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Introducdo 1

“Influéncia da idade da infeccdo de Strongyloides venezuelensis Brumpt, 1934 em ratos e

de fatores ambientais externos no desenvolvimento das formas de vida livre ©

1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Muito se discute sobre os fatores que determinam a freqgiiéncia do
aparecimento de adultos de vida livre em parasitas do género Strongyloides.

A direc@o do ciclo, se direto ou indireto, pode ser determinada por fatores
ambientais externos, pela linhagem do parasita, idade e intensidade da infeccio,
idade e sexo do hospedeiro.

O género Strongyloides foi definido em 1879 por Grassi, apés descoberta do
parasita feita por Louis Normand em 1876, quando examinava soldados regressos
da Cochinchina (atual Vietnd) que apresentavam quadro clinico com diarréia.

Atualmente sio descritas 52 espécies (GROVE, 1996), parasitando diferentes
grupos de vertebrados. Entre as encontradas em seres humanos e roedores podem
ser citados :

» S stercoralis (BAVAY, 1876) STILES & HASSAL, 1902 e S. fuelleborni
von LISTOW, 1905, por serem de interesse humano como agentes
etiolégicos da estrongiloidose.

e 5 ratti SANDGROUND, 1925 e S venezuelensis BRUMPT, 1934 em

EABOS.

o 5 myopofami ARTIGAS & PACHECO, 1933 em ratio do banhado

(Myocaster coypus).

ASPECTOS MORFOLOGICOS DO GENERO

Strongyloides apresenta dimorfismo sexual nas geractes de vida livre e na

geracdo parasita, sdo encontradas somente fémeas adultas.
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Os ovos das fémeas parasita e de vida livre sio idénticos, com formato
elipséide, medindo aproximadamente 40 x 70 pym. Sofrem varias divisdes e sdo
eliminados totalmente embrionados na fémea de vida livre, e os da fémea parasita,
em algumas espécies, sdo incubados no interior das criptas de Lieberkiihn da
mucosa duodenal e porgio inicial do jejuno. Nas espécies onde o ovo é o elemento
parasitario expulso nas fezes, este eclode no exterior, condicionando o surgimento
das larvas infectantes a um tempo minimo, dependendo das condicdes do meio ou
da cultura.

Apés a eclosio das larvas apresentam varios estagios de desenvolvimento,
sendo encontradas nas fezes ou no ambiente externo medindo cerca de 210 a 300
um. As larvas de 1° e 2° estagios possuem vestibulo bucal em formato de xicara, o
primérdio genital é nitido e o intestino acompanha toda a extenséo do corpo. O
esdfago é rabditéide, ocupando a terca parte do corpo.

As larvas filari¢ides ou infectantes (L 3) sdo capazes de penetrar na pele e

serem levadas a parasitar outros tecidos. Estas sdo longas e finas, com
aproximadamente 500 a 700 um de comprimento. Apresentam cuticula estriada e
um entalhe caracteristico na cauda. Neste estdgio ndo se alimentam, utilizando
apenas as reservas energéticas do seu organismo adquiridas durante a fase
rabditéide. O esdfago é cilindrico e reto (filaridide) sem bulbo posterior e é
sucedido de uin longo e estreito tubo digestivo que ocupa metade do seu tamanho.

- NOJIMA ef al (1987) verificaram que o comprimento do esdfago das larvas

filari6ides aumenta durante o trajeto migratério no hospedeiro.

Ja as laxrvas de 2° 3° e 4° estagios das formas de vida livre, passam por

processos de crescimento e na 4* muda se diferenciam em machos e fémeas . Estas
quatro mudas ocorrem no decorrer dos ciclos de vida livre e parasita.

As 14 e L5 das formas parasitas, como observado experimentalmente em
ratos infectados com Strongyloides venezuelensis, diferem dos adultos
principalmente no tamanho do corpo e na imaturidade das gonadas (CASTANHO,

1983). As L4 e L5 se desenvolvem no interior do hospedeiro, sendo que as L5 ja séo
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adultos jovens, ndo sofrendo mais mudas até o desenvolvimento completo na
mucosa intestinal.

A féemea de vida livre apresenta esdfago rabditéide, com 1,5 mm de

comprimento e tem similaridade com a fémea parasita quanto ao sistema
reprodutor, excetuando o nimero de Ovos no interior do ttero, que sdo em maior
numero.

O macho de vida livie é menor que as fémeas e tem 0,7 mm de

comprimento, com cauda recurvada. O esofago é rabdit6ide prolongando - se com
o intestino, que percorre todo o corpo. O sistema reprodutor apresenta um par de
espiculos copulatorios, sustentados pelo gubernaculo. Na regido da cauda existem
6 pares de papilas e uma tunica papila pré - cloacal. Sdo encontrados
exclusivamente no ambiente externo nas geragdes de vida livre.

FAUST (1933) descreveu o encontro de machos, no interior do trato
digestivo e respiratorio (pulmdes e bronquiolos) de ces. Para o autor, as fémeas
seriam inseminadas nos pulmdes e depois migrariam para seu habitat intestinal.
Estes machos, encontrados em baixo niimero, teriam vida efémera. No entanto,
pelas varias evidéncias existentes (NIGON & ROMAN, 1952) € muito mais
coerente aceitarmos a nio existéncia deste tipo de macho. GRAHAM (1936)
infectou ratos com uma unica larva de Strongyloides ratti, demonstrando nao

haver necessidade do macho parasita para completar o ciclo.

extremidades afiladas e cerca de 2,2 a 3,7 mm de comprimento. A boca é pequena,
hexagonal, envolta por 6 papilas. O esdfago ¢ filaridide. A vulva esté situada na
terco posterior do corpo, da qual parte um ftero anfidelfo e ovarios que poderdo
estar espiralados ou ndo com o intestino, de acordo com a espécie . O namero de
ovos é bem menor que a fémea de vida livre. Sdo encontradas no hospedeiro

inseridas no interior das criptas de Lieberkiihn.
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DETERMIN ACAO DOS CICLOS DE VIDA

As espécies de Sfrongyloides séo notdveis na sua habilidade em manter-se,
alternando geracdes diretas ou homogénicas, em ciclos parasitas ou em repetidas
geracdes de wvida livre, de maneira indireta ou heterogdnica, indefinidamente
dependendo da espécie e das condigbes externas encontradas. Sdo muito
discutidos os fatores que levam as larvas rabditéides a se encaminharem para um
dos dois ciclos: direto ou indireto. Intimeras pesquisas tem sido feitas para tentar
explicar esta duplicidade de ciclos.

As formas de vida livre vivem no solo rico em matéria organica e as
parasitas se instalam na mucosa duodenal e na parte inicial do jejuno. Os ovos
produzidos por estas tltimas séo levados, através das fezes, para o meio externo
onde eciodem larvas rabditoides (L 1).

A partir deste estagio dois tipos de desenvolvimento podem ser seguidos : o
homogonico ou direto, onde as larvas L 1 sofrem transformactes passando por 2
mudas até tornarem - se L 3 filaridides, que invadem novos hospedeiros por

penetracio cutinea e completam o desenvolvimento, passando por mais duas

mudas. No tipo heterogbnico ou indireto, as larvas (L 1) passam por 4 estagios,
atingindo a maturidade como machos e fémeas de vida livre. O caminho de ovo
até 1.3, neste caso, é idéntico ao ciclo direto. Assim, apesar de ser um parasita
obrigatério, parte significante do ciclo de vida de Strongyloides ocorre fora do
hospedeiro. Existe uma vantagem pratica deste ciclo para o pesquisador, pois as
formas de vida livre podem facilmente desenvolver - se em laboratério, em cultura
de fezes de animais infectados.

Este ciclo é partilhado por todo o género. Entretanto, ha diferengas
especificas quanto ao nimero de geracgdes produzidas pelos adultos de vida livre.
Em S planiceps (parasita de felinos) foi encontrado até 09 geracdes, enquanto em
S. stercoralis foi observada apenas uma tnica geragdo (YAMADA ef al, 1991). Em

S. ratfi, ndo se encontrou mais que uma geracdo de vida livre (VINEY, 1999).



Introdugéo 5

No trabalho de MORAES (1948), todas as larvas rabditéides oriundas das
fémeas de vida livre de S avium, evoluiram para L 3 infectantes, ndo tendo sido
observada outras geracbes de adultos de vida livre. A presenca de mais de uma
geracdo foi incomum. CASTANHO (1983) constatou que o surgimento de adultos
de vida livre em S. avium é bastante raro.

Este fato pode ter sido influenciado em fungio das condicbes ambientais
(HANSEN et al,1969).

No desenvolvimento indireto, afirma-se ndo haver uma cépula perfeita com
fecundacdo do 6vulo da fémea pelo espermatozéide do macho, mas apenas uma
ativacdo do esperma (pseudofertilizacédo) no interior do citoplasma do 6vulo, néo
ocorrendo, portanto, a fusdo de nicleos para producidoc de um zigoto.

A reproducio, para estes autores, & considerada pseudogamica
(HAMMOND & ROBINSON, 1994; ZAFFAGNINI, 1973) e ocorre por
partenogénese meibtica (ZAFFAGNINI, 1973; CABLE, 1971), ou partenogénese
meidtica seguida de pseudofertilizacio obrigatéria (TRIANTAPHYLLOU &
MONCOL, 1977). Se as conclusdes estiverem corretas, a descendéncia proveniente
deste cruzamento poderia somente herdar material genético da fémea. A existéncia
de machos que nfo contribuem geneticamente para as préximas geracdes
dificultam o entendimento em termos evolutivos.

Uma evidéncia relevante foi encontrada em formas de vida livre de S. rat#/
por VINEY ef al (1993). Foi observada a ocorréncia de “crossing — over” entre os
cromossomos paternos e maternos por ocasido da reprodugio sexuada, de forma
que a hipotese da pseudogamia, anteriormente considerada por outros autores,
seja descartada.

O ciclo do S rafti demonstra que andlises genéticas sdo de notavel
importancia nos estudos da biologia bésica destes parasitas, em particular para

identificacdo de genes envolvidos na geracdo parasita.
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CICLO NO HOSPEDEIRO

O ciclo no hospedeiro inicia-se com a penetracéo das L3 do solo através do
tegumento. Ultrapassada esta barreira, as larvas atingem os vasos sangiiineos,
chegam ao coracéo, de onde seguirdo para as artérias pulmonares. Passando pelos
capilares sanguineos, atingem os alvéolos, migram pela arvore bronquica até a
faringe quando, por degluticdo, atingem o intestino delgado e se instalam na
regido do duodeno e jejuno, atingindo a maturidade como fémeas parasitas e
iniciando a oviposicdo.

Uma wvez infectado, pode ocorrer auto - infecgdo no homem gquando
particulas de fezes aderidas a regido anal durante um certo periodo de tempo,
promovem a evolucdo das larvas rabditéides em L 3 e estas reinfectariam
novamente o mesmo hospedeiro (GROVE, 1996). Na opinido de outros, um
retardamento no percurso do bolo fecal permitiria que a larva se torne filaridide
ainda dentro do intestino, penefrando pela parede intestinal.

E importante ressaltar que nas espécies que eliminam ovos nas fezes a auto -
infeccdo ndo acontece.

GILL & BELL (1979), GROVE (1980) e PELLETIER (1984) relataram sintomas
associados a estrongiloidose em trabalhos com ex - prisioneiros sobreviventes da
Segunda Guerra Mundial, devido a situacéo por eles vivida nos locais de batalha,
onde as condicbes sanitarias e de higiene eram precarias, muitos anos apés ©
retorno aos seus paises de origem.

As evidéncias ndo possibilitaram apontar se tal fato ocorreu devido a auto-
infeccdo do parasita ou se a longevidade das fémeas parasitas no interior do
hospedeiro teriam alguma relacdo com o aparecimento de sinais clinicos. Isto
explicaria talvez o porqué de pacientes permanecerem infectados por longos
periodos sem estarem em contato com os focos da doenga.

NOLAN & KATZ (1981) e KAWANABE et al (1988) observaram outro
modo de infeccdo, por via transmamaria. BROWN & GIRARDEAU (1977)
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relataram o encontro de larvas L3 de Sfrongyloides sp. no leite de uma parturiente
quatro dias apo6s o parto. Provavelmente as larvas migrariam pelo organismo da
mae, apds penetrar pela pele e a transmissdo ocorreria quando a mée se infectasse

préximo ao parto ou durante a amamentacéo.

INFLUENCIA DE FATORES AMBIENTAIS EXTERNOS

Varios trabalhos mostram que se deve entender como condicOes externas,

favoraveis ou ndo, ao aparecimento de adultos de vida livre fatores como :

¢ Granulagdo ¢ pH do meio externo ou de cultura - Segundo GALLIARD
(1967), a natureza da cultura influencia a direcdo do ciclo, podendo ser este ora
direto, ora indireto em S fuelleborni. pHs menores que 59 ou maiores que 7,2
favorecem a diferenciacédo das larvas para 1.3 infectantes, enquanto pHs préximos
ao neutro favorecem o desenvolvimento de formas de vida livre.

¢ Acidos graxos presentes nas culturas de fezes interferem em mudancas
fisiologicas das larvas rabditéides (L. 1) de 5. rafti determinando a direcdo do
desenvolvimento para L 3 infectantes e adultos de vida livre e a sobrevivéncia dos
mesmos. Na presenca de 4cido linoléico ocorre um aumento do ntimero de L1 nas
culturas, havendo uma diminuicdo na quantidade das fases larvais seguintes. O
acido eicosapentandico aumentou o nimero de 1. 3 infectantes (MINEMATSU et
al,1990).

¢ Taxas de O, e concentracdo de CO; - TAYLOR & WEINSTEIN (1990)
verificaram que o aumento da concentracdo de CO; inibe o desenvolvimento das
L3 infectantes, enquanto concentragdes variando entre 5 e 7,5% de COs favorecem o
direcionamento das larvas para adultos de vida livre.

Trabalhando com S. fuelleborni, HANSEN et al (1969) verificaram que o meio
de cultura anaerobico propicia o surgimento de formas de vida livre, enquanto que

as 1.3 infectantes de ciclo direto sdo mais prevalentes em meios aerébicos.
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¢ Temperatura - GALLIARD (1967) e SOROCZAM (1977) consideraram
que a duragao do ciclo indireto de 5. sfercoralis varia de acordo com a temperatura,
sendo bem sucedido somente em temperaturas elevadas. Em culturas mantidas em
regides de clima temperado em torno de 16° C, o ciclo é exclusivamente direto, e
em clima tropical (temperaturas superiores a 200C) apresentam ciclo indireto.

A temperatura exerce um efeito significante na proporgdo e nos tipos de
formas de vida livre em culturas. Segundo NWAORGU (1983), fémeas de vida
livre sdo mais numerosas em culturas mantidas a 30°C e L 3 infectantes a 20°C.
ARIZONO (1976) usou a temperatura como fator determinante em relacdo ao
tamanho das larvas de S, planiceps, sugerindo que a temperatura pode influenciar
na atividade alimentar das larvas ou ter efeito direto na fisiologia destas, apesar de
ndo ser possivel diferenciar larvas de 10 estagio que evoluirdo para fémeas de vida
livre ou para larvas filariéides. As gonadas das L 1 que evoluirdo para fémeas de
vida livre aumentam de tamanho, enquanto as L 3, antes da primeira muda, néo
sofrem alterag&o. TSUJI & FUJISAKI (1994) confirmaram que o choque térmico em
culturas de larvas filaridides in vifro ocasionam mudancas morfolégicas e na
composi¢do protéica da cuticula.

¢ Viabilidade de alimento - A quantidade de matéria organica disponivel no
ambiente, consumida pelas larvas rabditoides e adultos de vida livre de &
fuelleborni, favorece o estabelecimento de um ciclo direto (GALLIARD, 1967).

LITTLE (1962) verificou que fémeas parasitas produziam, dois tipos de ovos,
através de mecanismos citolégicos diferenciados que se desenvolveriam para
machos, enquanto outro para fémeas adultas de vida livre ou larvas filaridides
(L3), dependendo das condi¢oes de cultura. ARIZONO (1976), YAMADA ef al
(1991) e VINEY ef al (1993) confirmaram a influéncia de condicBes externas
favoraveis ao aparecimento de adultos de vida livre.

YAMADA et al (1991) confirmaram que, em laboratério, algumas geracdes

de vida livre ndo conseguem se manter indefinidamente, talvez pelo fato de que os
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adultos de vida livre venham sofrer mudangas bioquimicas ou genéticas causadas

por fatores externos nido adequados.
FATORES GENETICOS DO PARASITA

SANDGROUND (1926} e KRIES (1932) observaram que o desenvolvimento
da descendéncia tanto para adultos parasitas quanto adultos de vida livre ou para
L 3 infectantes era determinado geneticamente, dependendo da quantidade de
ovos fertilizad os. NIGON (1965) considerou que a prevaléncia de um ciclo sobre o
outro tem base genética ¢ pode ser modificada por condi¢des de vida das geragdes
seguintes.

Para MONCOL & TRIANTAPHYLLOU (1978) a determina¢do sexual ocorre
durante a cogénese.

Estudos genéticos em algumas espécies tem colaborado para uma melhor
compreensdo deste assunto. Citologicamente o pré - niicleo feminino teria um
namero dipléide (2n) de 4 cromossomos. A fusdo com o pré - nicleo hapléide (n)
do macho produziriam varios zigotos tripléides (3n) destinados a serem L3 e de se
tornarem fémeas parasitas. O aparecimento de machos sobre a descendéncia destas
fémeas deve ser considerado uma peculiaridade (MONCOL &
TRIANTAPHYLLOU,1978). Neste caso entretanio, ocorrerd apenas uma geracio
de adiddios de ARE TREE, _

Para CHANG & GRAHAM (1957), em S papillosus, o ciclo seria pré -
determinado ja na embriogénese .

BOLLA & ROBERTS (1968), assim como ALBERTSON et al (1979)
descreveram a gametogénese em trés espécies de Strongyloides e analisaram que
os machos sofreriam uma distribuicdo atipica de cromatina ou uma provavel
fragmentacdo cromossdmica para a producido de adultos parasitas com 2n = 5

CTOmMOsSsomos.
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Nos trabalhos de VINEY ef al {1993) e VINEY (1994) foi salientado que a
anfimixia (produgio de gametas masculinos e femininos) ocorria normal e
regularmente em linhagens de laboratério de S ratti. O mecanismo mais aceito
para a determinagéo sexual seguiria 0 modelo XX - X0 (VINEY, 1999) sugerindo
que:

s fémeas parasitas XX gerassem descendéncia também XX que poderiam
desenvolver-se em duas formas: fémeas de vida livre ou por
desenvolvimento direto, em L 3 infectantes.

e fémeas parasitas XX gerariam machos X0 por ndo - disjuncdo e estes,
subsequentemente, desenvolveriam somente em machos de vida livre.

Portanto, toda a progénie do cruzamento entre machos (X0) e fémeas (XX)
sdo aparentemente fémeas.

MONCOL & TRIANTAPHYLLOU (1978) observaram que a presenca dos
machos de vida livre influencia a oogénese ou embriogénese do parasita.

Evidéncias genéticas experimentais tem mostrado que os parasitas que
desenvolvem por ciclo direto se reproduz somente por partenogénese mitotica.
Parasitas que desenvolvem por caminho indireto alternam entre reprodugio
mitética do estagio parasita e reproducdo sexual dos adultos de vida livre.

TRIANTAPHYLLOU & MONCOL (1977), estudando linhagens de S

ransomi e S. papillosus observaram similaridade citogenética entre eles e a

‘existéncia de cromossomos Neo - X'e Neo - Y. O cariétipo destas espécies pode ser

definido como: 2 A + 2 Neo - X = fémea, sendo A 0s cromossomos autossomos.

O cari6tipo do macho é o mesmo, mas o cariétipo funcional é observado
somente durante a espermatogénese, onde um dos cromossomos Neo - X ¢
fragmentado e um destes fragmentos (aparentemente do X original) é diminuido
em S, ransomi. O verdadeiro caridtipo funcional do macho pode ser considerado
como sendo: 2 A+ 1Neo-X+1Neo-Y.

O espermatozéide de S ransomi pode ser de dois tipos principais: A + Neo -

XeA+ Neo-7Y.
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A diregéo da evolucdo desses cari6tipos precisa ser melhor estudada, mas o
fato que o oocito de uma espécie pode ser ativado pelo espermatozoéide da outra e
vice-versa, é indicativo da estreita relacdo entre 5. ransomie S. papillosus.

Fatores ecologicos juntamente com fatores imunolégicos do hospedeiro
podem ser decisivos na determinacdo da direcio do desenvolvimento.

Entdo, vermes que se reproduzem sexuadamente entre linhagens diferentes

podem ser comparados para determinar as vantagens deste tipo de reproducéo.

IMUNIDADE DO HOSPEDEIRO

GEMMIL ef al (1997), trabalhando com S ra##i argumentaram que o estado
imune do hospedeiro pode determinar a sexualidade em nematodeos parasitas.
Estes autores demostraram que as larvas provenientes das fezes dos hospedeiros
mutantes hipotimicos submetidos a corticéides, a irradiacido gama e a exposicdo
prévia ao parasita tinham adquirido protecdo imune. Esta imunidade determinante
da sexualidade é consistente com a idéia que a reprodugdo sexual dos parasitas é
adaptativa em face da imunidade especifica, hipotese esta que, se verdadeira,
contribuird para o entendimento das conseqiiéncias clinicas e epidemiol6gicas da
doenca.

Em & ratfi a resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro pode causar

-alteracbes - morfoldgicas  (reducdo de tamanho) e “biolégicas (redugdo de
fecundidade) nas fémeas parasitas (MOQBEL & McLAREN, 1980; MOQBEL et al,
1980).

VARJU (1966) apud CASTANHO (1983) apontou uma relacio entre a
imunidade do hospedeiro e a tendéncia ao tipo de ciclo. Na sua opinido, o modo
de desenvolvimento larval do Strongyloides esté correlacionado ao aparecimento
de imunidade no hospedeiro. Em porcos infectados houve a inversdo do ciclo
direto para o indireto quando anticorpos anti - Strongyloides atingiam niveis mais

elevados. Quando a imunidade baixava, o ciclo retomava o tipo direto. Onde os
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altos indices de anticorpos prevaleciam, era comum o encontro de fémeas parasitas
de tamanho pequeno. Existiriam razdes para supor que a producio de ovos que
originariam formas de vida livre é iniciada pelo dano sofrido pelo parasita no seu

metabolismo, influenciando a oogénese.
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2. OBJETIVOS

Estudar a influéncia de alguns fatores relacionados ao hospedeiro vertebrado, ao
parasita € ao meio de cultura, no desenvolvimento das geracdes de vida livre de
Strongyloides venezuelensis
a) idade e sexo do hospedeiro vertebrado;

b) intensidade e duragdo do parasitismo;

c) proporgdo do meio de cultura (carvdo animal granulado) em relagdo a quantidade de
fezes.
O tamanho de fémeas e de larvas delas oriundas s30 os parAmetros utilizados para

constatar a influéncia dos diferentes fatores no desenvolvimento das fémeas de vida livre.
Serdo feitas associagdes entre tamanho de adultos parasitas, tamanho de larvas, meios

de cultura e mamero de fémeas de vida livre em cada grupo experimental.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1, LINHAGEM DO PARASITA

Foi utilizada a linhagem de Stromgyloides venezuelensis (F11), isolada de Rartus
norvegicus, coletado no campus da UNICAMP em maio de 1986 e, mantida, desde entfo,

em ratos Wistar machos, por inje¢do subcutinea.

3.2. LINHAGEM DO HOSPEDEIRO

Os trabalhos foram desenvolvidos em ratos heterogenéticos Wistar, SPF, machos ¢
fémeas, com 30 e 60 dias de idade fornecidos pelo CEMIB (Centro de Bioterismo) da
UNICAMP.

3.3. OBTENCAO DE LARVAS FILARIOIDES E ADULTOS DE VIDA LIVRE

De fezes colhidas dos ratos infectados foram feitas culturas homogeneizando as
fezes em agua e misturadas com carvdo animal granulado na proporgdo de 1:1 (1.OOSS,
1911). A mistura de carvao e fezes foi mantida umedecida a temperatura ambiente.

No 3° dia de cultura, as larvas filaridides e/ou fémeas de vida livre foram recolhidas
pelo método de Rugai (RUGAI et al., 1954) e utilizadas para infec¢iio ou mortas pelo calor
e fixadas em TAF.

3.4. INFECCAQ DOS RATOS
As larvas filaridides obtidas por cultura de fezes e isoladas pelo método de Rugai,

foram quantificadas e uma aliquota de aproximadamente 0,3 ml com mimero variavel de

larvas, usadas para infecgfo individual dos ratos por injego subcuténea.
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3 5. NECROPSIA DOS RATOS

Os ratos infectados foram mortos por deslocamento cervical e necropsiados nos 7°,
14° ¢ 21° dias pés - infecglo, isolando o duodeno em placas de Petri contendo solugdo
salina 0,15 M. O duodenc de cada rato foi seccionado longitudinalmente e, apos leve
raspagem da mucosa, foi incubado por 30 minutos em estufa de cultura a 37 °C. Apos esse

periodo, as fémeas parasitas foram recolhidas, mortas pelo calor e fixadas em TAF.
3.6. MORFOMETRIA DE ADULTOS E LARVAS

As fémeas parasitas e as larvas filaridides (L 3) fixadas, foram desenhadas em
cimara clara e medidas com auxilic de curvimetro e mesa digitalizadora Digigraf Itautec
acoplada ao computador. Foi utilizado o programa idealizado pelo Prof. Eduardo Buzzatto,
do Departamento de Computagdo do Instituto de Matematica, Estatistica e Ciéncias
(IMECC) da Computagio da UNICAMP.

Foram também contados os ovos presentes no Utero das fémeas recém — coletadas.

Baseado nos trabalhos de LITTLE (1966) foram feitos, para as fémeas parasitas, as
seguintes medidas, em um (FIGURA 1) :

CT = comprimento total

CE = comprimento do eso6fago

CV = abertura da vulva (distincia da extremidade anterior ate¢ a vulva)

AN = comprimento da cauda (distincia da abertura do anus até a ext;emidade
posterior)

As fémeas foram observadas em microscopio optico com aumento de 100X

Nas larvas filaridides foram feitas as seguintes medidas, em um (FIGURA 2):

CTF = comprimento total

CEF = comprimento do esdfago (distancia da extremidade anterior até o esdfago)

CCF = comprimento da cauda (distincia do &nus até a extremidade posterior)

LAF = largura (medida na regio mediana do esfago)

As larvas foram observadas em microscopio optico com aumento de 200X,
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As medidas de comprimento total (CTF) e esdfago (CEF) foram feitas com
curvimetro ¢ o comprimento da cauda (CCF) e largura (LAF) em mesa digitalizadora.

As fémeas de vida livre ndo foram submetidas a mensuragio.

3. 7. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram formados 4 grupos experimentais:
1. RW60 — 30 ratos Wistar machos de 60 dias de idade, divididos em 5 grupos de 06

animais, infectados individualmente com 3500 larvas filaridides de Strongyloides
venezuelertsis.

No 7°, 14° e 21°dia pos - infecg@o foram colhidas fezes para pesquisa de adultos de
vida livre em culturas. Para cada dia de observacio foram feitas culturas com diferentes
quantidades de carvdo animal granulado, pesadas proporcionalmente de acordo com a
quantidade de fezes, obedecendo as proporgdes de 9 : 1, 6 : 1 e 3 : 1 carvio: fezes,
respectivamente. O namero de L 3 foi estimado por amostragem e as fémeas de vida livre
foram contadas manuaimente.

Em cada dia de observag@io, 2 ratos foram sacrificados para colheita de vermes
adultos. Trinta fémeas parasitas, de cada dia de necrdpsia, foram separadas para
morfometria.

2. RW30 — 60 ratos Wistar machos de 30 dias de idade, separados em 10 grupos de 06

animais, infectados individualmente com 3500 larvas filaridides.

3. RW500 —18 ratos Wistar machos de 30 dias de idade, divididos em 03 grupos de 06

animais, infectados individualmente com 500 larvas filaridides de Strongyloides
venezuelensis.
4. FW30 30 ratos Wistar f€meos com 30 dias de idade, divididos em 05 grupos de 06
animais, infectados individualmente com 3500 larvas.
Nos grupos RW30, RW500 e FW30 os procedimentos para colheita de larvas L 3,

fémeas de vida livre e fémeas parasitas foram os mesmo, ja descritos para RW60.
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3 8. ANALISE DOS DADOS

Para testar as possiveis diferencas entre as médias dos adultos e das larvas
filaridides entre os diferentes grupos nos trés dias de infecgio, utilizamos o teste de
compara¢des multiplas de Duncan.

Para as analises de varidncia usamos os procedimentos PROC GLM (Modelos
Lineares Gerais) ¢ PROC CORR para a correlagdo de Pearson, ambos do programa SAS
System (SAS, Inc. 1986).

Para todos os testes realizados a hipotese nula foi de que ndo existe diferenca entre
os grupos ¢ nos diferentes dias de infecgdo, sendo adotada como regra de decisdo : néo
rejeitar a hipotese nula se p < 0,05 (5%) e rejeitar a hipdtese se p > 0,05, onde p € a

significancia encontrada.
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Figura T - Medidas da fémea parasita de Strongyloides venezuelensis. A - E =
comprimento total (CT); A -B = comprimento do eséfago (CE); A -~ C = abertura da
vulva (CV); D — E = &nus (AN) e F = ovo no interior do utero (Original de LITTLE,
1966).
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H

Figura 2 - Medidas da larva filaridide de Strongyloides venezuelensis. A - B

comprimento total (CTF); A - C = comprimento do estfago (CEF), D - B
comprimento da cauda (CCF) e E - C=largura (LAF).
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4, RESULTADOS

Na TABELA 1 estio expressos as medidas médias dos vermes adultos nos
diferentes grupos experimentais.

O comprimento médio (CT) dos vermes recolhidos no 7° dia de infec¢do no grupo
RW30, foi de 34687 um, o es6fago (CE) ocupou pouco menos que um terco do
comprimento (26,1 % do comprimento total), a vulva esta localizada no inicio do tergo
posterior ¢ a cauda (AN) ocupa 0,3 % comprimento total do verme. Os vermes deste
mesmo grupo quando recolhidos no 14° e 21° dia pos — infecg@o mostraram comprimento
médio menor, o esdfago ocupando um terco em pouco mais do comprimento,
respectivamente 30,3 % e 33,4 % do comprimento total, a vulva se abrindo no tergo
posterior, mas um pouco mais afrds em relacio a extremidade anterior. Observa-se ainda,
pelas medidas do 21° dia, que houve diminui¢3o da distincia entre vulva e nus, uma vez
que a medida do &nus foi tomada entre a abertura do dnus e a extremidade posterior.

A analise estatistica mostrou que a diferenca de comprimento nos diferentes dias de
infeccdio ¢ estatisticamente significativa (p = 0,0001), formando grupos nitidamente
distintos pela comparacéo multipla de Duncan.

Se o tamanho dos vermes diminui com o tempo de infeccdo, diminui também o
nimero médio de ovos presentes no Gtero das fémeas (TABELA 2) , com 6,52 ovos/fémea
no 7° dia e apenas 2,72 ovos/fémea no 21° dia. Houve uma diminuigio de 3,8 ovos no 21°
dia em relagdo ao 7° dia. Mas, o teste de Pearson ndo mostrou correlagdo entre o namero de
- ovos e o comprimento. dos. vermes,. com. coeficientes de 0,45085; 0,53690 e.0,5282 .
respectivamente nos 7°, 14° e 21° dias. Mostraram o mesmo padrdo de medidas para
esdfago, vulva e &nus, ou seja, esdfago ocupando menos que 30 % no 7° dia e
ultrapassando os 30 % nos dias 14 e 21 poés — infecclio, a vulva se distanciando levemente
no 14° dia e aproximando no 21° dia, dnus se mantendo praticamente na mesma posi¢io.

Os vermes do grupo RW60 mostram diferenca entre os varios dias de infecgéo (p =
0,0001), diminuindo de comprimento em infecgdo de 14 dias e aumentando um pouco 1o
21° dia, formando trés grupos distintos.

No entanto, o comprimento dos vermes nos varios dias de observagio (exceto no

21° dia) foi menor quando comparado com os demais grupos (TABELA 1) e mostrando
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diferenca significativa em todos os dias de observagio, exceto no grupo citado
anteriormente (RW30 — 21 dias). Ao comprimento menor dos vermes do grupo RW60
observa - se que o namero de ovos/fémea no 7° dia passou de 4,07 ovos/fémea para 1,90
ovos/fémea no 21° dia (TABELA 2).

O mimero de ovos deste grupo foi sempre inferior comparado aos de hospedeiros
vertebrados mais jovens. Somente no 14° dia pdde - se observar uma fraca correlagio entre
comprimento € numero de ovos (r = 0,61522). Os valores do coeficiente de correlagio no
7° e 21° dia foram r = 0,24831 e 0,50196 respectivamente.

Nos vermes do grupo RW500 observa - se, pela TABELA 1, que o esdfago ocupa
apenas 23,9 % do comprimento total no 7° dia, apresentando tamanho menor que nos dois
grupos anteriores, aumentando um pouco o comprimento nos 14° e 21° dias, mas continua
curto, ao contrario dos dois grupos anteriores, ndo atingindo 30 % do comprimento do
corpo. A vulva se localiza aproximadamente 4 mesma distancia nos dias 7° e 14° e encurta
um pouco no 21° dia. A posicdo do &nus ndo sofreu alteragio nos varios dias de
observacio, apesar da diminuigéo de comprimento.

O comprimento total do verme apresenta diferenga significativa (p = 0,0001) nos
diferentes dias de observacdo, ndo demonstrando, no entanto, diferenga estatistica (teste
Duncan) entre os 14° e 21° dias e entre os 7° e 21° dias. Quando se compara 0s vermes
deste grupo com os vermes de grupos anteriores, observa — se que apresentam maior
comprimento tanto no 7° dia como no 14° dia. As medidas deste grupo mostram diferencas
estatisticas significativas em relagdo aos outros grupos em todos os dias de observagao.
~ Osvermes deste grupo apesar de apresentarem comprimento maior, ndo sdo os que
mais Ovos apresentaram por féméé. Ao .cor.xtrﬁr.i(.) c.i.os. .d.e.n.rl.ais. glﬁpoé; 6 .n.{z.mérb de
ovos/fémea foi maior no 14° dia de observagio. Também neste grupo ndo se observa
correlagio entre comprimento total e nimero de ovos, com r = 0,20982; 0,44605 ¢ 0,18181
respectivamente no 7°, 14° e 21° dias.

Nos adultos recolhidos de FW30 (TABELA 1) o esdfago ocupa 254 % no
comprimento total no 7° dia, atingindo 30 % no 14° e 21°. A vulva esta situada no terco
posterior ocupando 66,8 % do corpo no 7° dia, desloca — se ligeiramente para tras no 14°
dia e no 21° dia esta novamente ligeiramente para frente, em posicdo semelhante a do 7°

dia.
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A média do comprimento de 3433,3 um no 7° dia diminui no 14° dia, aumenta no
21° dia, embora a medida do 21° dia continue menor que o do 7° dia. Essas diferencas sdo
estatisticamente significativas (p = 0,0001).

Ao se comparar ¢ comprimento médio dos vermes deste grupo, observa - se que
difere dos grupos RW60 e RW500, mas nfio de RW30 no 7° dia. Nos 14° e 21° dias
diferem de todos os grupos.

Em relagdo ao nimero de ovos/fémea ocorre, como nos demais grupos anteriores,
diminuicio com tempo de infecgdio. No 7° dia o nimero de ovos de FW30, cujo tamanho
das fémeas nd@o diferiram estatisticamente de RW30, ¢ bem menor em relacio a RW30 ¢
gradualmente diminui nos dias 14° e 21°. Os valores do coeficiente de correlagdo entre
comprimento € numero de ovos ndo foram significativos, com r = 0,33180; 0,46049 ¢
0,17127 para 7°, 14° e 21° dia respectivamente.

As medidas das larvas oriundas da cultura de fezes dos ratos infectados dos
diferentes grupos em diferentes dias estdo expressas na TABELA 3. As larvas de RW30
medem no 7° dia 683,9 um de comprimento (CTF), apresentam esdfago filaridide (CEF)
ocupando quase a metade do comprimento da larva (45,4%), cauda curta (CCF), ocupando
57 % do comprimento total. As larvas colhidas nos 14° e 21° dias de infecgdo
apresentaram @ mesma proporcio dos Orgdos que no 7° dia, mas os comprimentos s3o
diferentes (p = 0,0001).

As larvas colhidas no 14° dia sdo praticamente do mesmo comprimento e as de 21°
dia menores que as de 7°. A analise estatistica mostrou que larvas de 7° e 14° dias néo
diferem significativamente entre si, mas ambas diferem das de 21° dia. Assim, neste grupo
as larvas oriundas de infeccdo com 21 dias apresentaram comprimento menér. -

Fémeas do grupo RW60 originaram larvas com esoéfago também ocupando quase a
metade do comprimento total nos varios dias de observagdo. Mas, as larvas deste grupo
mostraram cauda mais longa, ou seja, o anus localizado a uma distdncia maior da
extremidade posterior. Estas larvas poderiam ser descritas como larvas mais curtas com
cauda mais longa, € as de 21° dias ainda ligeiramente mais largas.

Em relagdo ao tamanho (TABELA. 3) nos varios dias de observagdo verifica - se que
as larvas apresentam valores muito proximos, apesar das larvas do 14° dia apresentarem

comprimento um pouco maior, que os de 7° e 21° dia (p = 0,0477) .
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Quando se compara o tamanho das larvas deste grupo (RW60) com os dos demais,
verifica — se que apresentaram comprimento médio menor, em todos os dias de observagio,
comprovado pelo resultado do teste de comparagSes multiplas de Duncan. Essa diferenga
foi bastante nitida no 7° dia, onde larvas eram oriundas de ratos mais jovens, machos ou
fémeas.

Larvas oriundas de RWS500 apresentaram esbfago ocupando cerca de 45 % do
comprimento da larva, a semelhanca dos dois grupos anteriores. Diferiram, no entanto, no
comprimento da cauda, mostrando comprimento intermediario entre os grupos RW30 ¢
RW60, ocupando entre 6.4 % a 7,1 % do comprimento total, ligeiramente maior no 21° dia.
A largura da larva (LAF) foi semelhante nos trés dias de observagdo, ndo diferindo dos
outros grupos, exceto no 21° dia de RW60.

O comprimento das larvas deste grupo variou significativamente nos dias de
observagdo (p = 0,0002), atingindo 704,2 pm no 14° dia, mas as medidas medias do 7° ¢
21° dia, foram praticamente iguais, porém, significativamente diferentes do 14° dia.

Nas larvas de FW30 os comprimentos do es6fago, da cauda e a largura foram muito
semelhantes aos de RW500, o esdfago ocupando entre 6, 9 a 7,4 % do comprimento total,
sendo maior no 14° dia.

O comprimento total das larvas variou significativamente nos diferentes dias de
observacdo (p = 0,0001), maior no 21° dia, embora as medidas do 7° e 14° dia n#o
diferiram entre si. As larvas originirias de FW30, ao contrario dos outros grupos,
apresentaram comprimento maior no 21° dia de infeccdo e ndo no 14°. Os valores médios
de comprimento no 21° dia foi o maior entre os grupos estudados, diferindo deles.

A estimativa do mamero de larvas filardides obtidas das culturas de fezes .c.lo"s
grupos/dia foi feita por amostragem e esta expressa na FIGURA 3.

A FIGURA 4 mostra o numero médio de fémeas de vida livre presentes nas mesmas
culturas.

Nio foi feita contagem de larvas no grupo RW30 por falha técnica. Observa - se na
FIGURA 4, que o namero médio de fémeas de vida livre aumenta muito a medida que as
infeccdes vdo se tornando mais antigas, passando de 3,4 (média do namero de
fémeas/réplica) no 7° dia para 37,2 e 46,4 no 14° e 21° dias, um aumento de mais de 10

vezes ¢ 13,6 vezes respectivamente (TABELA 4).
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As FIGUIRAS 3 e 4, mostram que RW60 produziu uma quantidade muito grande de
larvas filaridides em culturas feitas com infecgdes de 7 dias de idade, chegando 138.400, 0
larvas. Mas esse numero decresceu muito no 14° dia pouco mais que 1/3 do nimero do 7°
dia, e chegando a somente 9.200,0 no 21° dia. Nas mesmas culturas o nimero de fémeas de
vida livre foi quase o dobro nos 14° (50,9) e 21° dias (51,7) em relagio ao 7° (26,0) dia.

Os dois grupos RW500 e RW60 (FIGURAS 3 e 4), produziu no 7° dia cerca de
40.900,0 larvas infectantes, diminuindo bastante, cerca de 3,49 vezes, no 14° dia e 2,29 no
21° dia.

Fémeas do grupo RW500 comparado com RW60 apresentaram, nas culturas,
numero bastante inferior de larvas filaridides no 7° dia, produzindo quase 3,38 vezes
menos, mas © numero de larvas no 21° dia foi quase o dobro de RW60. A produgio de
fémeas de vida livre foi irrisoria no 7° dia (2,0), ndio havendo grande produgio no 21° dia
4,3).

Neste grupo houve producdo maior de fémeas de vida livre no 14° dia (17,0),
chegando a ser quase 4 vezes menor no 21° dia, coincidindo com o menor comprimento da
fémea parasita.

O grupo FW30 (FIGURA 3 e TABELA 4) produziu maior nimero de larvas no 14°
dia de infec¢do (92.600,0), decaindo no 21° dia (44.160,0). Foi o unico grupo que
apresentou maior mimero de larvas no 14° dia. O numero de fémeas de vida livre presente
nas culturas foi #rrisorio no 7° dia (1,0), aumentando nos 14° (7,5) e nos 21° dias (20,0).

Neste grupo também houve produgdo maior de fémeas de vida livre no 21° dia, a

_semelhanga de RW60 e RW30, mas com nimero de fémeas de vida livie

incomparavelmente menores (51,7 e 20,0 respectivamente). No 21° dia a diminui¢cdo do
numero de larvas, em relagdo ao 7° dia foi 1,703 vezes e em relacdo ac 14° dia foi pouco
menos que a metade, mas o numero de fémeas de vida livre aumentou em propor¢io maior.

A TABETLA 4 mostra o nimero de fémeas de vida livre obtidas em culturas de fezes
quando cultivadas em quantidades diferentes de carvio.

No grupo RW30 as culturas na proporc¢ao de 3 : 1, ou seja, 3 partes de carvido para 1
de fezes, apresentaram maior nimero de fémeas de vida livre no 14° e 21° dia, somando
37,2 e 46 4 respectivamente. A cultura que apresentou o segundo maior niimero de fémeas

de vida livre foi ade 9: 1 no 14°diae 6 : 1 no 21° dia, ambas com nmimero muito pequeno
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de fémeas de vida livre quando comparadas com a cultura 3 : 1, respectivamente 6,65 ¢ 17
vezes menor. Na infecgdo de 7 dias o mimero total médio de vermes obtidos nas réplicas foi
3,4 , a maioria em cultura 6 : 1, sendo 10,94 vezes menor que o de 14° dia e 13, 64 vezes
menor que no 21° dia.

Observa-se na TABELA 4 que RW60 produziu maior niimero de fémeas de vida
livre em todos os dias de observagdo, crescendo de 26,0 no 7° dia para 51,7 fémeas no 21°
dia. Neste grupo, as culturas na propor¢ao 3 : 1 permitiram a formacgo de maior niimero de
fémeas de vida livre em todos os dias de observago, seguida da cultura 6 : 1 também em
todos os dias e as culturas 9 : 1 originaram mimero menor de fémeas, mas ainda muito
grande quando comparadas as de outros grupos.

O namero total de fémeas no 14° e 21° dia é semelhante, mas no 14° dia, as fémeas
apareceram em todos os tipos de culturas, em maior numero na propor¢do 3 : 1, mas
também em ntimero razoavel nas proporgtes 9. 1 e 6 : 1. No 21° dia houve predominio
nitido em culturas 3 : 1. No 21° dia, o niimero de fémeas de vida livre na cultura 3 : 1 foi
4,87 vezes maior em relagiio a 9 . 1 e 3,46 vezes maior em relagdio a 6 :1. Observa — se,
nesta tabela, f€meas de vida livre em todos os tipos de cultura em todos os dias de
observacio, algumas vezes em numere pequeno, mas na maioria acima de 10 exemplares.

No grupo RW500 (TABELA 4) houve produgio maior de fémeas de vida livre no
14° dia de infeccio, provenientes da cultura 6 : 1. O nimero de fémeas no 7° dia foi muito
pequeno, totalizando apenas 2 exemplares e no 21° dia, pouco mais que o dobro. Infectados

com menor quantidade de larvas, os ratos deste grupo foram os unicos que produziram

maior nuimero de fémeas de vida livre no 14° dia de infecgio, coincidindo com a presenga

de maior nimero de ovos no utero da fémea parasita.

Comparando este grupo com RW30, também em infeccdes feitas em ratos machos
de 30 dias de idade, com maior nimero de larvas, observa-se que produziram menor
niamero de fmeas de vida livre no grupo RW500, em todos os dias, totalizando 1,7 vezes
menor no 7° dia, 2,19 vezes menor no 14° e 10,70 menos no 21° dia.

Os ratos de FW30 produziram maior quantidade de fémeas de vida livre no 21° dia,
na cultura 6: 1 produzindo niimero 3,13 vezes menor na cultura 9 : 1 e 7,66 vezes menor em
3 :1. No 14° dia, o nimero total de formas de vida livre foi menor que a metade quando se

compara o numero de fémeas de vida livre do grupo FW30 com o de RW30, ou seja, de
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infecgbes ern ratos fémeos de 30 dias de idade com a de ratos machos de 30 dias.
Utilizando © mesmo mimero de larvas infectantes, os resultados mostram nimero total
menor de fémeas de vida livre em todos os dias de infecgdo, sendo 3.4 vezes menor no 7°
dia, 4,96 vezes menor no 14° ¢ 2,32 vezes menor no 21° dia em FW30.

Nas culturas de fezes dos varios grupos no foram encontrados machos de vida livre

em nenhum dos dias examinados.
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TABELA 2 - Relagdo entre o nimero de ovos no tGtero e comprimento

total das fémeas parasitas de S trongyloides venezuelensis

IDADE DA 7° DIA 14° DIA 21° DIA
INFECCAO

GRUPOS ovos/fémea CT (um) | ovos/fémea CT (um) |ovos/fémea CT (um)

RW30 6,52 3468,7 4,18 3117,3 2,72 2777,6
RWe60 4,07 3316,7 2,79 27273 1,90 2815,3
RW500 5,17 3598,9 6,44 3343,4 4,20 3476,7

FW30 5,45 3433,3 3,96 3013,3 3,22 3187,5
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FIGURA 3 - Numero médic de larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis em

culturas de carvao animal granulado

160000 -
N
U
M 140000 -
E
R
© 120000 -
M
E
D C 100000 -
;U
o
80000 -
5 U
R
E A
g 60000 -
L
A
FW30
R 40000 4
v
A
S
20000 - RWS500
E
M ; RW60

IDADE DA INFECCAO (DIAS)

As larvas filariéides do grupo RW30 nfo foram quantificadas.
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FIGURA 4 - Ntmero médio de fémeas de vida livre de § trongyloides venezuelensis
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5 - DISCUSSAO

As medidas dos vermes adultos nos diferentes grupos mostrou, apesar das
diferencas nas medias, o mesmo padrio de comportamento. Em todos os grupos o tamanho
dos vermes diminuiu com o tempo de infec¢fo, sendo sempre maiores quando recolhidos
no 7° dia pos — infecgdo e menores no 21° dia. A proporcio dos diferentes orgéos em
relagio ao comprimento total também obedeceu um padriio : o eséfago ocupando de 23,9 %
a 26,4 % do comprimento total no 7° dia, passando a 30,2 % a 36,7% nos demais dias, com
excecdo do grupo RW500 que manteve proporgdo abaixo de 30 % nos trés dias de
observacao.

LITTLE (1966) em seu trabalho sobre morfologia comparativa e redescrigio do
género fornece média de 2,59 mm para comprimento de S. venezuelensis, 0,68 mm para
comprimento do esdfago e 44 mm para a medida da cauda. Baseado nestas medidas, se
calcularmos a porcentagem que o eséfago ocupa em relagdio ao comprimento total, o valor
26,2 % ¢ semelhante a0 de dois grupos do nosso experimento, mas nos exemplares de
LITTLE o comprimento da cauda ¢ maior, ocupando 1,7 % do comprimento total.

WERTHEIM (1970) utilizando ratos machos mais jovens, de 60 — 70 g, infectados
com 4000 - 5000 larvas relata, para adultos de S. venezuelensis, média de 2856 um de
comprimento, 779 um de comprimento do esdfago, 53 pm de comprimento de cauda e 31
um de largura do corpo. Se o comprimento destes adultos é semelhante a0 RW60 nos 14° ¢
21° dias pds infecgdo, que ¢ o grupo formado por ratos de 60 dias de idade e infectados

com 3500 larvas, as propor¢des ocupadas pelo esdfago e pela cauda em reiaq;ao ao

comprimento foram menores quando comparados aos de RW60 nos 14° ¢ 21° dias.
HASEGAWA er al (1988) estudando S venezwelensis isolados de Rattus
norvegicus € mantidos em ratos Wistar machos descreveram vermes adultos no 15° dia de
infecgdo, como vermes pequenos e filiformes, com esdfago longo e filaridide, vulva
posterior & metade do corpo, dividindo o corpo em aproximadamente 2 : 1. 0
comprimento meédio do adulto apresentado pelos autores foi de 2,97 mm, 0,77 mm de
comprimento do esdfago, 1,97 mm de vulva e 66,5 um de cauda. Pelas medidas dos vermes
recolhidos no 15° dia de infecgdo, verifica — se que o comprimento dos vermes &
semelhante ao de RW60 no 14° dia, embora o comprimento do esdfago ¢ da vulva sejam

menores, ocupando 25,9 % e 66,3 % do comprimento total do corpo. Estes autores no
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fizeram referéncias a idade dos ratos infectados nem a quantidade de larvas infectantes
injetadas.

O tamanho diferente dos vermes adultos do nosso experimento, principalmente nos
ratos mais velhos, pode ser conseqiéncia de respostas imunologicas que afetam, conforme
KORENAGA ef al. (1994) em camundongos, além do comprimento do verme, a
fecundidade e a expulsio do verme do intestino. Corroboram a idéia de que fatores
imunolégicos do hospedeiro alteram o tamanho e a integridade estrutural do adulto,
provocando mudancas na rota de desenvolvimento, relatados nos trabalhos desenvolvidos
com S. ratti (MOQBEL & McLAREN, 1980; MOQBEL et al,,1980 ¢ GEMMIL ef al.,
1997).

O sexo do hospedeiro, quando utilizado ratos da mesma idade (RW30 e FW30) ndo
influenciou no tamanho dos vermes no inicio da infecgdio, mas em infeccdes mais velhas
mostrou diferenga significativa. O tamanho do parasita pode sofrer influéncia de hormdnios
sexuais do hospedeiro, fatores que se fazem muito mais atuantes com o decorrer da
infecgdo.

O tamanho maior apresentado pelos vermes do grupo RW500, com ratos de 30 dias
de idade , deve — se, sem duvida, aoc menor nimero de espécimes presentes em cada rato,
que sem competi¢ho acentuada, crescem mais. Interessante observar que é neste grupo que
o comprimento médio do esdfago ndo sofre grandes alteragSes com os dias de infecgdo,
ocupando sempre mais que 30 % do comprimento total,

A idade do hospedeiro pode ter influenciado no tamanho menor dos vermes de

RW®0, pois fo1 o grupo que apresentou a menor média de comprimento em todos os dias de

observagdo. Evidentemente, nio se pode descartar a agio de outros fatores no pleno
desenvolvimento dos vermes. |
Pela descrigdo de S. venezuelensis (LITTLE, 1966) o nimero de ovos no ttero varia
de 8 a 12, e est&o em fase inicial de clivagem quando eliminados pela fezes.
O nimero de ovos no tero das fémeas parasitas no nosso experimento nio mostrou
correlagio com o comprimento do verme, a diminui¢do do niimero de ovos em infeccdes
mais velhas estd associada a fatores fisiologicos do verme e talvez ainda a fatores do

hospedeiro.
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A presenca maior de ovos/fémea nos vermes coletados de RW30 em relagéo a
FW30 deve, provavelmente ser devida ao sexo do hospedeiro. Em ambos os grupos foram
usados ratos jovens com 30 dias de idade, machos em RW30 e fémeos em FW30. Os
nossos resultados foram semelhantes aos de DAWKINS e7 al. (1980) que trabalhando com
Strongyloicles ratti em camundongos, chegaram a conclusio de que camundongos machos
produziam maior numero de larvas. No entanto, os nossos dados mostraram que em ratos
machos ha produco maior de ovos no 7° dia, decaindo bastante no 21° dia, enquanto que
em ratos f€meos o numero de ovos produzidos ¢ menor desde o inicio, mas a queda da
produgdo nos 14° e 21° dias € menos acentuada.

Em relaco ao comprimento das larvas observou - se que, apesar de nem sempre
apresentar diferenga estatisticamente significativa, os vermes originaram larvas maiores no
14° dia, com exce¢do de um grupo, e larvas no 21° dia eram menores que os de 14° ¢ de 7°
dia.

No entanto, em dois grupos o comprimento das larvas do 21° dia ndo diferiu
estatisticamente das larvas de 7° dia e em outros dois grupos diferiram. Da mesma forma
em trés grupos o comprimento das larvas de 14° dia, apesar de maiores, nio diferiu
significativamente das de 7° dia e em um grupo a diferenga foi significativa. Devido aos
testes estatisticos que nfo mostraram significincia estatistica, ndo houve possibilidade de
associar conclusivamente o tamanho da larva com idade da infecgdio, nio permitindo
afirmar que vermes mais velhos produzem larvas menores.

As larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis utilizadas para cultura in vitro
por TSUJI & FUJISAKI (1994) foram obtidas através de cultura de fezes de linhagem
mantida em 1abora§tério por passagens em ratos Sprague — Dawley, apresentaram medidas
médias de 561 = 25, 1 um, valor muito inferior aos obtidos nos varios dias dos diferentes
grupos.

LITTLE (1966) & WERTHEIM (1970) forneceram para larvas de S. venezuelensis
os valores médios de 565 e 568 um de comprimento do corpo, 254 e 251 um para
comprimento de esdfago, 60 pm para medida entre 4nus ¢ a cauda e 17,7 ¢ 17 um de
largura respectivamente.

Estes comprimentos, sdc bem menores que os obtidos no nosso trabaltho, que foram

sempre maiores que 660 um. Mas se calcularmos, pelas medidas de LITTLE e
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WERTHEIM acima citados, as proporgSes que esdfago, cauda e largura ocupam em relagio
ao comprimento, 44,9 %, 10,6 % e 3,1 % correspondem as larvas de RW60 no 21° dia da
infecgdo. LITTLE (1966) ndo faz referéneia a idade do hospedeiro, nem a quantidade de
larvas infectantes, mas WERTHEIM (1970) utilizou ratos machos jovens, pesando entre 60
e 70 g infectado com 4000 e 5000 larvas.

Larvas recolhidas no 4° dia de cultura, por HASEGAWA et al. (1988) em culturas
em papel filtro, a partir de fezes de ratos no 15° dia de infecgdo, apresentaram comprimento
médio de 0,59 mm, es6fago de 270,3 um, comprimento de cauda 63,7 um, largura de 17,9
um, com esdfago ocupando cerca de 45 % do comprimento do corpo. As larvas filariéides
recolhidas pelos referidos autores apresentaram comprimento total semelhante aos de
LITTLE (1966) ¢ WERTHEIM (1970) mas, menores que as observadas por nos, tendo
somente o esdfago ocupado proporgdo semelhante. Estes mesmos autores ainda comparam
larvas e adultos de §. venezuelensis de Okinawa (Japdo) com os dos Estados Unidos e de
Israel e atribui as diferencas morfométricas 4 variagbes geograficas e/ou linhagens. No
entanto, a diferenca no comprimento de larvas de HASEGAWA ef al. (1988) talvez possa
ser atribuido ao isolamento mais recente, comparado ao nosso.

Os nossos resultados comprovam que vermes adultos desenvolvidos em ratos mais
velhos, de 60 dias de idade, produzem larvas menores, quando comparados com os
desenvolvidos em ratos de 30 dias, machos ou fémeos.

A excecdo foi 0 14° dia de FW30, com larvas que apresentaram comprimento
maior, mas ndo diferente estatisticamente de RW60. Este resultado comprova, de um modo
geral, que as fémeas parasitas desenvolvidas_ em hospedeiros mais velhos produziram larvas
de comprimento menor. Assim, | sé a idade da infecgdo ndo influenciou de maneira
categdrica o tarmanho da larva produzida, a idade do hospedeiro influenciou no tamanho do
verme adulto e da larva dela oriunda, mostrando inclusive, comprimentos semelhantes nos
7°, 14° e 21° dias de infecgdo.

Nido se pode descartar a possibilidade da idade do hospedeiro nfio influenciar
diretamente no tamanho da larva produzida pela fémea, pois pode ter havido influéncia de
fatores ndo analisados neste trabalho.

Em relagdo a influéncia do sexo do hospedeiro no comprimento das larvas, pode —

se deduzir que a producio de larvas mais longas se di mais tardiamente em ratos fémeos,
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apresentando comprimento maior em infecgBes de 21 dias, ao contrario das larvas
produzidas pelos ratos machos, tanto de 30 ou 60 dias de idade.

Se os vermes adultos recolhidos de infecgdo com menor quantidade de larvas
mostraram comprimento mator, significativamente diferentes dos oriundos de infecg¢do com
maior namero de larvas (p = 0,0001) em todos os dias de observagdo, o comprimento das
larvas ndo mostrou essa diferenca, apresentando distingiio apenas em infecgbes com 14
dias.

Os resultados das culturas mostraram que fémeas de vida livre aparecem em maior
namero em infecgbes mais antigas preferencialmente em hospedeiros mais velhos.

Assim, a idade do hospedeiro aliada a idade da infecgio, favoreceram o
aparecimento de fémeas de vida livre. No entanto, os nossos resultados ndo permitiram
associar conclusivamente a presenca maior de fémeas de vida livre com menor nimero de
larvas filaridides nem com menor tamanho dos vermes adultos.

O ntmero de larvas obtidas nas nossas culturas, que indiretamente podem medir a
quantidade de ovos eliminadas pelas fezes, segue, de um modo geral, o padrio de
elimina¢do de ovos descritos por TAIRA ef al (1995) em ratos infectados com S
venezuelensis. Os autores afirmam que ratos infectados com altas doses de larvas
infectantes tem altos valores de opg (ovos/grama/fezes), que rapidamente decrescem. No
nosso experimento isto se mostrou de forma mais evidente quando foram utilizados ratos
com 60 dias de idade, enquanto em ratos infectados com 500 larvas houve decréscimo, mas
em menor escala.

Nio foi observado 6bito devido a infecgBes pelo parasita ou por causa externa
comprevando, aindé, 6s .rééti.ltad.os.obtiddé ipor TAIRA et al. (1995) que nfo constataram
quaisquer sinais clinicos, exceto uma coceira transitoria nos ratos, mesmo naqueles
submetidos a infecgOes com grandes quantidade de larvas de S. venezuelensis. Segundo
estes autores a LDso (dose letal) de S. venezuelensis em ratos foi estimada em 2.244.000
larvas/kg/peso do corpo.

As culturas na proporgdo de 3 partes de carvdo para 1 de fezes foram as que
proporcionaram a produgio de maior mimero de fémeas de vida livre em quase todos os
grupos, seguidos das culturas 6 : | também na grande maioria dos grupos. Culturas na

proporgdo 3 : 1 podem ser interpretadas como as que proporcionaram maior disponibilidade
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de matéria organica, tornando o meio mais favoravel a obtencdo do alimento e assim
favorecendo o desenvolvimento de fémeas de vida livre.

Mas, em alguns grupos (RW30 - 7° dia, FW30 - 7° e 21° dia, RW500 - 14° dia)
houve producdo maior de fémeas de vida livie em culturas feitas na propor¢do 6 : 1,
embora em pequeno nimero.

Em culturas de fezes utilizando carvo animal granulado, a proporcéo de carvio em
relagdo a fezes teve grande influéncia no desenvolvimento de formas de vida livre, mas,
sem duvida, n&o € o tipo de cultura isoladamente a responsavel pelo aparecimento de maior
nimero de fémeas de vida livre.

Quando comparados o nimero de vida livre originarios de ratos machos de 30 dias,
infectados com mimero diferentes de larvas infectantes (3.500 e 500), observa — se que em
infecgBes com 500 larvas o nimero de fémeas foi muito menor em todos os dias de
observacdo, e especialmente no 21° dia. Um maior nimero de larvas infectantes injetadas
em ratos, ou seja, a intensidade maior da infecgfio favoreceu o aparecimento de formas de
vida livre. A intensidade menor de infecgdo, em ratos, pode ser interpretada como condig&o
favoravel ao direcionamento para o ciclo direto.

Nossos resultados mostraram que em infecgBes realizadas em condigBes
semelhantes, usando ratos da mesma idade e mesma quantidade de larvas infectantes, o
sexo do hospedeiro influenciou no aparecimento de fémeas de vida livre. Os ratos fémeos
produziram ntimero bastante inferior de fémeas de vida livre quando comparado aos ratos
machos.

HANSEN ef al. (1969), trabalhando com S ﬁtelleborn_i_, _constataram que as
” cond;g:ﬁesda culturamﬂuencxama produgﬁo de formas de vida livre, com maior ntimero de
adultos em fezes “espessas™ (fezes aplicadas em agar) onde ha menor quantidade de
oxigénio. Nessas condi¢Ses ocorreram sucessivas geragdes de fémeas.

No nosso trabalho a condigfio de “fezes espessas” pode ser interpretada como a de
menor quantidade de carvio, a proporgio de 3 partes de carvio para 1 de fezes, que
favoreceu o aparecimento das fémeas de vida livre.

HASEGAWA ef al. (1988) relataram, em culturas em papel filtro, que fémeas de
vida livre de S. vemezmelensis foram raramente observadas, a despeito de repetidas

tentativas utilizando varios métodos. Relataram também a coleta de somente fémeas de
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vida livie no experimento realizado, apesar de, segundo eles, ser freqiiente o
desenvolvimento de adultos de vida livre, especialmente machos, em culturas de S.
venezuelensis de Okinawa.

Nossos resultados corroboram os de HASEGAWA et al. (1988) apenas no tocante a
auséncia de machos, uma vez que fémeas de vida livre estavam presente em todos os

grupos, embora mais freqientes em ratos mais velhos.
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6 - CONCLUSOES

e Adultos de 5. venezuelensis obtidos de infecgdes em ratos mais velhos, de 60 dias de
idade, apresentaram menor comprimento.

e Adultos recolhidos de infecgGes menos intensas, ou seja, de ratos infectados com
quantidade rmenor de larvas apresentaram comprimento maior.

o O sexo do hospedeiro ndo afeta aparentemente o comprimento do verme adulto em
ratos mais jovens. Em ratos mais velhos, porém, este pardmetro se altera.

e Larvas filarioides produzidas por parasitas recolhidos de hospedeiros de 60 dias de
idade mostraram menor comprimento.

e O numero de f€meas de vida livre foi maior em culturas de fezes oriundas de ratos mais
velhos, de 60 dias de idade.

o O mimero de fémeas de vida livre foi maior nas culturas com proporgdo de 3 partes de
carvio para 1 de fezes

o O nimero de fémeas de vida livre aumenta com a idade da infecgio.

* A maior intensidade de infecgio favorece o aparecimento de fémeas de vida livre.

e Adultos recolhidos de hospedeiros fémeos produziram menor quantidade de fémeas de

vida livre.
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7 - RESUMO

O nematddeo Strongyloides venezuelensis alterna, no decorrer do seu ciclo de vida,
geragGes parasita e de vida livre, sofrendo influéncia de fatores ambientais externos e
outros relacionados ao hospedeiro vertebrado. A geracio parasita € constituida somente por
fémeas adultas e a de vida livre por machos e fémeas. Dos ovos eclodem larvas que se
tornam filaridides por ciclo direto ou adultos sexuados por ciclo indireto. Pardmetros
morfométricos das fémeas parasitas e de larvas filaridides oriundas das culturas de carvao
animal granulado, em intervalos de 7, 14 e 21 dias, serviram para evidenciar o grau de
atuagdo de fatores do meio externo (quantidade de alimento nas culturas) e relacionados ao
hospedeiro (sexo e idade).

Os estudos foram feitos em 4 grupos experimentais, usando ratos Wistar, SPF,
machos e f8meas infectados, subcutaneamente, com 500 e 3500 larvas filaridides. Ap6s o
intervalo de 7, 14 e 21 dias, as larvas filaridides e as formas de vida livre foram recolhidas
das culturas pelo método de Rugai e as formas parasitas do intestino dos ratos, por
necropsia dos animais. Ambas foram mortas pelo calor e fixadas em TAF. Posteriormente,
30 exemplares de larvas e fémeas de cada dia de infecgio de cada grupo foram desenhadas
em camara clara e medidas com curvimetro e mesa digitalizadora, para analise
morfométrica.

Sendo assim, nossos resultados evidenciaram que a idade e o sexo do hospedeiro

podem alterar o comprimento e as propor¢des do esdfago e cauda nas larvas e o

de infecgdes em ratos mais velhos, apresentaram menor tamanho e nas infecgbes menosm
intensas o comprimento foi maior. O sexo do hospedeiro aparentemente nio afetou o
tamanho do adulto, exceto em infeccBes mais antigas, porém, produziu menor nimero de
fémeas de vida livre nos hospedeiros fémeas. A duracio e a intensidade da infecg¢@o no
comportamento de Strongyloides venezuelensis no hospedeiro comprovou que, em
infeccdes mais antigas, aumenta o namero de formas de vida livie em cultura,

principalmente em ratos mais velhos.
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Neste trabalho, o meio de cultura demonstrou influenciar o aparecimento das formas
de vida livre, principalmente onde houve maior disponibilidade de alimento nas fezes dos

hospedeiros, que faziam parte do meio de cultura (3 partes de carvdo : 1 parte de fezes).
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8 — ABSTRACT

“ Influence of the infection age of Strongyloides venezuelensis Brumpt, 1934 (Nematoda :

Rhabditida) and external environmental factors in free — living forms development ”

During its life cycle, the nematode Strongyloides venezuelensis alternates, parasite
and free — living generations, under influence of external environmental factors and others
related to vertebrate host. The parasite generation is composed of only adults female and
free — living for males and females. As of eggs hatches larvae becoming infective larvae by
direct cycle or sexual adults by indirect cycle. Morfometric parameters of females adults
and the infective larvae derived from animal granulated charcoal cultures, at space between
7, 14 and 21 days, served for evidence the grade of actuaction the external environmental
factors (quantity for food in the cultures) and related for host (sex and age).

The studies were done with 4 experimental groups, utilized Wistar rats, SPF, males
and females infected, subcutaneously, with 500 and 3500 infective larvae. In the space of
78 14® and 21% days, the infective larvae and free — living forms went removed in the
cultures by Rugai's method and parasites forms from rats intestine, by necropsy for amimals.
Both killed for heat and fixed in TAF. Posteriorly, thirty larvae and aduit females examples
in every infection day in each group went pictured in camera lucida and measured with
curvimeter and digital board, for morfometric analysis.

Thus, our results evidenced wich the age and the host sex can be change the length

and the esophagus and tail proportions in the larvae and the lenght, esophagus and the vulva

.(.)pénin.g 'in't.}ie adults; The zidﬁits deri'v'éd”by ihfebﬁéns n “oldér' rété,'pfesent'ed smaller size

and in less intensive infections the length were higher. Apparently, the host sex don't to
affect the adult size, except in older infections; but produced a minor number of free —
living females from female hosts.

The duration and the intensity of infection Strongyloides venezuelensis i the host
behaviour wished corroborate which, in older infections, increase the number of free —

living forms in culture, mainly in older rats.
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In this work, the culture medium showed the development of free living forms,
mainly where there was high disponibility of food in the feces hosts as part of culture

medium ( 3 charcoal parts : 1 feces).
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10. ANEXOS

A seguir, os dados originais de cada grupo experimental.

ANEXO 1 : INFECCOES EM RATOS WISTAR MACHOS DE 30 DIAS DE IDADE
INFECTADOS COM 3500 LARVAS FILARIOIDES DE Strongyloides venezuelensis -

RwW30

A quantificacdo das L3 nao foi realizada neste grupo.

Tabela I - Medidas, em pum, das larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis

extraidas de culturas em carvao animal granulado - RW30

REPLICAS 7° DIA 14° DIA 21° DIA
CTF CEF CCF LAF | CTF CEF CCF LAF| CIF CEF CCF LAF

1 650,8 300,0 38,2 16,6 {671,6 310,0 36,7 16,5 1670,0 2950 36,1 153
2 703,3 3233 41,6 18,1 (703,3 306,7 424 153 {690,0 31,7 36,9 14,9
3 698,3 3183 36,7 153 }718,3 301,7 419 153 }690,0 3017 349 134
4 700,0 300,06 43,6 156 [711,6 311,7 403 16,2 * * * *
5 696,6 310,0 37,0 16,7 |690,0 335 43,7 164 * * * *
6 716,6 3250 40,7 16,0 1723,3 323,3 43,2 16,6 |666,7 3033 374 152
7 1711,6 3i6,6° 39,7 13,8 1660,0 301,7 40,2 17,57635,0 301,7 37,3 158
8 661,6 29,6 358 150 |(671,6 3033 389 164 j681,6 3383 39,0 17,0
9 683,3 308,3 39,18 16,73{678,3 301,7 40,07 16,9 |678,3 3083 41,67 18,1
10 698,3 3083 3845 13,8 {694,6 3179 36,73 16,0 {671,7 3025 396 172

MEDIA [692,0 3106 391 157 {692,2 311,3 404 163 |6754 3078 378 158
DP 20 99 24 14 21,7 1L,1 25 067 119 133 21 15
CTF = comprimento total; CEF = comprimento do esofago (distancia da

extremidade anterior até o esdfago); CCF = comprimento da cauda (distdncia do

dnus até a extremidade posterior); LAF = largura; DP = desvio padrdo

* Nestes dias ndo apareceram larvas nas culturas.
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