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RESUMO

O presente estudo busca ampliar as observacdes sobre os materiais
nucléicos de Strongy/us spp., comparando-os aos de organismos
flogeneticamente proximos, contribuindo assim para a eliminagdo de possiveis
davidas no diagnéstico molecular das espécies em questdo. Além disto, criar
suporte que possibilite o diagndstico de seus ovos e larvas nas fezes na
pastagem.

Através da PCR do segmento ITS-2, obtivemos produtos com 372, 372 e
357 pares de bases (pb), respectivamente para as amostras oriundas de
Strongylus edentatus, S. equinus e S. vulgaris, conforme demonstrados
anteriormente em estrongilideos estudados na Austrélia.

Nossos dados ampliaram as informacdes ao demonstrarem a presenca de

bandas com peso molecular de 428 pb em produtos de larvas de Cyathostominae



e de adultos de Triodontophorus sp., e a auséncia de amplificacdo em
Schistosoma mansoni e Ascaridia numidae, incluidos como controles negativos.
Obtivemos amplificacdo do DNA gendmico de Caenorhabditis elegans (controle
positivo), com peso molecular de 524 pb o que demonstra a confiabilidade dos
resultados. Também foram incluidos DNAs dos ciatostomineos: Cyathostomum
sp., Cyliclocyclus sp., Cylicostephanus sp., Coronocephalus sp., Gyalocephalus
sp., dos quais ndo obtivemos amplificacdes possivelmente devido as baixas
concentracdes de DNA gendmico obtidas nas extracoes.

Conforme previamente descrito, as minimas variacbes dos pesos
moleculares dos produtos amplificados a partir de Strongylus spp ndo permitiu a
determinacdo espécie - especifica direta. O que implicou, em adicdo, no emprego
da andlise do polimorfismo dos produtos de amplificagdo com "primers" aleatorios
(RAPD), que forneceu padrdes eletromorficos confiaveis para diferenciacdo das
espécies estudadas. Ainda, a partir destes padrbes de amplificacdo obtivemos
uma matriz de similaridade e um fenograma que contribuiram na formulacéo de

inferéncias filogenéticas acerca dos organismos estudados.



SUMMARY

The current investigation extended the scope of the observations
associated with the second internal transcribed spacer (ITS-2) from Strongylus
spp., establishing comparisons with the amplified products from phylogenetically
related organisms. It also presented data suggesting methodology for the proper
detection of eggs and larvae in the fields, eliminating thus uncertainties in the
molecular diagnostic of these parasites.

We obtained ITS-2 PCR products with 372 base pairs (bp), 372 bp and 357
bp for Strongy/us edentatus, S. equinus and S. vulgaris, respectively from
Seropédica, Rio de Janeiro and Londrina, Parana, in close agreement with what
was observed for this genus in Australian parasites.

We also expanded the previous information on this subject by
demonstrating ITS-2 amplified bands (428 bp) for Cyathostominae larvae, and

adult worms of Triodontophorus sp. On the other hand, the presence of a band



with 524 bp, as the result of the amplification of genomic DNA from Caenorhabditis
elegans (positive control), reinforced the reliability of the results.

The outgroups, Schistosoma mansoni and Ascaridia numidae, did not
display any amplified products. Besides, no amplifications were observed either
for the following Cyathostominae: Cyathostomum sp., Cyliclocylus sp.,
Cylicostephanus sp., Coronocephalus sp. and Gyalocephalus sp., possibly due to
the low amount of genomic DNA used in the experiments.

As already previously described, the molecular weight size range observed
for the Strongylus spp. parasites did not allow direct species-specific
determination, an issue to be approached with the use of restriction enzymes
(RFLP-PCR).

The utilization of random primers resulted in reliable and diagnostic
(species-specific) amplification patterns that were used for the construction of
similarity matrix and phenogram. These data permitted us to make further
inferences about the phylogenetical relatedness of the organisms used in this

study.



INTRODUCAO

Nematodides pertencentes a familia Strongylidae sdo parasitos de cavalos e
outros equideos. Cerca de 56 espécies desta familia sdo citadas para estes
hospedeiros. Os géneros Strongy/us Mueller,1780 (com as espécies S. vulgaris,
S. edentatus, S. equinus e S. asini), Oesophagodontus Giles, 1892,
Triodontophorus Looss, 1902 e Craterostomum Boulenger, 1920 estéo
compreendidos na sub-familia Strongylinae. A sub-familia Cyathostominae reune
44 espécies nos 10 seguintes géneros: Caballonema Abuladze, 1937
Cylindropharynx Leiper, 1911; Cylicocyclus lhle, 1922; Cylicodontophorus Ihle,
1922; Petrovinema Ershov, 1943; Comnocyclus Hartwich, 1936; Cylicostephanus
Ihle, 1922; Poteriostomum Quiel, 1919; Parapoteriostomum Hartwich, 1986 e
Cyathostomum Molin, 1861 (LICHTENFELS, 1975; HARTWICH, 1986).

Devido ao grande numero de caracteres na regido cefélica, as espécies da

sub-familia Cyathostominae sdo de dificil identificacdo (LICHTENFELS, op. cri.;



OGBOURNE, 1976). A nomenclatura e a taxonomia do grupo ainda dependem de
esclarecimentos (BUCKNELL et al., 1996), com grande quantidade de sinGnimos
(OGBOURNE, op. cri.).

Segundo a literatura mundial, nas infeccdes por estrongilideos, o0s
ciatostomineos representam cerca de 95% de prevaléncia, enquanto o0s
estrongilineos cerca de 5% (HERD,1990).

Dentre os nematodides citados, S. vulgaris é a espécie que apresenta maior
patogenicidade (SOULSBY,1982), também a mais freqliente do seu género
(LICHTENFELS, op. cit; SOUTO MAIOR, 1998), embora raramente ocorra em
grande numero em um Unico animal (NICHOL & MASTERSON, 1987). Tal
patogenicidade é atribuida a migracdo das formas larvares, que resulta em danos
a tecidos de diversos orgdos. Os danos sdo mais evidenciados no sistema arterial
mesentérico, onde ocorre a instalacdo das larvas de 4° estagio e adultos jovens,
causando aneurismas e consequentemente bloqueio da circulagcdo, resultando em
colicas, hemorragias, enfraquecimento e em alguns casos na morte do hospedeiro
(MCGRAW & SLOCOMBE, 1976).

Habitualmente o diagnostico das infeccBes por estrongilideos é feito
através do exame de fezes dos equinos. Para tanto, sdo empregadas técnicas de
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (GORDON & WHITLOCK, 1939;
RODRIGUES et al. ,1995) e cultivo de larvas (ROBERT'S & O'SULLIVAN,1950),
ndo sendo possivel a diferenciacdo das espécies de estrongilideos pela analise

morfométrica dos ovos. Esta diferenciagdo € alcancada através da observacéo



das larvas de 3° estédgio encontradas nas culturas de fezes de 7 a 14 dias apos a
coleta que sd@o diagnosticadas por aspectos biométricos, pelo nimero e arranjo
das células intestinais (BEVILAQUA et al., 1993).

O desenvolvimento de metodologias sensiveis para o diagnostico das
infeccBes vermindticas € um importante recurso para a adequacdo do manejo e
controle destas. Também, para a rapida deteccdo de formas imaturas (ovos e/ou
larvas) dos parasitos na pastagem ou nas fezes dos hospedeiros, possibilita a
agilizacdo das medidas preventivas.

Devido a dificuldade de se estabelecer testes bioquimicos e imunoldgicos
confiaveis para o diagnostico género-especifico ou espécie-especifico das
estrongiliases (NICHOL & MASTERSON, 1987; SOULE, 1990), novas
metodologias envolvendo o estudo do DNA ribossomal, abundante nos
organismos, tém sido propostas (CAMPBELL et al., 1995).

Além disto, os acidos nucléicos (rRNA e rDNA) destes parasitos
possivelmente fornecam padrbes estaveis para caracterizar as espécies, por
apresentarem pouca ou nenhuma variacdo intra-especifica. Este atributo €
observado principalmente no segundo espaco interno transcrito (ITS2) do rDNA,
como observado nos tricostrongilideos (GASSER et al., 1994; HOSTE et al.,
1995).

O presente estudo busca avaliar a viabilidade da diferenciacdo através da
comparagdo entre os produtos da amplificacdo do DNA gendmico das espécies

de Strongylus aos de outros organismos filogeneticamente préximos, eliminando



possiveis davidas no diagndstico molecular das espécies em questdo. Através da
aplicacdo de "primers" aleatorios na reacdo em cadeia da polimerase (RAPD),
investigar a possibilidade do uso dos padrdes eletroforéticos das ampli-
ficacbes aleatdrias do DNA genbmico das espécies como marcadores da
diferenciacdo inter-especifica. E assim, colaborar com estudos posteriores
visando o aprofundamento das questdes taxondmicas e fllogenéticas, e
principalmente o desenvolvimento de metodologia rapida, segura e acessivel que
possibilite o diagndstico dos ovos e larvas de estrongilideos nas fezes e/ou nas

pastagens.



REVISAO DE LITERATURA

Limitacdes do diagnostico parasitolégico e perspectivas de

diagnostico através dos é&cidos nucléicos:

O diagndstico parasitologico através do exame das fezes, seja por método
direto ou por concentragdo, em inimeros casos requer do examinador grande
experiéncia na identificacdo dos helmintos pela morfologia dos ovos (DEPLAZES
et al., 1991; JOHNSON et a/., 1996). Ainda assim, a diferenciagdo de inimeras
espécies de nematdides, cestodeos e trematddeos, através da morfologia dos
ovos, torna-se bastante dificil ou até mesmo impossivel. Além disto, o diagndstico
coproparasitologico acurado é de forma usual dependente da presenca de
infeccdo patente. Porém, mesmo durante este periodo, a eliminacdo de ovos ou

proglétides pode ser irregular, tornando dificil o diagnostico (FRASER & CRAIG,

1997).



Outrossim, em infeccBes assintomaticas como geralmente ocorre nas
cestodiases, o diagnostico precoce € de grande importancia por serem seus
estagios larvarios nos tecidos de grande significado em saude puablica. Por
exemplo, a infeccdo humana por Taenia solium, através da contaminacdo por
ovos via fecal-oral resulta em neurocisticercose, cujo principal sintoma é a
epilepsia (REY, 1991).

As metodologias baseadas nos acidos nucléicos sdo apresentadas como
alternativas para solucionar as dificuldades citadas anteriormente, pois
independem da imunocompeténcia ou histéria clinica prévia e podem distinguir
organismos similares e/ou que possam compartilhar epitopos antigénicos. Estes
organismos ndo precisam ser viaveis ou cultivaveis.

Estudos envolvendo o uso da Reacdo de Polimerase em Cadeia
(Polymerase Chain Reation - PCR) a partir de amostras de diversos tecidos e
secrecdes de organismos hospedeiros, tém demonstrado potencialidades
diferenciais e, consequentemente, viabilidade diagnéstica de varias infeccbes
parasitarias de interesse médico e veterinario, principalmente por protozoarios
(BURG et al., 1989; PARMLEY et al., 1992; GUAY et al,1993).

As infeccBes por helmintos gastrointestinais também podem ser detectadas
pelo uso de técnicas moleculares, particularmente através da identificacdo do
DNA a partir de ovos encontrados nas fezes. O desenvolvimento de técnicas
utilizando a PCR, tende a proporcionar ensaios totalmente espécie - especificos,

além do alto grau de sensibilidade demonstrado através da deteccdo de



baixissimas concentracbes do material nas fezes, o que ratifica a sua
superioridade sobre as técnicas imunolédgicas (FLISSER et al, 1988; BRETAGNE
et al., 1993; WU et al. 1997), embora alguns estudos mencionem dificuldades na
recuperacdo e amplificacdo dos &cidos nucléicos de parasitos devido a
substancias impedientes encontradas nas fezes (CHAPMAN et al.1995; MATHIS
et al., 1996).

Além dos fatores inibitérios encontrados nos diversos materiais bioldgicos
analisados, existem aqueles proprios dos organismos pesquisados. CARY (1996)
salienta que o0 sucesso nos experimentos moleculares depende diretamente da
gualidade e quantidade de DNA extraido. Cita como exemplo que, a riqgueza em
lipidios encontrada em ovos recém eliminados e em embribes de organismos
marinhos, ocasiona grande reducdo na recuperacdo do material nucléico, além do
efeito inibidor causado por seus residuos sobre acdo da polimerase utilizada nos
experimentos de amplificacdo e das endonucleases utilizadas em digestoes.
GASSER et al. (1993) citam que a maioria das extracbes de DNA necessita ser
seguida de purificacdo, pois além do efeito inibitério, algumas substancias como
os polissacarideos, podem causar amplificagdo de produtos néo especificos.

A utilizacdo de colunas de trocas ibnicas tem apresentado efeitos
satisfatérios na extracdo e/ou tratamento das amostras em diversos ensaios

(GASSER, op. cit; CARY, op. cit; WU et al., op, cit, JACOBS et al., 1997;

NEWTON et al.; 1998).



Estudos  moleculares  diferenciais e  aplicabilidade das

metodologias no diagndstico dos parasitos:

Vérias publicagdes revelam resultados promissores em estudos
moleculares evolutivos e taxondmicos de diversos géneros e espécies de
parasitos. O acumulo de informacgfes acerca dos diferentes segmentos dos &cidos
nucléicos desses organismos, certamente permitirA novas metodologias
diagndsticas utilizando marcadores moleculares que os diferenciem.

Buscamos fundamentar nossos estudos em uma revisdo sobre a utilizacdo
dos &cidos nucléicos (rDNA e rRNA), principalmente daqueles segmentos
referentes aos espacos internos transcritos (ITS1 e ITSz2) do rDNA de protozoérios
em geral e de helmintos gastrointestinais.

CorrelacGes filogenéticas estreitas entre Neospora caninum e Toxoplasma
gondii sdo observadas através da comparacdo das sequéncias amplificadas do
rDNA destes organismos (HOLMDAHL et al.,, 1994; ELLIS et al.,, 1994).
HOLMDAHL & MATTSON (1996) evidenciaram a presenca de produto de
amplificacdo com 279 pb do 1° espago transcrito (ITS1) do rDNA de N. caninum,
mantida em camundongos, que o diferencia de T. gondii, cultivado em células
Vero, de Sarcocystis cruzi, de S. fusiformis, de S. gigantea e de S. tenella,
isoladas de animais naturalmente infectados.

Em estudos moleculares comparativos entre N. caninum, cultivada em

células renais de coelhos, e cepas de T. gondii mantidas em camundongos,



HOMAN et al. (1997) corroboraram que a regido ITS: constitui um bom marcador
para a distincdo destes dois géneros correlatos, mas ndo para diferenciar cepas
de T. gondii por eles estudadas que guardam estreita semelhanca em suas
sequéncias. Outros autores confirmaram a aplicabilidade diagnostica da técnica
de PCR em estudos epidemioldgicos das neosporoses (PAYNE & ELLIS, 1996;
HO et al, 1997).

ELLIS (1998) revisou estudos relacionados ao diagnostico da
toxoplasmose e da neosporose, baseados na deteccdo do DNA destes
organismos. Salientou que a partir das informac6es acumuladas acerca de
sequiéncias de DNAs de T. gondii, protocolos para o diagnostico de N. caninum
tém sido propostos. Ainda que, a padronizacdo e o desenvolvimento de um Kit
comercial de PCR para o diagnéstico poderia resolver as inadequacdes
encontradas em PCRs realizadas em diversos laboratorios de diagnosticos.

Estudo realizado por DAWSON et al (1996) buscou reconhecer o
reservatorio silvestre da Ehrlichiose humana, causada pela Ehrlichia chaffeensis,
investigando veados de cauda branca (Odocoileus virginianus). Dez amostras
sangiineas de animais soropositivos foram analisadas através da PCR, seguida
de mapeamento com enzimas de restricdo e sequenciamento do segmento 16 S
do rDNA. A comparacdo das sequéncias obtidas as demais ja& demonstradas,
apontaram para um organismo correlato a Ehrlichia, ainda ndo descrito, o que

endossa a importancia das metodologias moleculares nos estudos

epidemiologicos.
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WATT et al. (1997) correlacionaram a intensidade das bandas obtidas em
produtos de PCR do rDNA em gel de agarose, ao numero de esporoblastos de
Theileria parva contidos em glandulas salivares do carrapato Rhipicephalus
appendiculatus, associando os dados a parasitemia nos bovinos envolvidos no
estudo. Em adicdo desenvolveramm metodologia com "primers" especificos
capazes de distinguir Theileria parva, protozodario patogénico, de T. taurotragi,
espécie ndo patogénica também transmitida aos bovinos por R. appendiculatus.

KATAKURA et al. (1997) ressaltaram as limitacbes das técnicas
convencionais de deteccdo e identificacdo de hemoprotozoarios, demonstraram a
especificidade e sensibilidade da técnica de PCR e propuseram 0 seu uso com
vistas a facilitar os estudos da epidemiologia das tripanosomiases africanas em
bovinos na Zambia.

HOWE et al. (1997) a partir da analise de perfis eletroforéticos de produtos
amplificados do rDNA de Acanthamoeba spp., isoladas de humanos,
demonstraram a correlacdo entre os padrdes de bandas apresentados e a
capacidade patogénica das espécies estudadas.

Relatos iniciais demonstraram a possibilidade de diferenciacdo entre ovos
de Taenia solium e Taeniarhynchus saginatus, morfologicamente idénticos,
através do emprego da hibridizacdo do DNA (RISHI & MCMANUS, 1987;
FLISSER et al., 1988). A padronizacdo da PCR, em estudos recentes, aperfeicoou

o diagnéstico destas espécies (GOTTSTEIN et al., 1991).
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Através do emprego de "primers" especificos BRETAGNE et al. (1993)
padronizaram o diagnostico de ovos de Echinococcus multilocularis em fezes de
raposas. Ressaltaram os autores que, além da sensibilidade, a técnica apresenta
100% de especificidade, ndo havendo reacdes cruzadas entre esta espécie e E.
granulosus.

GASSER & CHILTON (1995) a partir da amplificacdo de (ITS2) do rDNA de
varios isolados geograficos (larvas ou adultos) de sete espécies de cestdédeos
teniideos (Echinococcus granulosus, E. multilocularis, Taenia hidatigena, T. ovis,
T. psiformis, T. multiceps e T. senalis), e digestdo dos produtos de PCR com
enzimas de restricdo (RFLP - PCR) estabeleceram padrdes de diferenciacao
entre as espécies de Taenia. Porém, devido ao numero limitado de isolados
examinados, ndo afirmaram com seguranga a inexisténcia de variagdes intra-
especificas. Ressaltaram a capacidade de diferenciacdo entre as espécies de
Echinococcus, e entre estas e as demais utilizando a metodologia proposta.
Citaram ainda, a possibilidade de através dos padrées dos produtos de restricdo
de Echinococcus granulosus, determinar a existéncia de variedades desta
espeécie.

BLAIR et al. (1997) analisou 11 isolados asiaticos de Paragonimus
westermani através de produtos de PCR com 363 pb referentes a amplificacdo da
sequéncia ITS2 e de 393 pb relativos ao segmento do DNA mitocondrial

(Citocromo oxidase - COI). Através das diferencas observadas nas sequéncias
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foram estabelecidos 2 grupos distintos, de acordo com a distribuicdo geografica e
familia de moluscos utilizados como hospedeiros intermediarios.

Diferentes nematoides parasitos tém sido identificados através da
tecnologia dos &cidos nucléicos (DAME et al.,, 1991). Para tal finalidade a
utilizacdo do rRNA e rDNA demonstrou ser de maior aplicabilidade pela sua
abundancia nos organismos e por sua pouca ou nenhuma variagdo
intraespecifica. Isto ocorre principalmente com o0 segundo espaco interno
transcrito (ITS-2) do rDNA, conforme evidenciado em tricostrongilideos (GASSER
et al., 1994; HOSTE et al., 1995).

GASSER et al. (1993) aplicam a PCR seguida de sequenciamento de
produtos de ITS2 do rDNA em isolados de um Gnico nematdide ou um Unico ovo
de Trichostrongylus spp., demonstrando assim a simplicidade, a rapidez e a
sensibilidade da metodologia, demonstrando ainda sua aplicabilidade em estudos
filogenéticos e sistematicos dos parasitos.

GRANT & WHITINGTON (1994) comparam as cepas australianas McM e
KRT de Trichostrongylus colubriformis, respectivamente Benzimidazol - sensivel e
Benzimidazol - resistente, através do corte do DNA com endonucleases de
restricdo e de hibridizagdo. Salientaram, mediante o polimorfismo observado, a
aplicabilidade dos marcadores genéticos em estudos epidemiolégicos
experimentais e de campo, na construcdo de mapas genéticos para a definicdo de

aspectos biologicos diversos (resisténcia a drogas antihelminticas, variabilidade
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de hospedeiros, potencial hipobiético, entre outros), e como medidores de fluxo
génico entre parasitos.

STEVENSON et al. (1995), comparam 10 isolados de Haemonchus
contortus oriundos de ovelhas, a 3 amostras de H. placei, especifico de bovinos,
todos de procedéncias diversas, através de amplificagdo por PCR da regido ITS2
do rDNA seguida de sequenciamento, reconhecimento dos sitios de restricdo e
corte dos produtos com as enzimas Fok | e Bfa I. A comparagdo entre as
seqliéncias demonstrou diferencas na posicdo de 3 nucleotideos, e a PCR-
RFLP revelou padrdes distintos entre as especies.

ZARLENGA et al. (1994ap) analisaram as poucas variacdes em sequéncias
rRNA de H. contortus, H. placei e H. similis, as das espécies da subfamilia
Nematodirinae, e aquelas observadas por DAME et al. (op. cit.) em Ostertagiinae.
Concluiram ter sido insuficiente o tempo decorrido na histéria evolutiva de
Trichostrongyloidea para que divergéncias tenham ocorrido de forma substancial.
Para diferenciar as espécies e géneros desta Superfamilia, sugerem a
observacdo de moléculas de acidos nucléicos que evoluem mais rapidamente
como acontece com o DNA mitocondrial, por exemplo.

CAMPBELL et al. (1995) estudando 3 das 4 espécies do género Strongylus
(S. edentatus, S. equinus e S. vulgaris) coletados em necropsias de cavalos nos
E.U.A. e Australia, amplificaram a regido ITS2 do rDNA de isolados das mesmas.
Em seguida os produtos de PCR , consecutivamente com 235, 229 e 217 pb

foram seqlenciados e submetidos a digestdo por endonucleases de restricao.
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Dentre as enzimas experimentadas, o uso combinado de Alui e Vsp | ofereceram
padrGes de cortes diferenciais entre as espécies. Tanto as poucas variagdes
intra-especificas (< 1%) quanto as acentuadas variacles inter-especificas (13-
29 %) observadas nas sequéncias ITS2, demonstraram a viabilidade do uso
destes segmentos no delineamento das espécies do género e seu uso em
diagndstico.

HUNG et al. (1996) em adicdo aos dados de CAMPBELL et al. (op. cit.)
estudaram o segmento que compreende a regido ITS1, 58 S e ITS2 do rDNA de
Strongylus asini, coletado de zebra. Incluiram no mapa de restricdo das espécies
a endonuclease Hae Ill. A partir do sequenciamento do produto de PCR de ITS,
com 232 pb, observaram maior similaridade genética de S. asini em relagdo a S.
equinus (95,3 %) que a S. edentatus (87,1%) e que a S. vulgaris (73,9%).

Os ciatostomineos Cylicociclus ashworthi, C. nassatus e C. insignis, tém
suas sequéncias de rDNA, compreendendo a regido ITSi, 58 S e ITSz,
comparadas por HUNG et al. (1997). As amostras consistiram de extratos isolados
de um dnico helminto, procedentes da Australia ou Reino Unido. Foram
analisados 3 isolados de C. ashworthi, 3 de C. nassatus e 1 de C. insignis. A
digestdo dos produtos amplificados pelas endonucleases Alu | e Rsa | exibiu
padrbes de diferenciacdo das trés espécies, e a analise das sequéncias ITS2
demonstrou que trata-se de 3 espécies distintas. Sendo que C. ashworthi e C.

nassatus, muito semelhantes morfologicamente, guardam pouca diferenca
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genética no segmento estudado (3,8%). C. insignis apresenta diferencas de 5,6%
e 6,2%, consecutivamente, em relacdo as duas espécies anteriores.

CHILTON et al. (1997) investigaram o0 uso das sequéncias ITS2 para
elucidar as relacGes filogenéticas de 13 géneros de Strongyloidea das familias
Strongylidae (parasitas de cavalos), Chabertidae (parasitas de ovinos) e
Cloacinidae (de macropodideos e vombatideos) recuperados na Australia.
Diferengas entre as seqliéncias das espécies estudadas, variando de 8,9 a 58%,
foram observadas.

JACOBS et al. (op. cit.) observaram diferencas entre perfis eletroforéticos
de produtos de PCR de ITS: de Toxocara canis, T. cati e Toxascaris leonina,
digeridos pelas endonucleases Hinf | e Rsa I. Sugeriram o desenvolvimento do
método para a deteccdo e/ou diferenciacdo de larvas de Ascaridoides em tecidos
humanos.

NEWTON et al. (op. cit) caracterizaram 44 espécies de nematoides da
Ordem Strongylida, parasitos de porcos e ruminantes, através da RFLP dos
produtos de PCR que compreendem as regides ITS1, 5,8 S e ITSz, do rDNA. O
material nucléico amplificado, com 870 pb em todas as espécies, exceto em
Ostertagia ostertagi com cerca de 1250 pb, quando cortado com endonucleases
de restricdo (Rsa I, Hinf I, Dra | e Nla Ill) e submetido a eletroforese em gel de
agarose revela padrOes especificos caracteristicos, exceto em Cooperia
sumabada e C. oncophora com estreita identidade. Segundo os autores, 0S

marcadores especificos apresentados podem ser utilizados em ensaios de PCR
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para identificacdo de estagios evolutivos morfologicamente indistintos destes
organismos.

Através de RFLP - PCR e comparacdo das sequéncias dos produtos de
ITS2, ROMSTAD et al. (1998) demonstraram diferengcas entre 3 isolados humanos
de Necator americanus do Togo, Africa e 1 de Sarawak, Malasia. Ressaltaram a
importancia das diferencas genéticas encontradas entre as amostras africanas e a
da Malésia, sugerindo estudo mais detalhado com a finalidade de determinar as
diferencas morfoldgicas existentes entre os isolados geogréficos.

A andlise do polimorfismo do DNA baseado em amplificacdo de segmentos
de DNA pela PCR usando um unico "primer" de seqiiéncias de oligonucleotideos
(Ramdomly amplified polimorphic DNA / RAPD) foi inicialmente utilizada por
WILLIAMS et al. (1990) e WELSH & MCCLELLAND (1990). Os fragmentos assim
amplificados representam regides anénimas distribuidas aleatériamente através
do DNA genbmico do organismo e proporciona padrdes de identificacdo das
espécies investigadas (STEINDEL et al., 1994). Fragmentos polimorficos ou néo
polimorficos obtidos em RAPD podem ser utilizados como marcadores
diagndsticos espécie - especificos. Um fragmento espécie - especifico pode ser
identificado quando presente em todos os individuos de uma mesma espécie
(HADRYS et al, 1992). Esta metodologia vem sendo amplamente utilizada para
analises filogenéticas de organismos, principalmente de isolados dentro de uma
espécie (HEDRICK, 1992) e tem sido utilizada com sucesso na identificacdo de

varios grupos de parasitos (PILLAY & PILLAY, 1994; NADLER et al., 1995; LUN &
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DESSER, 1996; KRAL'OVA, 1996; SILES et al., 1997; WU et al., op. cri.; CERE et
al., 1997; GUO et al, 1997; JOACHIM et al., 1997).

A técnica de RAPD caracteriza-se por ser simples, segura, por ndo incluir o
uso de radioatividade, ser sensivel, requerer quantidades minimas de materiais, e
sobretudo por ndo necessitar de informacdes prévias das sequéncia para o0
estabelecimento de "primers".

PILLAY & PILLAY (op. cit.), evidenciaram através da analise do
polimorfismo dos produtos de RAPD, variagdes intra-especificas em trés
isolados geograficos de Schistosoma mansoni, um deles procedente de Porto
Rico e dois do continente africano (Africa do Sul e Namibia). Todas as amostras
procedentes do roedor silvestre Mastomys coucha. A amostra Porto-riquenha teve
como hospedeiro intermediario Biomphalaria glabrata € os isolados africanos B.
pfeifferi, ou B. pfeifferi e B. salinarum. Baseados nos padrbes eletromdrficos
divergentes entre as amostras centro-americana e as africanas, as Ultimas mais
homologas, discutiram que as variagbes possam ter ocorrido devido ao
afastamento geogréfico entre as popula¢des. Questionaram a possibilidade de
serem tais alterac6es hospedeiro - induzidas, pois as mesmas se mantém por
passagens sucessivas em camundongos no laboratério.

NADLER et al. (op. cit) propuseram um modelo de estudo de infra-
populagbes de Ascaris suum, no centro - oeste dos Estados Unidos da Ameérica,

baseado nas observacdes obtidas por RAPD e nas caracteristicas isoenzimaticas

das amostras.
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LUN & DESSER (op. cit), através de RAPD, observaram em isolados de
Trypanosoma spp., parasitos de anuros, provenientes do Canada e EUA e
ressaltaram a importdncia e praticidade do uso do método para a
complementacdo dos dados morfoldgicos e bioquimicos destes organismos.

KRAL'OVA (op. cit) observaram fragmentos espécie - especificos em
RAPD de duas espécies de cestdédeos parasitas de peixes, Proteocephalus
exiguus e P. percae. Isolados de diferentes hospedeiros, procedentes de diversos
paises europeus, demonstraram sutis variaces intra-especificas. Dois dos 8
"primers" utilizados, revelaram variedades entre isolados de P. percae, enquanto
em produtos de todos os 8 "primers" foram observadas diferencas.

Padroes de amplificacdes distintos foram observados por SILES et al.
(op.cit.) em RAPDs de larvas de Anisakis simplex coletadas de diferentes
espécies hospedeiras (Merluccius merluccius, Physcis blennoides, Conger conger
e lepidorhombus boscii) capturados no Atlantico Norte, na costa espanhola.
Através dos perfis obtidos observaram duas populagdes distintas de parasitos.

CERE et al. (op. cit) compararam, através de RAPD, cepas de Eimeria
intestinalis e E. magna, parasitas de coelhos, com objetivo de caracterizar as
linhagens pouco patogénicas ou ndo patogénicas, capazes de causar resposta
imune, e que por isto podem ser utilizadas como vacinas vivas.

Fragmentos especificos, marcadores de viruléncia, foram detectados por
GUO et al. (op. cit) em RAPDs de isolados de T. gondii procedentes de

hospedeiros humanos e ndo - humanos de diversos paises da Europa e dos
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EUA, definindo marcadores diferenciais para 17 cepas, virulentas para
camundongos, das 35 estudadas.
JOACHIM et al. (op. cit) examinam pela RAPD cepas de
Oesophagostomum dentatum e O. quadrispinulatum, parasitas de porcos,
oriundas do campo e de cultivos em laboratério, e de O. radiatum e O. venulosum
parasitas de ruminantes, mantidos em laboratorio. Experimentaram 33 "primers",
dos quais 9 amplificaram marcadores polimérficos do DNA capazes de
caracterizar espécies, cepas e grupos de cepas destes organismos.

WU et al. (op. cit.) apés amplificacdo aleatéria do DNA gendmico de T.
canis, isolaram, clonaram e sequenciaram banda com 293 pb, definindo "primers"

especificos, comuns para T. canis e T. cati.



MATERIAL E METODOS

1- Locais de realizacdo dos experimentos

Os experimentos deste estudo foram realizados parcialmente no
Laboratério de Helmintologia da Estacdo para Pesquisas Parasitologicas W. O.
Neitz (EPPWON) do Departamento de Parasitologia Animal da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) em Seropédica, Rio de Janeiro e no
Laboratério de Biologia Molecular da Disciplina de Parasitologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Rio de
Janeiro - RJ. As necropsias foram realizadas na EPPWON - UFRRJ e no

Laboratério de Inspecdo do Ministério da Agricultura instalado no Frigorifico King

Meat S/A, em Londrina - PR.
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2- Obtencdo de parasitos adultos

Foram obtidos espécimes adultos pertencentes aos géneros Strongylus,
Triodontophorus,  Cyathostomum,  Cyliclocyclus,  Cylicostephanus,  Coronocyclus e
Gyalocephalus em necropsias de equinos fémeas sem raca definida (SRD),
realizadas no campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).
Outros, exclusivamente do género Strongylus, foram coletados de equinos (SRD)

de ambos os sexos abatidos no Frigorifico King Meat S/A.

3- Identificacdo dos parasitos adultos

Ap6s a remocdo dos vermes do intestino grosso dos hospedeiros,
processou-se a lavagem dos mesmos em solucdo fisiologica e a identificacao
através da morfologia, sem diafanizacdo, de acordo com LICHTENFELS (op. cit.),
e a preservacao por congelamento (-20 ° C) até serem submetidos a extracdo do

DNA.

4- Contagem de ovos e cultivo de larvas de terceiro estagio (Ls) de

estrongilideos em fezes de eqliinos

Foram realizadas contagens de ovos por grama de fezes (OPG) e

larvacultura de 13 amostras fecais (anexo ) coletadas diretamente da ampola
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retal de equinos adultos de ambos os sexos, sem raca definida, provenientes do
campus da UFRRJ, utilizando, consecutivamente, as técnicas para contagem de
ovos de GORDON & WITHLOCK (op. cit.), modificada por UENO & GONCALVES

(1994) e para coprocultura de ROBERTS & O'SULLIVAN (op. cit.).

5- Identificacdo das larvas (Ls;) obtidas em cultivos

As larvas recuperadas das culturas foram identificadas segundo
BEVILAQUA et al. (op. cit.). O nimero total de larvas foi estimado a partir de
contagem em aliquota de 100 pl. Apés a contagem, o excedente foi concentrado
por sedimentagdo, transferido para microtubos e congelado (-20° C) para

posterior extragdo de DNA gendmico.

6- Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA genOGmico obedeceu basicamente o protocolo de
SAMBROOK et al. (1989), com ligeiras modificacGes (anexo II).

Os espécimes de Triodontophorus sp., Strongylus vulgaris, S. edentatus, e
dos ciatostomineos: Cyathostomum sp., Cyliclocyclus sp., Cylicostephanus sp.,
Coronocyclus sp., Gyalocephalus sp., utilizados na extracdo foram aqueles

provenientes do Estado do Rio de Janeiro. Os de S. equinus foram os oriundos do

Estado do Parana.
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Isolados com cerca de 23 helmintos adultos, machos e fémeas, de cada
espécie do género Strongylus e Triodontophorus, e cerca de 15 espécimes de
cada género de ciatostomineo, foram submetidos a maceracdo rapida até formar
massa homogénea.

Frac6es de 100 ul do macerado, por espécie, postas em microtubo, foram
ressuspensas em 400 pl de solugdo 100 mM de Tris / 10 mM de EDTA pH 7,5
adicionadas de 2,5 pl de dodecil sulfato de sddio (SDS) e 100 ug de proteinase K
Sigma® (2 pl de solucdo estoque 25 mg / ml), homogeneizadas em agitador
mecanico e incubado em banho-maria a 56° C por 2 horas.

ApoOs este periodo a suspensdo foram adicionados 200 pl de fenol
tamponado (pH 7,8) e 200 ml de cloroférmio e, apds suave agitacdo por inversao
do microtubo, a preparacao foi centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos em micro
-centrifuga  Eppendorf.

Do sobrenadante foram aspirados 300 pl e repetida por duas vezes a
extracdo com fenol / cloroférmio. Finda a ultima centrifugacdo, foram transferidos
300 pl do sobrenadante para novo microtubo e a estes adicionados 33 ul de
solucdo de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e 800 pl de etanol absoluto.

Apds nova centrifugacdo o sedimento foi ressuspenso em 1000 pl de etanol
70%, e novamente centrifugado como acima descrito. O sobrenadante entdo foi
decantado, e o microtubo invertido sobre papel absorvente a fim de se promover a
completa secagem do sedimento, que a seguir era ressuspenso em 150 pl de

Solucdo 10 mM de Tris/ 1 mM de EDTA, pH 7,5.
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Aplicou-se o procedimento citado anteriormente em macerados obtidos a
partir de 6 espécimes de Ascaridia numidae, 150 espécimes de Schistosoma

mansoni e em quantidades estimadas em 25.000 larvas de ciatostomineos.

7- Purificacdo dos extratos de DNA gendmico

Ap6s a extracdo do DNA, procedeu-se a purificacdo das amostras,
buscando eliminar compostos organicos de outra natureza ou residuos de fenol,
de cloroférmio ou de sais que por ventura pudessem inibir as reacdes de
amplificagdo. Com este objetivo foi utilizado nesta etapa o "Kit" RapidPrep-
Pharmacia Biotech® para isolamento de DNA gendémico de células e tecidos,
conforme metodologia proposta pelo fabricante.

As concentragdes de DNA em cada amostra eram determinadas atraves do

uso do aparelho de quantificacdo Gene Quant - Pharmacia Biotech®.

8- Eletroforese dos extratos de DNA gend6mico em mini - gel de

agarose a 1%

Dos extratos purificados, 10 pl foram submetidos a eletroforese em mini-

gel de agarose a 1% (anexo Il e Vill) em tamp&o Tris - borato - EDTA 1X (TBE)

(anexo Vlly). cada amostra foi corada com 2 pl do tamp&o de carregamento 6 X

(anexo VIl,). Utilizou-se como tampdo de corrida TBE 1X, nas seguintes

condicdes: voltagem de 50 volts, amperagem aproximada de 100 miliamperes
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(mA) por cerca de 70 minutos!. Utilizamos como marcador de peso molecular o
DNA gendmico do bacteriéfago A digerido pela enzima Eco RI (21.226, 7.421,
5.804 - 5.643, 4.878 e 3.530 pb / Gibco - BRL®).

ApoOs a corrida o gel foi imerso em solugdo de brometo de etideo em TBE
(0,5 pug / ml) e posto em agitacéo por cerca de 30 minutos.

A presenca de bandas de DNA com concentracdo igual ou superior a 20 ng
era observada por transluminacdo do gel por radiagdo ultravioleta. A
documentacdo fotografica era feita pelo sistema Polaroid® MP4 - "Landcamera"

com filme tipo 665.

9- Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

As sequéncias iniciadoras de polimerizacdo do DNA ("primers") utilizadas
no experimento foram definidas a partir do segmento ITS-2 de Caenorhabditis
elegans (Genebank n° de acesso XO 3680), e denominadas ITS-2A
(TGAAATTTCGAACGAAT), e ITS-2B (TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT) (ELLIS et
al., 1986), e sintetizadas pela GIBCO - BRL®.

Para a realizacdo das reacdes constituiu-se a solucao inicial, ou "master-
mix", aqui batizada solu¢do 1. Para tanto, para cada reacéo, foram utilizados: 5 pl

de tampao diluidor da enzima Tag DNA polimerase 10X (100 mM Tris-HCI pH 8,4

1 As corridas eletroforéticas eram encerradas apds a saida do corante Xilenocianol, de menor peso molecular
(PM = 538) que o Azul de Bromofenol (PM = 691). Para isto, 0 tempo necessario tornava-se variavel de

acordo, principalmente, com a condutividade do tamp&o e concentragdo do gel.



/ 500 mM KCI / 25 mM MgCl,), 1 ul de solucdo de MgCl, 50mM? 1 ul de cada
desoxirribonucleotideo  (200pM) [desoxitimina (dT), desoxicitosina (dC),
desoxiguanina (dG) e desoxiadenina (dA)], 5 pl (1p.M) do "primer" ITS2-A e, 5 ul
(1uM) do ITS2-B. Os volumes dos reativos eram multiplicados pela quantidade de
reacoes.

A solucdo 1 somou o volume de 19 pl por tubo. A este volume somou-se
individualmente 1 pl (1 ng) das amostras a serem testadas (exceto no tubo de
controle negativo, no qual este volume fora substituido por adgua deionizada
estéril), 28,5 ul de agua deionizada estéril (29,5 ul no controle negativo) e 50 ul
de 6leo mineral.

Além do controle negativo, incluimos entre as amostras a serem testadas
extratos de DNA de Schistosoma mansoni, Ascaridia numidae e de larvas de
Cyathostominae como grupos externos. Foi incluido também, amostra de DNA de
Caenorhabditis elegans, como controle positivo. Assim, o preparo era levado a
maquina termocicladora (Perkin Elmer® Cetus 4800), estabelecendo
primeiramente uma partida quente (98° C / 2 min.) e repouso a 94° C pelo tempo
necessario para colocacdo da enzima Tag DNA polimerase (0,5 pl para cada
tubo/2,5 unidades/Perkin Elmer®). Logo ap6s iniciavam-se 0s ciclos termais:
Desnaturacéo a 940 C por 1 minuto; hibridizagéo a 55°C por 1 minuto e extensao a

72 °C por 1 minuto, num total de 30 ciclos.

2 Conforme avaliacéo prévia das concentracdes do Cloreto de Magnésio, na concentracéo de 3,0 mM por
reacdo observaram-se melhores amplificagdes.
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10- Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose a 1,5%

Analisamos 20% do volume dos produtos de PCR (10 mi corados com 2 pl
do tampéo de carregamento 6x, submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5%, nas seguintes condi¢Oes de corrida: 87 volts, [1140 mA, durante 90 minutos,
utilizando como tampéo de corrida TBE 1X, e como padrdo de peso molecular o
DNA do bacteriéfago ®x 174 RF digerido pela enzima Hae Il (1.353, 1.078, 872,
603, 310, 271 - 281,234, 194, 118 e 72 pb / GIBCO - BRLg).

O gel era corado pela solu¢cdo de brometo de etideo em TBE 1X (0,5 ug /
ml). A visualizacdo das bandas era feita por transluminacdo do gel por radiacéo
ultravioleta. A documentacéo fotografica era feita pelo sistema Polaroidg MP4 -

"Landcamera” com filme tipo 665.

11- Calculo dos pesos moleculares dos produtos de PCR

A partir da imagem digitalizada do registro fotografico do gel, aplicou-se o
programa Gel - Pro analyzer versdo 3.0 (Media Cybernetics) para calculo de
pesos moleculares de bandas situadas nas faixas intermediarias daquelas

aferidas pelo padrdo de peso molecular.
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12-Analise do polimorfismo do DNA amplificado aleatoriamente

(Random Amplified polymorphic DNA - RAPD)

12.1- Escolhados "primers" aleatorios:

Os "primers" randdémicos ou aleatdrios testados nos experimentos de RAPD
foram escolhidos a partir de seqliéncias aplicadas com sucesso em outros
estudos envolvendo organismos diversos. A partir das informac6es obtidas na
literatura, foi solicitada a sintese das seqliéncias de alguns deles a GIBCO BRL®.

As seqUéncias dos "primers" OPG - 03, OPG - 16, OPG - 18 e OPG - 19,
foram definidas pelo Operon Biotechnologies Inc. (EUA), e do UNB - 63,
sintetizada inicialmente pelo Laboratério de Biologia Molecular da Universidade
de Brasilia. Todos utilizados por SOARES et al. (1995), em anélise dos produtos
de RAPD de isolados sul-americanos de Paracoccidioides brasiliensis. Os
"primers" nomeados UBC - 322, UBC - 345 e UBC - 348, confeccionados pela
University of British Columbia (EUA) foram aplicados por NADLER et al. (op. cit.)
em estudo molecular diferencial, utilizando a técnica de RAPD, em populagbes de
Ascaris suum no centro-oeste norte americano.

Os demais "primers" (OPK - 01, OPK - 14, OPK - 20, OPC - 02, OPC -
11, OPS - 17 e OPR - 11), sintetizados para experimentos taxondmicos de
espongiarios no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Biologia Alberto Alcantara Gomes (IBRAG) da UERJ

(Prof. Rodolpho Albano, comunicacdo pessoal), foram gentilmente cedidos pelo
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responsavel pela pesquisa. Os "primers" empregados no estudo encontram-se

especificados no quadro 1.

12.2- Protocolo de RAPD:

Na constituicdo da solucdo inicial, ou solucdo 1 foram utilizados por
reacdo: 5 pl de tampéo diluidor da enzima Tag DNA polimerase 10X (100 mM
Tris-HCI pH 8,4 / 500 mM KCI / 25 mM MgCl,), 2 n (200mm) de cada
desoxirribonucleotideo [desoxitimina(dT), desoxicitosina (dC), desoxiguanina (dG)
e desoxiadenina (dA)] e 2 m de solugdo de cloreto de magnésio (Mg Cl,) a 50
mMs,

Ao volume de 15 pl da solugdo 1 somaram-se individualmente 1 pl de cada
"primer" (concentracdo entre 200 e 300 nM), 2 m (0,5 ng) da amostra de DNA a
ser testada (exceto no tubo de controle negativo, no qual este volume foi
substituido por agua deionizada estéril), 26,0 ul de agua deionizada estéril (28,0 p
| no controle negativo), 5,0 ulde glicerol e 50 ulde 6leo mineral.

Extratos de DNA de Strongylus edentatus, de S. equinus, de S. vulgaris, de
Triodontophorus sp., de Caenorhabditis elegans, do "pool" de larvas de
ciatostomineos, e de espécies adultos de ciatostomineos: Cyathostomum sp.,

Cyliclocyclus sp., Cylicostephanus sp., Coronocyclus sp., Gyalocephalus sp.,

3 Conforme avaliagdo prévia das concentracdes de Cloreto de Magnésio, na concentracao de 3,5 mM por
reacao observaram-se melhores amplificacées.
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constituiram as amostras a serem submetidas a reacdo, além do controle
negativo.

Assim, o preparo era levado a termocicladora (Perkin Elmerg Cetus 4800),
estabelecendo primeiramente uma partida a 98°C por 2 minutos e um periodo de
repouso a 94°C por tempo necessario para colocacdo da enzima Tagq DNA
polimerase (1,0 pl para cada tubo / 2,5 unidades / Perkin Elmer®). Logo apés
iniciavam-se o0s ciclos termais: Desnaturagdo a 94°C por 2 minuto; hibridizacdo a
35°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minuto, num total de 30 ciclos. Apos
este processo, foi adicionado um periodo de extensédo de 7 minutos a 72°C, findo

0 qual a temperatura foi reduzida para 4°C por tempo indeterminado.

13- Eletroforese dos produtos de RAPD em gel de poliacrilamida a

6%

Foram analisados 20% do volume (10 m dos produtos de RAPD corados
com 2 ul do tampdo de carregamento 6x, através da eletroforese em gel continuo
de poliacrilamida a 6% (anexo V), empregando as seguintes condi¢cbes de
corrida: 100 volts, O 40 mA iniciais e 0 20 mA finais, durante cerca de 70 minutos
em tampdo Tris - Borato - EDTA (TBE) 1X, e como padrdo de peso molecular
DNA do plasmidio SK+ digerido pela enzima Hinf | (920, 517, 456, 396, 356 pb)

elaborado no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Bioquimica

do IBRAG / UERJ).
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Apos a corrida procedeu-se a coloragdo pela solucdo de prata amoniacal
(Anexo V e Vlle) para visualizagdo das bandas decorrentes da migracdo dos
produtos amplificados, e posterior secagem dos géis (Anexos VI e VIl) para

serem arquivados para posterior analise.

14-Analise computacional de correlagdo genética das amostras

Para o calculo de correlacdo genética das amostras, utilizou-se o pacote de
RAPDistance - versdo 1.04, onde a partir do critério auséncia (0) ou presenca (1)
de banda numa determinada posicdo numerada de acordo com o0 aparecimento
no gel, foram comparadas as amostras duas a duas. Através destes dados
obteve-se um padrdo algoritmico que pode ser assim representado: 2 x n;; / ((2 X
n;,) + n, + ny), onde, n;; = n° de posicdes onde ambas as amostras possuem
banda (a = 1, b = 1); n;= n° de posi¢cdes onde s6 a 2 @ amostra possui a banda (a =
0, b = 1) e nio = n° de posicdes onde sé a 1% amostra possui banda (a = 1, b = 0)
(NEI & LI, 1979). Mediante o célculo das similaridades entre as amostras,
construiu-se uma matriz e através do Programa UPGMA (Unweighted pair group
arithmetic averages) obteve-se uma arvore representativa das distancias entre as
espécies (fenograma) frente as diferencas de bandas obtidas pela amplificacéo

aleatoria de seus DNAs gendmicos.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Das necropsias realizadas no campus da UFRRJ foram recuperados 102
espécimes adultos de S. vulgaris (70 fémeas e 32 machos), 23 da espécie S.
edentatus (15 fémeas e 8 machos), 30 de Triodontophorus sp. (20 fémeas e 10
machos), 24 de Cyathostomum sp. (15 fémeas e 9 machos), 25 de Cyliclocyclus
Sp. (19 fémeas e 6 machos), 20 Cylicostephanus sp. (13 fémeas e 7 machos), 28
de Coronocyclus sp. (18 fémeas e 10 machos), 23 Gyalocephalus sp. (16 fémeas
e 7 machos).

Daqueles helmintos procedentes das necropsias efetuadas em Londrina,
31 foram determinados como Strongylus equinus (16 fémeas e 15 machos), 288
como S. edentatus (165 fémeas e 122 machos), e 56 como S. vulgaris (48
fémeas e 8 machos).

Como resultado dos exames das 13 amostras de fezes dos equinos

confinados em piquetes na UFRRJ, foram obtidas nas contagens de ovos,
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numeros que variaram de 1.650 a 7.050 ovos, e recuperados da solucdo de
acucar de 7 a 176 ovos em cada 50pl.

Do material exposto a sedimentagdo espontanea foram encontrados cerca
de 900 ovos em cada 50ni. Aliquotas de 200 a 600 m correspondendo a cerca de
3.600 a 10.800 ovos foram estocadas sob refrigeracéo, para estudos moleculares
posteriores.

As larvas cultivadas foram assim identificadas: Em dez amostras foram
encontradas somente larvas de Cyathostominae, em 2 amostras, larvas de
Cyathostominae e S. vulgaris, e em uma larvas de Cyathostominae, de S. vulgaris
e de S. equinus. As quantidades obtidas dos sedimentos variaram de 2.500 a
137.500 larvas.

Como resultado da extracdo de DNA gendmico revelaram-se em gel de
eletroforese, bandas com cerca de 21.000 pb, compativeis com moléculas de
DNA de alto peso molecular (Figura 1).

Através da reacdo em cadeia da polimerase, foram obtidas bandas em gel
de agarose dos produtos amplificados de DNA com tamanhos de 372, 372 e 357
pb, respectivamente para as amostras oriundas de Strongylus edentatus, S.
equinus e S. vulgaris, conforme aquelas j& demonstradas em estrongilideos da
Australia. Destes, aos produtos de ITS, seqlienciados com 235, 229 e 217 pb
somaram-se 132 bases das sequéncias flanqueadoras 5' e 3', que ao gel de
agarose haviam sido observadas como bandas de 367, 361 e 349 pb,

respectivamente (CAMPBELL et al., op. cit.).
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Nossos dados ampliaram as informacdes ao demonstrarem mediante 0 uso
de "primers" idénticos aos utilizados por CAMPBELL et al. (op. cit.) a presenca de
produtos amplificados com peso molecular de 428 pb em larvas de
Cyathostominae e de Triodontophorus sp. (ndo ilustrado para este), e a auséncia
de amplificacdo em S. mansoni e A. numidae, incluidos como controles negativos
por se tratarem de grupos externos. Obtivemos amplificacdo de seqiiéncia, com
peso molecular superior, 524 pb, a partir de DNA gendémico de C. elegans,
controle positivo, 0 que demonstra a confiabilidade dos resultados (Figura 2).

Em contrapartida nossos estudos demonstram que apesar da falta de
especificidade (especifica) dos "primers" empregados por CAMPBELL et al. (Op.
cit), € no presente trabalho, € possivel através de seu uso discriminar 0s géneros
estudados. E quando acrescidos de outros ensaios moleculares, o diagndstico
genérico é alcancado. Isto demonstra a necessidade de ampliacdo de pesquisas
envolvendo a aplicacdo desta metodologia em um numero maior de espécies
parasitas de equinos.

Nao foram observadas amplificacbes nas amostras dos 5 géneros
(Cyathostomum,  Cyliclocyclus,  Cylicostephanus,  Coronocyclus e  Gyalocephalus),
apesar das diversas modificagbes metodologicas experimentadas. Possivelmente
por ndo serem 0s ciatostomineos pesquisados das mesmas espécies das larvas
utilizadas no estudo. Outra hipdtese a ser considerada é a de que as quantidades

de DNA genbmico extraidas (ndo determinadas para estes extratos) ndo terem
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sido suficientes para 0 uso em reacdo. Tais indagacbes apontam para a
necessidade de ampliacdo das investigacbes acerca destas questdes.

A controversa sistematica dos ciatostomineos, conforme demonstrado por
BUCKNELL et al. (Op. cit.), e por SOUTO MAIOR (Op. cit.), e a notéria escassez
de informacdes sobre estudos moleculares nesta sub-familia, nos faz ratificar a
necessidade da ampliacdo dos variados estudos acerca destes organismos. As
técnicas moleculares poderdo ajudar de forma substancial para isto, haja visto a
resolucdo da questdo de estreita identidade entre Cylicocyclus ashworthi e C.
nassatus por HUNG et al. (1997).

E necessario ressaltar que em nossos experimentos o par de "primer"
utilizado em PCR dos espécimes adultos de ciatostomineos diferiu daqueles
utilizados por HUNG et al. (1997), o que nos remete & necessidade de ampliacéo
do numero de seqiiéncias iniciadoras e de organismos experimentados

Conforme observado em diversos estudos (HOLMDAHL & MATTSON, op.
cit, HOMAN et al., op. cit, GASSER & CHILTON, op. cit, HUNG et al, op. cit.,
BLAIR et al.,, op. cit., NEWTON et al., op. cit, e ZARLENGA et al., 1994 a b),
somente a analise dos pesos moleculares dos produtos amplificados a partir do
rDNA das espécies ndo oferece padrdo discriminatério para identificacdo das
espécies. Para tal finalidade, outras metodologias somam-se a esta. Dentre estas
destacam a andlise da extensdo do polimorfismo dos fragmentos de DNA, obtidos
pela digestdo dos produtos de PCR, com enzimas de restricdo (RFLP-PCR) e a

analise do polimorfismo dos produtos de amplificacdes aleatorias (RAPD).
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Os estudos por RFLP comparados aqueles em que € utilizada a RAPD sao
mais laboriosos e acima de tudo oferecem padrGes de bandas inferiores. Além
disto, conforme descrito por HADRYS et al. (op. cit), os padrdes de bandas
oferecidos por RAPD permitem utilizagdo de fragmentos, polimérficos ou ndo,
como marcadores diagndsticos espécie especificos. A técnica de RAPD
caracteriza-se também por ser simples, segura, ndo incluir necessariamente o uso
de radioatividade, ser sensivel, requerer quantidades minimas de materiais, e
sobretudo por ndo necessitar de informacdes prévias das seqiéncia para o
estabelecimento de "primers".

As minimas variacbes em termos de peso molecular dos produtos
amplificados a partir das sequéncias ITS-2 de rDNA das trés espécies de
Strongylus, bem como a observacdo da amplificacdo em outros géneros,
inviabilizaram as perspectivas da aplicabilidade desta metodologia para a andlise
espécie-especifica de helmintos adultos, ovos ou larvas sem que houvesse
adicdo de outro procedimento, o0 que nos levou a optarmos por experimentar a
RAPD como alternativa complementar.

Dentre os 15 "primers" utilizados nas reacdes de RAPD os de numero 3, 4
e 5 (OPG-18, OPG- 19 e UNB-63) possibilitaram multiplicidade de bandas
(Quadro 2) em produtos de todas as espécies de estrongilineos (Strongylus
edentatus, S. equinus, S. vulgaris, e Triodontophorus sp.), de C. elegans e das
larvas de ciatostomineos estudadas. Em todas as 6 amostras submetidas ao

RAPD com os 3 "primers", os padrdes de bandas obtidos foram discriminatorios.
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Porém observa-se claramente, a proximidade de identidade mantida entre o
padrdo de bandas do produto de amplificacdo das larvas de ciatostomineos e de
C. elegans. Assim como nos ensaios de PCR, ndo obtivemos amplificacbes em
RAPD quando as amostras testadas tratavam-se de DNA gendmico dos
espécimes adultos de ciatostomineos.

Nos produtos obtidos das 6 amostras a partir da reagdo com o "primer" 3
(OPG - 18) observaram-se 48 bandas, reveladas em gel de poliacrilamida a 6%,
distribuidas em 35 posi¢bes diferentes (Figura 3). Em nenhuma destas posi¢Ges
encontraram-se bandas em concomitancia para 6, 5 ou 4 amostras. Duas
posicdes sao compartilhadas entre bandas de 3 amostras (uma por bandas
obtidas de S. edentatus, S. vulgaris e I; de Cyathostominae, outra por bandas de
Triodontophorus sp., I3 de Cyathostominae e C. elegans).

A amostra de S. edentatus apresentou 8 bandas, das quais uma
compartilha igual posicdo com a banda de S. vulgaris, outra com banda de C.
elegans, e uma terceira, conforme mencionado, concomitantemente com bandas
de S. vulgaris e de I;  de Cyathostominae. O padréo obtido com o uso do primer
em S. equinus, constituiu-se de bandas em 4 posicdes. Destas, duas idénticas a
posicbes de bandas observadas no produto de Triodontophorus sp. € de |; de
Cyathostominae.

Das 9 bandas apresentadas pelo produto de amplificacdo do DNA de S.
vulgaris, duas se distribuem em posicbes semelhantes a de duas outras

apresentadas por |; de Cyathostominae e uma correlacionando-se a de C.
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elegans. Das 3 bandas observadas por Triodontophorus sp., duas nao se
correlacionam a nenhuma dos padrdes observados nos outros organismos. As 11
bandas observadas em |;  de Cyathostominae, compartilham posi¢coes com 6 das
13 verificadas em C. elegans.

Nos produtos de RAPD obtidos das 6 amostras utilizando o "primer" 4
(OPG - 19) observou-se em gel de poliacrilamida a 6% (Figura 4), 31 bandas
distribuidas em 25 posicdes. Nenhuma destas posicdes ocupadas
concomitantemente por bandas de 6, 5 ou 4 amostras. Uma posicdo é
compartilhada por bandas pertencentes a 3 amostras (S. equinus, |; de
Cyathostominae e C. elegans).

Das 7 bandas apresentadas por produto de S. edentatus apenas uma se
encontra em posicao coincidente a outra de Triodontophorus sp.

Duas das 5 bandas apresentadas por produto de S. equinus compartilham
posicBes com as de outras amostras. Além daquela posicdo onde se encontram
bandas de |; de Cyathostominae e de C. elegans, uma banda coincide com a de
Triodontophorus sp.

O padréo produzido com o uso do "primer" OPG-19 pela amostra de S.
vulgaris apresenta 3 bandas. Destas, uma coincide com outra de igual localizagéo
demonstrada no padréo oferecido por Triodontophorus sp.. Este ultimo apresenta
perfil de 8 bandas. Dentre as quais, além das mencionadas, duas outras ocupam

semelhantes posicdes a de |; de Cyathostominae e de C. elegans.
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Além da banda coincidente aquela de S. equinus, apresentada no perfil de
Is de Cyathostominae, uma outra € compartilhada por C. elegans. Desta amostra 2
das 5 posicdes de bandas ndo sdo compartilhadas.

Os produtos de RAPD obtidos mediante o uso do "primer* 5 (UNB - 63)
observados em gel de poliacrilamida a 6%, apresentaram 35 bandas distribuidas
em 26 posicdes. Nenhuma destas posicbes ocupadas concomitantemente por
bandas de 6 ou 5 amostras. Uma posicdo € ocupada por bandas pertencentes
aos produtos de S. edentatus, Triodontophorus sp., Ls de Cyathostominae e C.
elegans.

O produto de S. edentatus revelou 5 bandas das quais 4 compartilham
posices com as de outros organismos estudados (duas semelhantes as de
Triodontophorus sp., uma a de |; de Cyathostominae, e uma a de C. elegans).

Das 5 bandas reveladas em produtos de S. equinus, 3 ndo séo
coincidentes. As duas outras bandas, uma delas correlacionando-se
individualmente a banda evidenciada em produto de Triodontophorus sp., e a
outra em concomitéancia com bandas de Lsde Cyathostominae e C. elegans.

Em S. vulgaris, foi revelado padrdo de 3 bandas em posi¢cdes néo
coincidentes as ocupadas pelas das demais amostras.

O produto de Triodontophorus sp. apresentou somente duas bandas,
comentadas anteriormente.

Das 5 bandas obtidas em produtos de L3 de Cyathostominae, somente

duas ndo ocuparam posi¢cGes coincidentes, duas se assemelharam as de C.
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elegans e uma ocupou igual posicdo que as de S. edentatus, Triodontophorus e
C. elegans, conforme citado anteriormente.

A partir da soma de observagbes de presencas ou auséncias de bandas
reveladas nos géis de poliacrialamida, referentes as amostras submetidas a
RAPD com os 3 diferentes "primers”, foi elaborada com auxilio do Programa
"RAPDistance package" uma matriz numérica representativa das diferencas entre
as espécies (Figura 6), onde o valor 1 representa o mais alto grau de diferenca
observado na analise de pares de espécies. Estes dados numéricos quando
submetidos ao Programa UPGMA (Unweighted pair group arithmetic averages)
resultaram na construcdo de um fenograma (Figura 7) representando os graus de
similaridade e dissimilaridade entre as amostras comparadas através dos RAPDs.

Observa-se através do fenograma que as trés espécies de Strongylus
encontram-se colocados como geneticamente distantes, havendo maior grau de
similaridade entre Strongylus edentatus e Triodontophorus sp. ldentidade maior
foi observada entre a amostra de Ls de Cyathostominae e C. elegans. Em relagcéo
a estas quatro, a espécie que se demonstrou mais dissimil foi S. equinus seguida
de S. vulgaris, distantes também entre elas.

Observa-se discrepancia entre o resultados da analise filogenética
realizada em nosso estudo e aqueles obtidos por CHILTON et al. (op. cit.), 0s
organismos das espécies Strongylus edentatus e S. equinus sdo representados,
através de igual Programa, como espécies estreitamente correlatas pouco

distanciadas de S. vulgaris. Embora sejam incipientes os dados acerca da
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genética molecular destas espécies, convém lembrar que em nossos estudos
aplicamos o DNA gen6mico na andlise. CHILTON et al. (op. cit.), analisaram
sequéncias referentes aos produtos amplificados de ITSz, que como demonstrado
nos diversos estudos, trata-se de uma regido sujeita a evolucdo lenta, portanto
mais conservada, conforme observacdo de ZARLENGA et al. (1994a b) para as
espécies de Trichostrongylidae. As regides amplificadas aleatoriamente pela
RAPD encontram-se dispersas no DNA gendmico dos organismos 0 que permite
maior variabilidade entre os materiais genéticos dos organismos de um mesmo
grupo.

Como demonstrado, a grande quantidade de bandas apresentadas nas
analises de RAPD em gel de poliacrilamida, de forma ndo compartilhada pelas
espécies, nos leva a confiar em que uma vez isolada uma ou mais bandas
especificas presentes em material genético dos organismos, e reconhecida a
sequéncia de bases desta porcdo, possam ser desenvolvidas sequéncias de
oligonucleotideos iniciadoras de PCR ("primers") que possam ser aplicadas em

estudos de identidade de organismos ("DNA - fingerprint®, por exemplo).
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QUADRO 1 - ESPECIFICAGOES DOS “PRIMERS” UTILIZADOS NA REACOES DE
RAPD.

N° Nomenclatura Seqténcia de % Qrganismos nos guais foram empregados
de originaimente/Referéncia
bases (5 -3) CG

01 OPG-03 GAGCCCTCCA 70 Paracoccidioides brasiliensis (SOARES ef a/, 1985)

02 OPG-16 AGCGTCCTCC 70 idem

03 OPG-18 GGCTCATGTG 60 ldem

04 OPG-19 GTCAGGGCAA 60 Idem

05 UNB-63 CAGCACCCAG 70 Idem

06 UBC-322 GCCGCTACTA 80 Ascaris suum (NADLER et al, 1995)
o7 UBC-345 GCGTGACCCG 80 dem

08 UBC-348 CACGGCTGCG 80 idem

09 QOPK-01 CATTCGAGCC 60 Espongiarios (RODOLFO ALBANQ, com. pessoal)
10 OPK-14 CCCGCTACAC 70 ldem

11 QOPK-20 GTGTCGCGAG 70 ldem

12 QOPC-02 GTGAGGCGTC 70 Idem

13 QPC-11 AAAGCTGCGG 60 idem

14 OPS-17 TGGGGACCAC 70 idem

15 OPR-11 GTAGCCGTAT 50 Idem
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QUADRO 2 - QUALIDADE DAS AMPLIFICACOES E QUANTIDADE DE
AMOSTRAS AMPLIFICADAS E PELOS “PRIMERS" NAS REAGOES DE RAPD.
ANALISE EM GEL DE POLIACRILAMIDA A €%.

Qualidade de

amplificagéo

Nomenclatura Sequéncia de Amostras

(nosso n° bases amplificadas /

{5' para 3’) amostras testadas

OPG-03(1)  GAGCCCTCCA 2/ 11 +
OPG-16(2)  AGCGTCCTCC 3711 +
OPG-18(3)  GGCTCATGTG 77111 rrt
OPG-19(4)  GTCAGGGCAA 7/11 ++
UNB-63(5)  CAGCACCCAG 7/11 ++
UBC-322 () GCCGCTACTA 4/11 +
UBC-345(7) GCGTGACCCG 2711 ¥
UBC-348 (8) CACGGCTGCG 2/11 +
OPK-01(9)  CATTCGAGCC 3/11 +
OPK-14 (10)  CCCGCTACAC 0/11 .
OPK-20 (11) GTGTCGCGAG 1711 +
OPC-02(12) GTGAGGCGTC 2/11 +
OPC-11 (13)  AAAGCTGCGG 1711 +
OPS-17 (14) TGGGGACCAC 0/11 -
OPR-11.(15)  GTAGCCGTAT 2711 +

- Nenhuma amplificagao.
+ Amplificag3o pobre - raras bandas difusas ou indistintas.
++ Amplificagio boa — poucas bandas, intensas.

+++ Amplificagéo étima — muitas bandas, intensas
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Figura 1 - Eletroforese de DNA
genémico em gel de agarose 1% corado
pelo Brometo de etideo: A - Marcador de
peso molecular | DNA | Eco RI; B -
Ascaridia numidae; C -  Schistosoma
mansoni; D - L3 de Cyathostominae; E -
Strongylus edentatus; F - S. equinus; G - S.
vulgaris, e H - Caenorhabditis elegans. PB -
Pares de bases.
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Figura 2 - Eletroforese de produtos de
PCR em gel de agarose 2% corado pelo
Brometo de etideo: A - Marcador de peso
molecular f x 174 RF DNA / Hae Ill; B -
Ascaridia numidae; C - Schistosoma mansoni;
D - L3 de Cyathostominae; E - Strongylus
edentatus; F - S. equinus; G - S. vulgaris, e H -
Caenorhabditis elegans. PB - Pares de bases.
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Figura 3 - Perfis eletroforéticos de amplificacbes aleatérias em gel
de poliacrilamida 6% corado pela prata (“primer" 3 - OPG - 18). A-
Strongy/us edentatus; B - S. equinus; C - S. vulgaris, D - Triodontophorus
sp.; E- L3 de Cyathostominae; F - Caenorhabditis elegans; G - Controle
negativo; H - Marcador de peso molecular (SK+ / Hinf I). PB - Pares de
bases.
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Figura 4 - Perfis eletroforéticos de amplificagbes aleatorias em gel
de poliacrilamida 6% corado pela prata ("primer® 4 - OPG - 19): A-
Strongylus edentatus; B - S. equinus; C - S. vulgaris, D - Triodontophorus
sp.; E- L3 de Cyathostominae; F - Caenorhabditis elegans; G - Controle
negativo; H - Marcador de peso molecular (SK+ / Hinf I). PB - Pares de
bases.
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Figura 5 - Perfis eletroforéticos de amplificacdes aleatérias em gel
de poliacrilamida 6% corado pela prata ("primer® 5 - UNB - 63): A -
Strongylus edentatus; B - Strongylus equinus; C - Strongylus vulgaris, D -
Triodontophorus sp.; E- L3 de Cyathostominae; F - Caenorhabditis elegans;
G - Controle negativo; H - Marcador de peso molecular (SK+ / Hinf I). PB -
Pares de bases.
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Amostra A B C D E F
A 0

B 1,0000 0

C 0,888 1,0000 0

D 0,8181 0,9200 0,9310 0

E 0,8974 0,9354 0,8857 10,8125 0

F 0,9245 0,8666 09591 00,8695 0,5769 0

Figura 6 — Matriz das distancias genéticas das espécies, obtida
através da andlise computacional dos produtos de RAPD
analisados em gel de poliacrilamida a €%. A- Strongylus
edentatus; B - Strongylus equinus, C - Strongylus vulgaris, D -
Triodontophorus sp.; E- Ly de Cyathostominae; F - Caenormabditis
efegans.
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D.408 A - 5.edentatus
0.409 B - Triodontophorus sp.
0.28B G = Cyathostominae
D149
0.288 D-C. al <
0.458
E - S, vuigaris
0472 .
F - 8. equinus

Figura 7 - Fenograma baseado nas distancias entre os DNAs das
amostras, baseado na analise por UPGMA dos produtos de RAPD
analisados em gel de poliacrilamida 6%. A- Strongylus edentatus; B -
Strongylus equinus; C - Strongylus vuigaris, D - Triodontophorus sp.; E- Ls
de Cyathostominae; F - Caenorhabdtlis elegans.



CONCLUSOES

As dificuldades iniciais de amplificacdo de produtos de PCR, devido a
presenca de inibidores, foram sanadas mediante a inclusdo de etapa de

purificacdo dos extratos através do uso de colunas de trocas idnicas.

Os produtos de amplificacbes do segmento ITS: através dos "primers"
utilizados (ITS2 A e ITS2 B), ndo discriminam as espécies de Strongylus

estudadas, dado a pouca diferenca apresentadas em seus pesos moleculares.

Os organismos de outras espécies (Schistosoma mansoni e Ascaridia
numidae e Caenorhabitis elegans) incluidos no estudo, demonstraram resultados

satisfatérios em relacdo ao propésito de sua incluséo.
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O uso da técnica de eletroforese em gel de poliacritamida seguida da
coloragdo pela prata, devido a sensibilidade, facilitou a visualizacdo de padrdes

de bandas mais amplos.

A utilizacdo dos "primers" randomicos (OPG - 18, OPG - 19 e UNB-063)
para amplificacdo do DNA gendmico, oferece padrdes de bandas discriminatérios

entre todos os organismos estudados.

A ampliacdo dos estudos acerca deste grupo de parasitos, atraves de
RAPD, incluindo isolados de diversas localidades podera oferecer marcadores

polimérficos que sejam empregados em analises filogenéticas das espécies.

Estudos posteriores, buscando identificar e sequenciar bandas espécie-
especificas reveladas através dos padrbes polimorficos de RAPD das espécies
estudadas e outras que lhes sejam correlatas, principalmente os ciatostomineos,
podera determinar "primers" que sejam empregados em diagnostico, inclusive de

ovos nas fezes e de larvas encontradas nas pastagens.
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Anexo |

RESULTADOS DOS EXAMES DE FEZES DOS EQUIDEOS

(OPGs E COPROCULTURAS)
Animal OPG N°de Ovosem N°delarvas Identificacao
McMaster ovos sol. {250 ml) das larvas
{50 pl) de agucar (percentual)
(40ml)

638 2.350 13 10.400 5.000 Cyathostominae (100%})
730 7.050 176 140.800 67.500 Cyathostominae (100%)
734 2.100 16 12.800 52.500 Cyathostominae (100%)
742 2.250 12 9.600 137.500 Cyathostominage (100%)
760 3.25 62 49600 62.500 Cyathostominae (100%)
774 2.850 07 5600 37.500 Cyathostominae (100%)
775 4.000 21 16.800 137.500 Cyathostominae (100%)
782 1.650 - - 20.000 Cyathostominae (57%)

12.500 Strongylus vulgaris (36%)
5.000 S. equinus (7%)

783 4.500 36 28.800 70.000 Cyathostominae (100%)
784 1.700 21 16.800 10.000 Cyathostominae (100%)
Malhada 4 600 - - 75.000 Cyathostominae (96%)
5.000 S. vuigaris (4%)
Caidinha 4,650 156 124.800 25.000 Cyathostaminae (100%)

Cara branca 4.750 114 91.200 15.000 Cyathostominae (100%)
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Anexo [

TECNICA DE EXTRACAO DE DNA GENOMICO*

1) Macerar os helmintos em um gral com auxilio de pistilo, ambos limpos
e autoclavados. Procurar abreviar o tempo de maceracdo para evitar a
acao das endonucleases.

2) Aliguotar o macerado utilizando alcas de plastico individuais,
aproximadamente 100 pl em cada microtubo Eppendorfe.

3) Ressuspender o conteddo do microtubo em 400 pl de solucdo Tris 10
mM/ EDTA 1 mM- pH 7,55.

4) Acrescentar 25 pl de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)s 10% para

concentracdo final de 0,5 %.

4 Como nos demais procedimentos laboratoriais 0 uso de luvas é imprescindivel nesta etapa devido a
possibilidade de contaminagdo das amostras e a¢do de endonucleases, ainda de contaminagdo quimica do

manipulador.
5 O Tris, estabiliza 0o pH e o EDTA quela fons divalentes como Cat e Mg™.
6 O SDS desnatura as proteinas (histonas) e emulsiona os lipideos, removendo-os. Promove a lise das

células.



5) Adicionar 2 nl de Proteinase K - Sigmag. Concentracédo final 100ug /
ml (Solucdo estoque 25 mg / ml).

6) Incubar por duas horas em Banho-maria a 56°C.

7) Adicionar 200 ml de fenol tamponado’ em Tris (pH 7,8)

8) Juntar 200 m de cloroférmio8, agitar até ficar leitoso.

9) Centrifugar a 14000 RPM por 3 minutos (em microcentrifuga
Eppendofp).

10) Aspirar 300 ul do sobrenadante, com cuidado para ndo agitar o
sedimento.

11) Repetir os procedimentos 7, 8, 9 e 10 por mais duas vezes.

12) Retirar da dltima centrifugacdo 300 m do sobrenadante, coloca-los em
um microtubo e adicionar 33 m de acetato de sodio 3 M°. Concentragdo
final 0.3 M (pH 5,2)

13) Adicionar 2,5 X volume de etanol absoluto'?, ou seja, 750 pl

14) Centrifugar a 14000 RPM por 3 minutos.

15) Desprezar o sobrenadante.

16) Lavar o sedimento com 1 ml de etanol 70%, sem ressuspendé-lo.

17) Centrifugar a 14000 RPM por 5 minutos.

70 fenol tamponado deve ser acondicionado em tubo tipo Falcon® envolto em papel aluminio, e guardado

em geladeira.

8 Fenol / cloroférmio, remove proteinas e as sedimenta.

9 Pode ser utilizado o Acetato de Aménio. Inverte a polaridade, precipitando o DNA.

10 Retira o fenol completamente e solubiliza 0 DNA. Ap6s a adigéo do etanol, geralmente observa-se a

formag&o de um "enovelado"que indica a presenca de DNA.
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18) Desprezar o0 sobrenadante. Inverter o microtubo sobre papal
absorvente até secar todo o liquido de seu interior.

19) Ressuspender em 150 plt de Tris (10mM) / EDTA (ImM) pH 7,5.

20) Rotular e armazenar em geladeira (4°C) até proceder a eletroforese e

0S ensaios subseqientes.

ObservagGesimportantes:

a) As amostras geralmente sdo acondicionadas em Nitrogénio liquido,
portanto tenha muito cuidado ao manuseéa-las. Deve-se usar luvas de
raspa de couro, protetor facial (mascara de acrilico), jaleco, calca
comprida, e sapatos ou botas de borracha, couro ou similar (nunca de
pano).

b) Os espécimes devem ser mantidos em microtubos com tampas
furadas

c) Utilizar luvas de latex em todos os procedimentos de laboratorio.
Evitando contaminar as amostras e os utensilios. As luvas devem ser
substituidas a cada experimento.

d) Luvas, microtubos e ponteiras contaminados com fenol devem ser

descartados em recipiente préprio. Os tubos devem ser envolvidos com

plastico vedante do tipo Parafiim Mg).

11 No protocolo original utilizam-se 300 pl. Optamos por volume menor para concentrar 0s extratos.
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Anexo |l

ELETROFORESE EM MINI-GEL DE AGAROSE

1) Protocolar o experimento, registrando dados referentes as amostras,
data e condic¢des de corrida.

2) Preparar as amostras: 10 m do extrato + 2 pl do corante de corrida
(Tampéo de carregamento), misturados sobre Parafilm Mg.

3) Aplicar as amostras (12 pl nos pogos correspondentes no gel ja
coberto pelo tampdo de corrida (TBE 1X) no interior da cuba de
eletroforese.

4) Utilizar um dos pogos para aplicacdo do padrdo de peso molecular.

5) Conectar os cabos a fonte, observando a polaridade.

6) Proceder a corrida nas seguintes condicbes: 50 volts, O 140 mA

(miliamperes), por cerca de 70 minutos.



I8] Visualizar as bandas de DNA por transluminagéo por raios ultra-
violeta™.

8) Fotografar (Sistema Polaroide MP4 - Landcamera / filme tipo 665 ou
667)

12 Utilizar oculos de acrilico para protegdo dos ofhos aos raios ultra-violeta, Utilizar jaleca de mangas

compridas.
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Anexo IV

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA A 6%

Preparacdo do gel de poliacrilamida a 6%:

Aplica-se a seguinte equacado para o calculo do volume de uma solucao de
Acrilamidal® a 30% (Solucdo estoque) a ser utilizado para concentracdo desejada
de 6% num volume final de 12 ml (para dois mini-géis de 0,75 mm de espessura /
Sistema Mini-Protean Il - BIORADg):

Vi x C1 = V2 x C2 (Volume a ser usado vezes concentracdo conhecida, é
igual a volume final vezes concentracdo desejada) [0 V1 x 30 =12 x 6 [0 Vi x 30 =
72 0 Vi =72+ 300 Vi =24 (volume da solucdo de acrilamida a 30% a ser

utilizado).
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Acrilamida Sigmae a 30% ......ccccceeriiiiinnnns 2,4 mi
TBE 5X oo 2,4 mi
Agua 7,.2ml
deionizada .......ccoceovvirinenciiine,

Com auxilio de pipeta preencher com a mistura acima 0s espa¢os entre as
placas de vidro do sistema Mini-Protean Il - BIORADg, evitando a formacédo e
bolhas, e colocando o pente molde dos pocos de aplicagdo das amostras. A

polimerizacdo em geral ocorre apés 1 hora.

Aplicagdo das amostras e execugdo da eletroforese:

1) Protocolar o experimento, registrando dados referentes as amostras,
data e condi¢des iniciais de corrida.

2) Retirar cuidadosamente o pente molde do gel de poliacrilamida,
removendo 0s residuos liquidos contidos nos pogos com auxilio de seringa

e agulha de ponta romba 25 x 7 mm.

13 A acrilamida é uma substancia neurotéxica, devendo ser o procedimento realizado com as devidas
precaucdes. Aconselha-se o uso de mascara, especialmente durante a sua pesagem, e de luvas durante o

manuseio da substancia da solugao. ) o o
14 N-M-M9- Tetranetil-etileno diamina. Catalisador da polimerizagdo da acrilamida.
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3) Lavar por 2 ou 3 vezes 0S po¢os com agua deionizada.

4) Preparar as amostras: 10 pl do extrato + 2 m do corante de corrida
(Tampao de carregamento), misturados sobre Parafiim Mg.

5) Aplicar as amostras (12 pl) nos pocos correspondentes no gel ja

coberto pelo tampé&o de corrida.

6) Utilizar um dos pocos para aplicacdo do padrdo de peso molecular.
7) Conectar os cabos a fonte, observando a polaridade.
8) Proceder a corrida nas seguintes condi¢des: 100 volts (voltagem fixa),

amperagem entre de 40 a 17 mA e por tempo variavel (cerca de 70
minutos).

9) Ao término da corrida, anotar no protocolo as condi¢cdes finais de
como amperagem e tempo decorrido.

10) Retirar o gel do sistema e leva-lo ao fixador (metanol / &cido

tricloracético) utilizado na coloragdo pela prata.
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AnexoV

COLORACAO DE DNA PELA PRATA AMONIACAL EM GEL

DE POLIACRILAMIDA

1) Fixar o gel de eletroforese em poliacrilamida em 200 ml de solugéo
50% de metanol, 10% de acido tricloracético (TCA) por 30 minutos.

2) Lavar 2 X (duas vezes) com 200 ml de solucdo 5% de éacido acético-

10% etanol por 20 minutos.

3) Lavar 2 X (duas vezes) com 250 ml de etanol 10% por 10 minutos.

4) Impregnar o gel com a solucdo de prata amoniacal (Preparada

preferencialmente no dia anterior).
5) Lavar com 300 ml de H20 deionizada por 5 minutos.

6) Revelar o gel com 300 ml de solugdo a 0,01% de acido citrico,

contendo 450 pl de formaldeido a 35%. Quando a revelacdo estiver



7)

8)

completa as bandas aparecerdc marrom escuras ou pretas contra um
fundo amarelo.

Parar a revelagio embebendo o gel em etanol 20% - acido acético 5%
por 10 minutos.

Lavar o gel 3 X (trés vezes) em 250 ml de etanol 20%. Caso seja

necessario o gel podera permanecer nesta solugao.
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Anexo Vi

TECNICA DE SECAGEM DO GEL DE POLIACRILAMIDA

1) Deixar o gel de poliacrilamida por 20 minutos sob agitagao branda na
solugdo de secagem (glicerol a 1% em metanol).

2) Durante este tempo deixar quantidade suficiente de papel celofane
(Marca Cataventos de preferéncia) imersa em H.O deionizada ou
destilada.

3) Envolver o gel com o papel, umedecendo-o, utilizado como anteparo
uma placa de vidro.

4) Eliminar as bolhas e prender as bordas do papel a placa com grampos
(tipo prancheta).

5) Apbs 24 horas o gel estara completamente seco.
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Anexo VI

FORMULAS DAS SOLUGOES UTILIZADAS

a) Gel de agarose a 1%:

Agarose (Tipo V - High Gelliing / Sigmae).......... 02g

Solugéo Tris — Borato —EDTA1 X 20 mi

a) Pesar a agarose em um cope de Becker pegueno (50 mi) s,

b) Adicionar 20 ml de TBE 1X.

c) Dissolver em Banho-maria fervente.

d) Resfriar a = 55°C e adicionar 1 i de solugdo de brometo de etideo™" (0,5 ug / mi).

e) Transferir a solugfio para a placa suporte, devidamente nivelada e portando o pente molde
para dos pogos. Aguardar a gelificagao.

f) Retirar o pente e as |aterais da placa suporte.

g) Transferir a placa para a cuba de eletroforese, cobrindo o gel com 0 Mesmo tampéc do seu
preparo (TBE 1X).

15 De acordo com as amostras a concentragdo de agarose varia de 0,4 2 1 % (DNA gendmico), eem 1.5 % €

2 % (produtes de PCR).



b) Tampao de carregamento (“Loading Buffer” 6X):

Azul de Bromofenol...................... 0,025 ¢
Xilenocianol..............ccooi 0,025 ¢
GlCErOl. e 2mi
Agua deionizada................ccceeeiieen 8 mi

Dissolver os corantes sob forte agitaggo (em vortex).
Adicionar o glicerol e deixar sob agitagio branda por cerca de 3 horas. Aliquotar em

pequenos valumes e estocar na congelador.

¢) Tampao Tris - Borato - EDTA / TBE pH 8.3 (Solucao estoque /5 X

concentrada):
EDTAOS%. .o 20 ml
Acido BOMCO.......c.ceieeeeeeereeeencenn, 275g
Tris base (SigMmae).........ccccccevienrieeene 54 g
Agua deionizada...............c.c.oee e 1.000 mi

6 De preferéncia deve-se “corar™o gel com o brometa de etideo apos a corrida, deixando-o por cerca de 30

minutos imerso, sob agitagdo, em solugdio a 0,5ug / ml.



d) Solugdo Tris 10 mM / EDTA 1 mM pH 7.5 (Estogue / 10X concentrada):

Tris/HCI 1M {(pH 8,0)c.cccc. i, 1 mi
EDTAO5 M (PH B8.0).. oo 200
Agua deionizada. _...........cccooenicne 10 ml
Para uso (1X) diluir 1/10.

¢) Solugéo de Nitrato de Prata Amoniacat:

NaOH 0,1 M. 40 ml
NH.OH concentrado...........ccocceeveeee o 3aml
AGNO310%. .o 10 ml

Misturar até ser dissolvido o precipitado preto.
Ajustar o volume final com D H;O para 200 ml.

f) Solugio de secagem do gel de poliacrilamida:

MEtANOL.. ... 50 %
GIERIOL. e e eer e 0,5%
H,0 destilada..........ocoomeinereicnieinns g.s.p. 1000 mi

17 qybstancia mutagénica. Usar luvas ao manusea-la.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE STRONGYLUS SPP. (STRONGYLOIDEA:
STRONGYLINAE) PELA REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR).

A.N. DUARTE', ML L. A. RODRIGUES'. A. R. BELLO H. MOURA! & L. F. FERREIRA".

thr Unversidade Feteral Rural do Rio de Janerro, Instituo de Biologia, Centre de Pos-Graduagdo em Medicina Vetermaria - PV . Sergpedica - RJ.
Brasil. 23.851-970. (2) Universidade Estadual do Rio de Janeiro - FCM - DEP. PAT. & LAB. - Rio de Janewro - RJ. (3) FIOCRUZ - ENSP - Rio
de Janeiro - RJ.

SUMARIO: No presente estudo sio empregadas técnicas moleculares visando amplificar atraves da
reagao em cadeia da DNA polimerase (PCR), o segundo espaco interno transcrito (ITS-2) do DNA ribossomal
de Strongylus spp., e comparar os mesmos aos de organismos correlatos, sugerindo metodologia que
permita o diagnostico especifico. A amplificagio de DNA gendmicc de vermes adultos e de formas
larvares com oligonucleotideos definidos a partir da seqiiéncia ITS-2 de Caenorhabditis elegans , resultou
em sequéncias com cerca de 240 pares de bases nucleotidicas. Foram também incluidos no estudo,
como grupos externos, os DNAs de Schistosoma mansoni e Ascaridia numidae . Os resultados abtidos
demonstram a potencialidade de aplicagao desta tecnolagia no diagnéstico desejado, embora ocorra a
necessidade de estudos adicionais que permitam a defini¢io de novas seqiiéncias iniciadoras da reagio
de PCR que apresentem maior poder de discriminagéo espécie-especifica.

PALAVRAS - CHAVE: Strongylus, identificagao de espécies, ITS-2, RFLP-PCR, Diagndstico.

INTRODUCAO

Nematdides pertencentes a familia Strongviidae sio
parasitos de cavalos e outros eqiiideos. Cerca de 56 espécies
desta familia sdo citadas para estes hospedeiros. Os géneros
Strongrylus {com as espécies S. vulgaris. 5 edentans ¢ S,
equinus)  QOesophagodonius,
Craterosioninm  estdo compreendidaos na sub-familia
Strongvlinae, os demais pertencem a sub-familia
Cvathostominae {LICHTENFELS, 1975). Os ciatostomineos
representam cerca de 95% de prevaléncia. enquanto os
estrongilineos cerca de 5% (HERD. 1990). Dentre os nematoides
citados. 5. vulgaris ¢ a espécie que apresenta maior
patogenicidade {SOULSBY . 1982). também a mais freqliente do
seu género (LICHTENFELS. 1975}, embora raramente ocorra
em grande nimero em um unico animal (NICHOL &
MASTERSON, 1987). Tal patogenicidade é atribuida a
migragao das formas larvares. que resulta em danos a tecidos
de diversos orgdos. Os danos sdo mais evidenciados no
sistema arterial mesentérico, onde ocorre a instalagao das
larvas de 40 estagio e jovens, causande aneurismas e
cunsegilentemente bloqueio da circulagdo , resultando em
colicas, hemorragias. enfraquecimento e em alguns casos na
mone do hospedeiro (MCGRAW & SLOCOMBE, 1976).

Triodontophorus ¢

Habituaimente o diagnostico das infecgdes por Strongvius
¢ feito através do exame de fezes dos eqiiinos. Para tanto. sdo
empregadas técnicas de contagem de ovos por grama de fezes
{OPG) (GORDON & WHITLOCK, 1939; RODRIGUES et
alii, 1996) ¢ cultivo de larvas (ROBERT'S & O°SULLIVAN,1950),
nio sendo possivel a diferenciagdo das espécies de
estrongilideos pela analise morfométrica dos ovos. Esta ¢
alcangada através da observagace das larvas de 3o estagio
encontradas nas culturas de tezes de 7 a 14 dias apos a coleta,

O desenvolvimento de metodelogias sensiveis para o
diagnostico das infecgbes vermindticas ¢ um importante
recurse para a adequagdo do manejo ¢ controle destas.
Tambeém. a rapida evidenciagio de formas imaturas (ovos e/ou
larvas) dos parasitos na pastagem ou nas fezes do hospedeiro.
possibilita a agilizagdo das medidas preventivas.

Testes bioquimicos e imunologicos indiretos tém sido
avaliados (NICHOL & MASTERSON, 1987, SOULE, 1990),
porém sem demonstrar resultados confiaveis para o
diagnéstico género ou espécie-especifico.

Diferentes nematdides parasitos tém sido identificados
através da tecnologia dos acidos nucléicos (DAME et alir,
1991; ZARLENGA et alii, 1994; STEVENSON ez alii,1995).
Para tal finalidade. a utilizagio do RNA e DNA ribossomais
{RRNA e RDNA)demonstra ser de maior aplicabilidade pela

Rev. Bras. Parasilol. Vel 6, 1, 38- 43 (1997)
(Brazil. J. Vel. Parasitol.)
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sua abundancia nos organismos e por sua pouca ou nenhuma
vanacio intraespecifica . [sto ocorre principalmente com o
segundo espago interno transcrito (1TS-2)do RDNA. conforme
evidenciado em tricostrongilideos (GASSER er alii. 1994:
HOSTE eralii. 1995). ,

Estudos 1ém sido feitos visando verificar as diferencas
entre as seqiiéncias [TS-2 de DNA das espéctes do género
Trichostrongvlus {GASSER er alii.1993) e das espécies do
género Srrongvius (CAMPBELL et alii, 1995). Porém, ocorre
a necessidade de maiores esfor¢os para a definigio de
seqiiéncias iniciadoras de polimerizagdo de DNA (“primers™)
especie-especificos, possibilitando assim o diagnostico mais
rapido e seguro.

O presente estudo busca ampliar as observagoes sobre as
seqieéncias ITS-2 de Strongvius spp., comparando-as as de
outros organismos filogeneticamente proximos a este género.
ehminando assim possiveis davidas no diagndstico molecular
das espécies em questdo. Também. através da elaboragio de
“primers” espécie-especificos. sugerir metodologia que
possibilite o diagndstice dos ovos ¢ larvas nas fezes e/ou na
pastagem.

MATERIAL E METODOS

Obtengido dos parasitos adultes: Foram obtidos espécimes
adulios pertencentes ao género Strongvius em necropsias de
cqimos fémeas sem raga definida (SRD). realizadas no
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ). Outros toram coletados de eqiiinos
(SRD) de ambos os sexos abatidos no Frigorifico King Meat
S:A. em Londrina (Parana). Apds a remogdo dos vermes do
intestino grosso dos hospedeiros, processou-se a lavagem
dos mesmos em solugdo fisioldgica e a identificagio através
da morfologia. sem diafanizagdo. de acordoe com
LICHTENFELS (1975). e a preservagao por congelamento (-
20C) até serem submetidos a extragao do DNA.

Obtencdo das larvas: Foram realizados OPG e larvacultura de
13 amostras fecais de eqiiinos aduitos sem raga definida.
provenientes do campus da UFRRI. utilizando.
consecutivamente, as técnicas de contagem de ovos de
GORDON E WITHLOCK (1939) e de coprocultura (ROBERT’S
e O'SULLIVAN, 1950).

As larvas recuperadas das culturas foram identificadas
segundo BEVILAQUA er alii (1993). O numero total de larvas
foi estimado a partir de contagem em aliquota de 100ul. Apos
a contagem. o excedente foi concentrado por sedimentacao €
transferido para microtubos.

Extracio do DNA gendmico: A extragio do DNA genomico
obedeceu basicamente o protocolo de SAMBROOK e aliz. (1989),
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com ligeiras modificagdes. Os organismos utilizados foram
aqueles provementes do Estado do Rio de Janeiro. exceto
S. equms orinndos do Estado do Parana. Isolados com cerca
de 23 vermes adultos de cada espécie foram submetidos o
maceracio rapida, até formar massa homogénca . Cada 1004l
do macerado. por espécie. foi ressuspenso em 400ul de solugio
100mM de Tns 10 mM de EDTA, 2.5:1 de dedecil sultato de
sodio {SDS). 100ug de proteinase K. homogencizado em
agitador mecanico € incubado em banho-maria a 56 *C por 2
horas. Apos esie periodo 4 suspensio foram adicionados 200ul
de fenol tamponado {(pH 7.8) ¢ 200 ul de cloroférmio <. apos
suave agitagdo por inversde do microtubo. a preparagio foi
centrifugada a 14.000 rpm por 3 min. em microcentrituga . Do
sobrenadante foram aspirados 300ml e repetida por duas vezes
aextragdo com fenol - cloroformio. Finda a attima cemrifugago.
toram transferidos 300 ul do sobrenadante para novo microwbo
¢ a estes adicionados 33 ul de solugdo de acetato de sadio 3M
(pH 5.2) e 8001 de etanol absoluto. Apas nova centrifugacio
0 sedimento era ressuspenso em 1000 ul de etanol 709%. e
novamente cetrifugado como acima decrito. O sobrenadante
era decantado, e o microtubo invertido sobre papel absorveunte
a fim de se promover a completa secagem do sedimento. A
seguir este era ressuspenso em 150 ul de Solugdo 10 mM de
Tris/ | mM de EDTA.

Aplicou-se o procedimento citado anteriormente em
macerados obtides 4 partic de 6 espécimes de Ascaridia
numidae. 150 espécimes de Sciiistasoma mansoni quantidades
estimadas em 25.000 larvas de Cvathostominae.

Eletroforese dos cxtratos de DNA gendmico: Dos extratos
obtidos. [0ul eram submendos d eletrotorese em gel de agarose
1% corado pelo brometo de etideo (.52 7 ml). A amostra era
corada pelo tampdo de carregamento 6 x {0.25% azul de
bromofenel. 0.25% xileno cianol. 20% glicerol / 21 poramostra).
O tampdo utilizado era de borate-EDTA (TBE) I1x (100 mM
Tris-borato ¢ | mM EDTA ; pH 8.0)e as condigdes de corrida
foram: 50 voits (= 140 mAmp) por Y0 min.. em gel de agarose i
0.8%. Utilizamos como marcadar de peso molecular DNA do
bactenofago » digerido com a enzima Eco RI. A presenga de
bandas com cerca de 20 ng de DNA era visualizada por
wransluminagéo do gel por radiagao ultravioleta.

Reaciio em cadeia da Polimerase (PCR): As sequéncias
iniciadoras de polimerizagio do DNA (primers) utilizadas no
experimento foram definidas a partir do segmento ITS-2 de
Caenorhabditis elegans (Genebank no XO 3680) (Ellis et alii.
1986} e denominadas ITS-2A: TTAGTTTCTTITCTCCGCT ¢
ITS-2B: TGAAATTTCGAACGAAT. A soluGio | (master-mix)
utilizou: 5ul de tampéo dituidor de Taqg DNA polimerase 10X
(10 mM Tris-HC1pH 8.4/ 50 mM KCI/2.5 mM Mg Ci2), 1 m]
(200 M) de cada desoximibonucleotideo (dT, dC,dG e dA),
5ul (1uM)deITS2-A e, Sul (1uM) deITS2-B.

Da solucdo | foram aliquotados 19 ul para cada tubo de
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reagdo. A este voluine somaram-se | ul da amostra a ser testada
fexceto no whe de controle negativo. no qual este volume
tora substitunde por dgua deionizada estéril), 29.3 ul de agua
deronizada estenl 1 30.5ul no controle negativo) ¢ 50ul de oleo
mineral. Aien go controle negatvo. incluimos entre as
UIMOsLras U seren estadas . extratos de DNA de Schistosoma
mansom. Ascaridia qumidae ¢ de larvas de Cvathostominae
como grupos extemos. Foi incluido também. amostra de DNA
de Caenorhubditis elegans. como controle positivo. Assim.
o preparo era levado a wrmocicladora de DNA (Perkin Elmer
Cetus 48K, estabelecendo primeiramente uma partida quente
(980 2 min.) e repouso a 94 °C pelo tempo necessario para
colocagdo daenzima Tag DNA polimerase (0.5ul para cada tubo

2.5unidades Perkin Elmer ). Logo apds iniciavam-se os ciclos
termas; Desnaturagao a 94°C por 1 min.: Anelamentoa 55 °C por
I min.e extensaoa 72°C por | min.. num total de 30 ciclos.

Eletroforese dos produtos de PCR: Analisamos 20% do
volume dos produtos de PCR (10 u]) corados peio tampio de
carregdmento o6xX ¢ submetidos a eletroforese em gel de agarose
nas segumies condigoes de corrida: ¥7 volts.z 140 mA, durante
70 minutos. em gel de agarose 2.0%, corado pelo brometo de
etideo (0. 5ug . ul)utilizando tampio borato-EDTA (TBE) 1 X. e
como padrio de peso molecular DNA do bacteriofagooX 174
RE digendo com a enzima Hae [11. A visualizacdo era feita por
transhinunagio do gel por radiagdo ultravioleta.

RESULTADQOS E DISCUSSAO

Daxs necropsias realizadas no campus do UFRRJ foram
recuperados 102 espécimes adultos de S, vielgarin (70 fémeas
e 32 machos) ¢ 23 da espécie S, cdemanrs (15 tdmeas ¢ ¥
machos). Daqueles procedentes de Londrina. 31 foram
wentiticados como S equinus (16 témeas ¢ 15 machos). 288
como S edentartise 36 como S, vidgarts (48 1@meas e 8 machos).

Ax larvas culvivadas foram assim identificadas: Em 10
amostras somente larvas de Crathostominae, em 2. larvas de
Crathostominae ¢ S. vulgaris. € emv | larvas de Cvathostominac.
de S. vudgaris ¢ de 8. equinus. As quantidades obtidas dos
sedimentos variaram de 2.500 a 137500 larvas.

Como resultado da extragio de DNA gendmico revelaram-
se em gel de eletrotorese. bandas em tomo de 21.000 pares de
bases. compativets com moléculas de DNA de alto peso
molecular (Frgura 1),

Alravés da reagdo em cadeia da polimerase, obtivemos
produtos amplificados de seqiiéncias de DNA com cerca de
240) pares de bases para as amosiras oriundas do género
Srrongvius. ja demonstrade anteriormente para produtos
amplificados de estrongilideos da Australia (CAMPBELL er
alii. 1895), Nossos dados ampliaram as informagdes ao
demonstrarem com esta analise a presenga de produtos
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amplificados com pesos moleculares semelhantes em exiratos
de DNA oriundos de Jarvas de Cvathostominae, ¢ a auséncia
em S munsoni e A. numidae, incluidos come coatroles
negativos por se tratarem de grupos externos. Obtivernos
amplificagdo de igual seqiiencia em DNA gendémico de €
elegans {contrele positivo ). v que demonstra a contiabilidade
dos resultados (Figura 2).

PB

7421 _
5.804 5643~

L

Figura 1 - (Eletroforese de DNA gendmico). A- Marcador de peso
molecular | DNA/Eco RI ; B- Ascaridia numidae. C- Shistosoma
manseni, D- L3 de Cyathostominae;E- Strongyius edentatus: F- 5.
equinus; G- S. vulgaris. e H- Caenorhabditis elegans. PB- Pares de
bases.

Figura 2 - {Eietroforese de produtos de PCR): A- Marcador de peso
molecular fx 174 RF DNA/Hae lil; B- Ascaridia numidae; C-
Shistosoma mansoni; D- L3 de Cyathostominae.E- Strongylus
edenlatus; F- S. equinus; G- S. vulgaris, e H- Caenorhabditis elegans.
PB- Pares de bases.

Dadas as minimas variagdes em termos de peso molecular
dos produtos amplificados a partir das seqiiéncias ITS-2 de
RDNA para as trés espécies pertencentes ao genero
Swrongylus, as perspectivas de aplicabilidade desta
metodologia para a analise espécic-especifica quer seja de
vermes adulios. ovos ou larvas possivelmeme implicara no
emprego da anilise da extensio do polimorfismo dos fragmentos
de DNA. obtidos pela digestao dos produtos de PCR. com
enzimas de restrigio (RELP-PCR}(GASSER er alii, 1994).
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Em adi¢@o. a clonagem e o sequenciamento de possiveis
seqléncias repetitivas de DNA com a elaboragido de novos
“primers” para serem wilizados em reagdes de PCR. podera s¢
revelar numa ferramenta promissora para identificagdo rapida
e precisa de Strongyvius spp.. uma vez que s ja definidas ndo
apresentam especificidade quanto aos géneros de
estrongilideos estudados.

SUMMARY

[ the present study the second internal transcribed spacer
(ITS-2) of the ribosomal DNA from Swrongvius spp. was
amplified by the Polvmerase Chain Reaction (PCR).
Comparisons were established for the amplification products
trom related organisms aiming to developed a methodology
that might allow a specific diagnosis of these nematode
parasites. The amplification of genomic DNA from adult worms
and larvae with primers based on the ITS-2 sequence from
Caenorhabditis elegans resulted in products with 244 base pairs.
No DNA amplification was observed when genomic DNAs from
Schistosema mansoni and Ascaridia numidae. organisms
considered outgroups. were included. Our data reveal a potential
application of this methodology for the diagnosis of these
parasutes. although additional studies will be needed towards
the definition of species-specific primer sequences.

KEY WORDS: Srongvius. species identificaton. ITS-2. RFLP-
PCR. Diagnosis.
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