ndo apresentaram desenvolvimento dos ovos, confirmando
que é frequente o ndo desenvolvimento dos ovos nas placas de agar. Também,
Sandground (1926) admitiu que, por mais eficiente que sejam os métodos de
cultura em placas de &gar, eles podem ser defeituosos para a demonstracao da
geracdo de vida livre quando esta é representada em pequenos numeros
(como no caso de S. venezuelensis), uma vez que os adultos de vida livre
raramente migram da massa fecal. Essa observacédo é vélida especialmente

em estudos em que s6 ha inspecao visual das placas.

Esse estudo foi o primeiro a utilizar quatro diferentes hospedeiros para verificar
a influéncia desse fator sobre o desenvolvimento de adultos de vida livre de S.
venezuelensis. Os resultados mostraram que nos quatro hospedeiros utilizados
nao houve diferenca significativa no desenvolvimento de formas de vida livre,
inclusive sem o aparecimento de machos. Esse resultado mostra que
hospedeiros diferentes do hospedeiro habitual néo influenciaram o
desenvolvimento de formas de vida livre, embora ndo tenham sido feitas
comparagdes com o hospedeiro natural do parasito — R. norvegicus selvagem.

E possivel que ovos provenientes de infeccdo de ratos selvagens originem
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formas de vida livre mais frequentemente, inclusive machos. De fato, ha uma
observacdo publicada em um resumo, que relatou o aparecimento de machos
de vida livre a partir de incubacao de ovos obtidos de ratos selvagens (LITTLE,
1961, apud LITTLE, 1966). Pesquisas utilizando ratos selvagens infectados sao
necessarias para verificar se o aparecimento de machos é realmente mais

frequente quando os ovos se originam do hospedeiro natural.

A idade dos ratos e as doses infectantes adotadas n&o influenciaram na
frequéncia de encontro de fémeas de vida livre. Na literatura, hd uma
observacéo relatando que a idade foi fator importante no desenvolvimento de
formas de vida livre do parasito (PEGORARO, 1999). A autora mostrou que o
namero de fémeas de vida livre de S. venezuelensis foi maior em culturas de
ratos mais velhos (60 dias de vida). Além disso, observou que o numero de
fémeas aumenta com o tempo de duracdo da infecgcdo e com maior niumero de
larvas infectantes inoculadas. Em nossos experimentos foram utilizados ratos
Wistar com idades de aproximadamente 30, 70 e 120 dias e doses entre 3.000
a 15.000 L3 em ratos. Em nosso estudo, a idade do hospedeiro no momento da
infeccdo e a carga infectante ndo tiveram efeito sobre o desenvolvimento do
ciclo de vida livre do parasito. E necessario estudo posterior para investigar se

o tempo de duracao da infec¢éo pode influenciar esse ciclo.

Quanto ao impacto da exposicdo prévia a baixas doses (5, 30 e 60 L3) de
larvas infectantes de S. venezuelensis em ratos Wistar submetidos a uma nova
infeccdo com 250 L3, os resultados ndo mostraram diferencas significativas
dessa exposicdo prévia no desenvolvimento das formas de vida livre, em
comparagcdo com ratos nao reinfectados. Esse experimento foi realizado
porque Gemmill e colaboradores (1997) e Harvey e colaboradores (2000)
verificaram que a proporcao de formas de vida livre de S. ratti produzidas apos
a infeccdo desafio, aumentou em todos 0s grupos de animais previamente
expostos. Os resultados aqui descritos demonstram que para S. venezuelensis
parece nao haver influéncia do estado imunitario do hospedeiro na evolucao

das formas de vida livre do nematoide.

De acordo com a literatura, culturas de ovos de S. ratti incubadas a baixas

temperaturas (15°C) ocasionam desenvolvimento direto das larvas, enquanto
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incubacdo em temperatura mais alta (25°C) induz o desenvolvimento indireto
(VINEY 1996; MINATO et al., 2008; SAKAMOTO e UGA, 2013). No inicio dos
experimentos, em nossas culturas de gerbilos e ratos Wistar incubadas sempre
a 28°C, muito raramente se verificavam formas de vida livre de S.
venezuelensis. Dessa forma, em uma tentativa de investigar se o resfriamento
prévio poderia influenciar no desenvolvimento de adultos de vida livre, as
culturas eram submetidas a um resfriamento a 6°C durante 15 minutos, antes
da incubacdo a 28°C. Os resultados demonstraram que nao houve diferenca
significativa no desenvolvimento de adultos de vida livre em culturas de
amostras de ratos Wistar e camundongos submetidas ao resfriamento prévio.
No entanto, para os ratos hibridos selvagens o resfriamento prévio das culturas
aumentou significativamente a diferenciacdo de fémeas de vida livre. Nossos
resultados demonstram que a temperatura influencia no desenvolvimento das
formas de vida livre de S. venezuelensis, embora o fenbmeno pareca ser
dependente do hospedeiro. Investigagbes futuras, com cultivos das fezes
originadas de ratos Wistar e ratos hibridos, em temperaturas diferentes, podem

esclarecer melhor a influéncia deste fator no ciclo de vida livre do parasito.

Os resultados da Série Experimental B, na qual as culturas foram analisadas
por maior tempo, mostraram observacdes inéditas sobre a biologia de S.
venezuelensis, especialmente sobre o seu ciclo de vida livre. Ficou bem
demonstrada a persisténcia do desenvolvimento da geragéo de vida livre em
culturas reincubadas apds o terceiro dia de incubacéo e analisadas a partir de
24 horas ap0s a reincubacdo. Nessas analises ja se observavam fémeas com
ovos e progressivamente larvas em diferentes estadios. Como nas analises
das culturas primarias ndo apareciam machos, essa observacdo de uma
progénie com fémeas de vida livre e larvas em diferentes estadios, sugeriu a
existéncia de fémeas partenogenéticas de vida livre mantendo o ciclo indireto.
A confirmacéo dessa suspeita foi feita com a clonagem de ovos que incubados
isoladamente em meio estéril, originaram fémeas que, mantidas na cultura,
produziram geracgdes de formas de vida livre. Como foi cultivado apenas um
ovo, conclui-se que toda a progénie observada nas culturas foi proveniente da

fémea evoluida daquele ovo.
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Outra observacao importante nesses experimentos foi que a reincubacéo das
culturas positivas para fémeas apos trés dias, mostrou o aparecimento de
machos, embora o fendmeno nao tenha sido tao frequente. Esse dado mostra
gue a ndo observacdo de machos relatada na literatura pode ter sido devido ao
fato de que nesses trabalhos as culturas eram observadas apenas trés dias
apos a incubacdo. De fato, nos experimentos aqui relatados, em todas as
culturas examinadas com trés dias de incubacdo, ndo foram encontrados
machos de vida livre. Esses s6 foram vistos quando culturas positivas para
fémeas eram reincubadas. Pode-se admitir que, machos aparecem mais
tardiamente porque sdo originados de fémeas partenogenéticas de primeira
geracao.

Ndo ha descricdo na literatura de experimentos de reincubacdo de culturas
positivas para fémeas de vida livre de S. venezuelensis. Hino e colaboradores
(2014) cultivando ovos de S. venezuelensis em agar observaram a presenca de
fémeas nas culturas, inclusive com ovos; no entanto, segundo esses autores
esses ovos eliminados no meio de cultivo ndo eclodiam. J& Dulovic e
colaboradores (2016) cultivaram ovos de S. ratti em placas de agar enriquecido
(NGM - Meio para crescimento de nematoides, utilizado para cultivo de
Caenorhabditis elegans), e admitiram que, embora as formas adultas de vida
livre tenham sobrevivido, a reproducdo desses adultos em placas de agar é
consideravelmente menor em comparagdo com a cultura em fezes do
hospedeiro. Desse modo o0s autores concluiram que os meios de cultivo
influenciam a evolugéo das formas de vida livre de S. ratti, havendo exigéncias
de meios nutritivamente mais ricos. No caso de S. venezuelensis os resultados
agui observados demonstram que as formas de vida livre podem manter o ciclo
indireto por longo tempo, no meio de vermiculita enriqguecido com fezes,

inclusive a partir de fémeas partenogenéticas.

De acordo com essas observacoes, verificou-se que o ciclo de vida livre de S.
venezuelensis muito se assemelha ao de Parastrongyloides trichosuri, um
taxon préximo ao género Strongyloides (DORRIS et al., 2002). Este nematoide
é parasito de gambas australianos e pode passar por indefinidas geracfes de
vida livre, desde que seja mantido em condicbes adequadas de -cultivo.
Parastrongyloides trichosuri compartilha um ciclo de vida livre e um ciclo
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parasitario, com a presenca de machos em ambos os ciclos (GRANT et al.,
2006). Como verificado nesse estudo, a manutencéo do ciclo de vida livre de S.
venezuelensis por inUmeras geracdes em laboratério, permite sugerir que, é
possivel que este parasito, durante a transicdo evolutiva, possa ter adotado
caracteristicas semelhantes ao observado no ciclo de vida livre de P. trichosuri.

Esses resultados mostrando manutencéo do ciclo indireto de S. venezuelensis
apos reincubacdo de culturas positivas para fémeas de vida livre ndo tem
similares na literatura. No entanto, a manutenc¢do do ciclo indireto ja foi relatada
para outras espécies do género Strongyloides. Trés geracdes do ciclo indireto
em S. simiae foram relatadas por Beach (1936) em uma Unica placa de cultura,
apos quatro dias de cultivo. Augustine (1940) relatou gerac¢des consecutivas de
S. simiae, S. fuelleborni e de um Strongyloides sp isolado de primata, porém
sempre transferindo adultos de vida livre para um meio fresco. Neste caso, ndo
pode ser excluida a possibilidade de que os vermes transplantados
permaneceram vivos e foram transferidos para sistemas de cultura para a
proxima geracdo. J& Yamada e colaboradores (1991) cultivaram ovos de
fémeas de vida livre de S. planiceps em papel de filtro, com fezes de céo
frescas e livres de parasitos, e observaram nove geracdes de vida livre do

parasito.

Ja foi demonstrado que, a partenogénese em nematoides pode ser favorecida
quando a probabilidade de encontrar um macho € suficientemente baixa
(TOMLINSON, 1966, apud DENVER et al., 2011). E possivel que esse fato
tenha ocorrido no ciclo de vida livre de S. venezuelensis. Por outro lado, o ciclo
de vida livre é 0 Unico momento para as trocas genéticas das espécies do
género Strongyloides. No entanto, parece que isso ndo ocorre em uma primeira
geracdo de S. venezuelensis. Sugerimos que na primeira geragao de vida livre
a reproducdo se deu por partenogénese, que provavelmente persistiu durante
as novas geragdes. No entanto, ndo se pode excluir a possibilidade de ter
ocorrido reproducdo sexuada ou pseudogamia nas geracdes posteriores (apos
o aparecimento de machos). Quanto a pseudogamia, processo em que O
espermatozoide apenas estimula o Ovulo, a presenca de machos que
geneticamente ndo contribuem para as proximas geracdes dificulta a

compreensao em termos evolutivos. O que se sabe é que o filo Nematoda é
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conhecido por conter uma diversidade de espécies com significativa
plasticidade reprodutiva (DENVER et al., 2011). No género Strongyloides
podem ser encontrados diferentes modos de reprodugcdo, e conforme
argumentado por Sandground (1926), a partenogénese realmente pode ocorrer
na geracao de vida livre, no entanto € incomum e restrita a algumas espécies.
Nossos resultados demonstraram que, em infeccbes de ratos com S.
venezuelensis, a auséncia de machos de primeira geracao sugere a ocorréncia
da partenogénese. S8o necessarios estudos mais aprofundados para verificar

a evolucao reprodutiva de S. venezuelensis.

Fémeas de vida livre maduras de S. venezuelensis surgiram com 48 horas de
incubacédo de cultura das fezes do hospedeiro o que concorda com o estudo de
Premvati (1958b) utilizando S. fuelleborni. Vale ressaltar que o tempo
necessario para o aparecimento das formas de vida livre é determinado pela
temperatura de incubacdo da cultura (PREMVATI, 1963). No entanto, é
possivel que o meio de cultivo e a espécie do nematoide também possam

influenciar nessa caracteristica.

Uma caracteristica importante observada nos experimentos de reincubacao foi
a rapidez com que as formas de vida livre apareciam. Ovos em fase de mérula
eliminados por fémeas eclodiram dentro de 5 a 6 horas. As larvas originadas
também evoluiram rapidamente: com 24 horas de cultivo de ovos larvados foi
observada uma fémea imatura. A rapidez da ecloséo dos ovos foi descrita por
Basir (1950) em estudo com S. papillosus, onde ovos originados de fémeas de
vida livre eclodiram entre 6 e 10 horas ap0s a eliminacdo. No entanto, Hansen
e colaboradores (1969) admitiram que fémeas de segunda geracdo de S.
fuelleborni estavam presentes em culturas com dois dias de incubacdo, como

demonstrado em nosso estudo.

Sabe-se que, de forma geral entre os nematoides, o nimero de machos é
geralmente menor que o de fémeas, como também é o0 caso no género
Strongyloides (Premvati, 1958a). Os resultados deste estudo corroboram essa
observacédo para geracoes de vida livre posteriores, ressaltando que n&o foram

observados machos de vida livre de primeira geracdo. No entanto, ndo se pode
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excluir a possibilidade de existéncia, mesmo que rara, de machos de primeira

geracado de S. venezuelensis.

Corroborando a hip6tese de Augustine (1940), ao estudar consecutivas
geracdes de vida livre de diferentes espécies de Strongyloides, é possivel que,
0 desenvolvimento indireto de S. venezuelensis possa continuar
indefinidamente em um ambiente altamente favoravel como as condicbes
laboratoriais, que podem ser controladas. No entanto, provavelmente tais

condi¢bes ndo acontecem na natureza, ou ocorrem muito raramente.

Quanto a caracterizacdo morfométrica, é possivel que as variacdes observadas
nas formas evolutivas aqui estudadas (dados nao mostrados), em relacao as
medidas publicadas na literatura (LITTLE, 1966; WERTHEIM, 1970; BAEK et
al., 1998; TAIRA et al.,, 1994) estejam relacionadas com a linhagem do
hospedeiro e do parasito, dose infectante e estdgio de infeccdo em que as
fémeas parasitas foram recuperadas, meio de cultivo dos ovos e tempo de
incubacédo das culturas. De fato, ja foi demonstrado que o meio de cultura tem
efeito significativo sobre o desenvolvimento morfolégico de larvas L3 de S.
venezuelensis (ISLAM et al., 1999). Sdo necessarias analises morfométricas
comparando formas evolutivas do parasito a partir de diferentes hospedeiros
com utilizacdo de diferentes meios de cultivo e tempos de incubacdo das

culturas.

De acordo com a literatura, pode-se verificar que a identificacdo molecular
especifica de S. venezuelensis é pouco explorada. A maioria dos trabalhos que
empregaram a técnica de PCR convencional para caracterizagdo molecular do
parasito utilizaram iniciadores género-especificos (PAULA et al., 2013;
CHAVES et al., 2014). O unico relato de PCR convencional que empregou
iniciadores espécie-especificos para S. venezuelensis nao apresentou
resultados satisfatérios quando testados por nosso grupo. Em contrapartida, a
técnica de Touchdown PCR, segundo o protocolo de Fernandéz-Soto e
colaboradores (2016), que emprega iniciadores espécie-especificos,

demonstrou ser adequada para a identificacdo do nematoide.

Por fim, devemos considerar que, teoricamente, existe a possibilidade de

contaminacdo das culturas por outros nematoides de vida livre. Um

74



DISCUSSAO

contaminante que merece atengdo sdo os nematoides do género Rhabditis,
que ocasionalmente podem viver como saproéfitas ou parasitos de vertebrados
(VICENTE et al., 1997). Sandground (1925) ao receber amostras de fezes
humanas em que se encontravam vérias formas de vida livre semelhantes a S.
stercoralis, observou semelhanca morfoldgica destas formas com Rhabditis
hominis (Kobayashi, 1920). O autor realizou extensos estudos para verificar
qual a provavel fonte destas formas de vida livre e sugeriu que provavelmente
estas seriam veiculadas por moscas. Além disso, Sandground (1925) verificou
que estas larvas ndo causavam doencas ao homem, embora hoje seja
conhecido um caso de parasitismo por Rhabditis sp em crianca (CAMPOS et
al., 2002).

De qualquer modo, nossos resultados ndo apontam para uma possivel
contaminacdo. Isso pode ser justificado pelas seguintes observacfes: 1-
mesmo que seja possivel uma contaminacdo das fezes por moscas ainda na
gaiola anticoprofagica, essa suspeita ndo pode ser suportada uma vez que foi
verificado que o fator que mais influenciou no desenvolvimento de fémeas de
vida livre de S. venezuelensis foi o tipo de hospedeiro utilizado (melhor com os
ratos hibridos selvagens sob resfriamento prévio) e todos os animais utilizados
nos experimentos sempre foram alojados no mesmo ambiente; 2- considerando
gue Rhabditis possui machos e fémeas necessarios para a propagacéao do ciclo
de vida livre, ndo ha razdo para acreditar em contaminacdo de nossas
amostras, uma vez que nao foram encontrados machos de vida livre de
primeira geracdo em nossas culturas. Estes apareceram apenas em geracoes
posteriores; 3- foi demonstrado que larvas rabditoides de R. hominis sempre se
desenvolvem para adultos de vida livre e ndo sao produzidas larvas filariformes
(SANDGROUND, 1925). No entanto, em nossas culturas de manutencdo do
ciclo de vida livre, na qual se observava um grande nimero de adultos com sua
progénie, também era possivel encontrar larvas filarioides, ainda que em
pequeno numero; 4- por fim, de acordo com a literatura, ao compararmos
morfometricamente os machos de vida livre de Rhabditis spp. e de
Strongyloides spp., pode-se verificar que machos de vida livre de espécies do
género Rhabditis sdo significativamente maiores do que os das espécies do
género Strongyloides (1.012 e 1.235 um de comprimento para R. costai e R.
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freitasi, respectivamente e 590 e 870 pm para S. venezuelensis,
respectivamente neste estudo e no de Little (1966) (MARTINS, 1985). Todas
estas observagdes contrariam a possibilidade de contaminacdo das amostras
de nossos experimentos por Rhabditis spp.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo e os descritos na literatura,
pode-se propor que o ciclo biolégico de S. venezuelensis, em condi¢cbes de
laboratorio, seja de acordo com a Figura 13. Resumidamente, a fémea
partenogenética parasita produz ovos que podem evoluir em um dos ciclos:
direto ou indireto. No ciclo direto, as larvas rabditoides de primeiro estadio (L1)
que eclodiram dos ovos originam larvas rabditoides de segundo estadio (L2) e
posteriormente larvas filarioides de terceiro estadio (L3) que infectam um
hospedeiro, gerando uma nova fémea partenogenética parasita. Em condicdes
de laboratério, de forma menos comum, os ovos de fémeas parasitas podem
dar origem a larvas rabditoides L1 que evoluem para larvas rabditoides L2, L3 e
L4 (quarto estadio) até originarem fémeas de vida livre partenogenéticas que
iniciam a postura de ovos. Estes ovos, na grande maioria das vezes, evoluem
para a geracdo de novos adultos de vida livre. Por motivos ainda
desconhecidos, ndao sdo encontrados machos de vida livre de primeira geracao.

Estes aparecem apenas em geracdes posteriores.

Fémea parasita

Yrtenogenética
Hospedeiro

Qu & Jwu

partenogenética

*Machos aparecem Larva
na 22 gerac3o rabditoide L1 \
H
Larva L3
infectante
’ Ambiente

CICLO INDIRETO

CICLO DIRETO

Figura 13. Proposta para o ciclo de vida de Strongyloides venezuelensis (em condicdes
laboratoriais).
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7. CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

Machos de vida livre de primeira geragcdo de S. venezuelensis foram
ausentes em culturas de amostras de fezes de camundongos suicos,
gerbilos, ratos Wistar e ratos hibridos selvagens infectados com o parasito,
cultivadas em vermicuita e em &agar, com variacbes na idade dos
hospedeiros, na existéncia ou ndo de infeccédo prévia, na dose do indculo e

na temperatura de cultivo.

A frequéncia de fémeas de vida livre nos cultivos das amostras de fezes
dos diferentes hospedeiros foi baixa nas diferentes condi¢des de cultivo,
exceto quando fezes de ratos hibridos selvagens foram submetidas a
reducdo da temperatura (6°C) antes da incubacdo a 28°C, quando a

frequéncia daquelas fémeas aumentou significativamente.

As fémeas de vida livre de primeira geracdo foram capazes de manter o
ciclo heterogbnico do nematoide, inclusive com aparecimento de machos

em geracgdes posteriores.

O ciclo de vida livre de S. venezuelensis foi mantido no laboratério, em
repigues sucessivos, aparentemente por fémeas de vida livre

partenogenéticas.
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ANEXO

Amostras de DNA de S. venezuelensis utilizadas para Touchdown PCR

Concentracdo DNA*

Amostra Fonte/Tratamento
(ng/uL)
3 Larvas L3 (Botucatu-SP) 26,8
(Controle +)
4 Fezes - Ny 1X 42
5 Fezes - Etanol 1x + PBS 2x 11,4
Fezes - Tampao ASL 2x
6 +Nag 1 24,2
7 Fezes - N2(|) 2X 42,3
Sedimento centrifugo-
8 sedimentacao + Nygy 2x 23,9
9 Fezes + L1 + N2(|) 2X 7,3
10 Larvas L3 21,2
11 Larvas L3 16,5

*Dosagem realizada em aparelho NanoDrop™ 2000 UV-VIS Spectrophotometers
(Thermo Fisher Scientific®).
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