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SUMARIO: No presente estudo sao empregadas tecnicas moleculares visando amplificar através da
reagao em cadeia da DNA polimerase (PCR), o segundo espago intemo transcrito (ITS-2) do DNA ribossomal
de Stfrongyius spp., e comparar 0s mesmos aos de organismos correlatos, sugerindo metodologia gue
permita o diagndstico especifico. A amplificacido de DNA gendmico de vermes adultos e de formas
larvares com oligonucleotideos definidos a partir da segliéncia ITS-2 de Caenorhabditis elegans , resultou
em seqléncias com cerca de 240 pares de bases nuclectidicas. Foram também incluidos no estudo,
cormo grupos externas, os DNAs de Schistosoma mansoni e Ascaridia numidae . Os resultados obtidos
demonstram a potencialidade de aplicacéo desla lecnologia no diagnostico desejado, embora ocorra a
necessidade de estudos adicionais que permitarm a definicéo de novas seqiéncias iniciadoras da reagéo
de PCR que apresentem maior poder de discriminagao espécie-especifica.
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INTRODUCAO

Nematoides pertencentes a familia Strongylidae sio
parasitos de cavalos ¢ outros eqiiideos. Cerca de 56 espécies
desta famflia sfo citadas para estes hospedeiros. Os géneros
Strangvius (com as cspécies S, vdgaris, S edentatus e §.
Triodontaphaorus e
Craterostomum  estdo compreendidacs na sub-familia

cquinus)  Qesophagodontus,
Strongviinae, os demais pertencem a sub-familia
Crathosiominae (LICHITENFELS, 1973). Os ciatostomineos
representam cerca de 95% de prevaléncia, enquanio os
estrongilineos cerca de 3% (HERD, 19900, Dentre os nematdides
citados, S, vilgaris ¢ 4 espéceie que apresenta maior
patogenicidade (SOULSBY 1982}, também a mais fregiiente do
seu génere (LICHTENFELS, 1973), embora raramente ocorra
em grande numero em um Unico animal (NICHOL &
MASTERSON, 1987), Tal patogenicidade é atribuida a
iigragao das lormas larvares, que resulta em danos a tecidos
de diversos orgdos. Os danos sfo mals evidenciados no
sislema arlerial mesentérico, onde ocorre a instalagdo das
larvas de 4o estigio ¢ jovens, causando ancurismas e
conseqilentemente bloqueio da circulagio |, resultando em
colicas, hemorragias, enfraguecimente € em alguns casos na
merie do hospedeiro (MCGRAW & SLOCOMBE, 1976).

[Tabitualmente o diagnodstico das infecgdes por Strongvius
¢ feito através do exame de fezes dos eqiiinos. Para tanto, sio
empregadas técnicas de contagem de ovos por grama de fezes
{OPG) (GORDON & WHITLOCK, 1939; RODRIGUES et
ali,1996) e cultivo de larvas (ROBERT'S & O’SULLIVAN, 1950),
nio sendo possivel a diferenciac@io das espéeies de
estrongitideos pela andlise morfométrica dos ovos. bsta ¢
alcangada através du observagiio das larvas de 3o estagio
encontradas nas culluras de fezes de 7 a 14 dias apds a coleta,

O desenvolvimento de metodologias sensiveis para o
diagndstico das infecgdes vermindticas € um importante
recurso para @ adequacgiio do manejo e controle destas.
Também, a rapida evidenciagio de formas imaturas (ovos efou
larvas) dos parasitos na pastagem ou nas fezes do hospedeiro,
possibilita a agilizagio das medidas preventivas.

Testes bioguimicos ¢ munelégicos indiretos tém sido
avaliados (NICHOL & MASTERSON, 1987, SOULE, 1990),
porém sem demonstrar resultados conlidavels para o
diagnostico género ou espéeic-especifico.

Diferentes nematdides parasitos tém sido 1dentificados
através da tecnologia dos acidos nucléicos (DAMLE er alii,
1991; ZARIL.ENGA et alii, 1994; STEVENSON er alii,1995).
Para tal finalidade, a utilizacdo do RNA e DNA ribossomais
(RRNA ¢ RDNA} demonstra ser de mator aplicabilidade pela
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sua abundancia nos organismos e por sua pouca ou nenhuma
variagio intragspecilica . Isto ocorre principalmente com o
segundo espago mlerno ranscrite (1TS-2) do RDNA, conforme
evidenciado em tricostrongilideos (GASSER er alii, 1994;
HOSTE et adii, 1995).

Lstudos tém sido feilos visando verificar as dilerencas
entre as seqiéncias [TS-2 de DNA das espécies do género
Trichostrongvlus {GASSER e1 afii 1993) ¢ das espécies do
género Serongylus (CAMPBELL e alii, 1995). Porém, ocorre
a necesstdade de maiores eslorgos para a definicio de
seqliéncias iniciadoras de polimeriza¢io de DNA (“primers™)
espeécie-especilicos, possibilitando assim o diagndstico mais
rapido e seguro.

O presente estudo busca ampliar as observacoes sobre as
seqiéncias [18-2 de Swrongylus spp., comparando-as as de
outrus organismos lilogeneticamente proximos a esle género,
eliminando assim possiveis dividas no diagnostico melecular
das especies em questdo. Também, através da elaboragdo de
“primers” espécie-especificos, sugerir metodologia qué
possibilite o diagnostico dos ovos e larvas nas fezes e/ou na
pastagem.

MATERIAL E METODOS

Obtengio dos parasitos adultos: Foram obtlidos espéeimes
adultos pertencentes ao género Strongvius em necrdpsias de
egiiinos fémeas sem raca definida (SRD), realizadas no
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeire (UFRR). Outros foram coletados de egliinos
(SR} de ambos os sexos abatidos no Frigorifico King Meal
S/A, em Londrina {Parand). Apds a remocio dos vermes do
mtestino grosso dos hospedeiros, processou-se a lavagem
dos mesmos em solugao Nsiologica ¢ a identificacdo através
da morfologia, sem diafanizagio, de acordo com
LICHTLENFELS (1975), e a preservagio por congelamento {-
20°C) aé serem submetidos a extragdo do DNA.

Obtenc¢io das larvas: Foram realizados OPG e tarvacultura de
13 wimostras {ecais de eqiiinos adultos sem raca definida,
provementes do campus da UFRRI, utilizando,
consecutivamenle, as téenicas de contagem de ovos de
GORDON E WITHLOCK (1939) e de coprocultura (ROBERTS
e O"SULLIVAN, 1950),

As larvas recuperadas das culturas foram identificadas
segundo BEVILAQUA ezafii (1993}, O ndmero lotad de larvas
foi estumado a partir de contagem em aliquota de 1000l Apds
acontagen, ¢ excedente [ol concentrado por sedimentacio e
transferido para microtubos,

Extracio do DNA gendmico: A extracio do DNA gendmico
obedeceu basicamente o protocoto de SAMBROOK e alii. {1989),
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com ligeiras modificagdes. Os organismos utilizados foram
aqueles provenientes do Uistado do Rio de laneiro, exceto
Soequinus, oriundos do Fstado do Pacina, Tsolados com cerea
de 23 vermes adultos de cada espécie (oram submeridos 2
[I}accru(;é() rapida, até formar massa homogénea . Cada 1001
do macerado, por espéeie, foi ressuspenso em 4001 de solugiio
100 mM de Tris / 10 mM de EDTA, 2,5ut de dodecil sulfaio de
sodio (SDS), 100ug de proteinase K, homogeneizado em
agitador mecinico e incubado em banho-maria a 56 “C por 2
horas. Apds este periodo 4 suspensio foram adicionados 200u]
de fenol tamponado (pH 7.8) e 200 ul de cloroformio e, apos
suave agitagdo por inversao do microtubo, a preparagio toi
centrifugada a 14.000 rpm por 5 min. em microcenteitugs Do
sobrenadante foram aspirados 300ml e repetida por duas veres
aextragao comm [enol / clorolormio. Finda a altima centrifugagao,
foram transferidos 3001 do sobrenadante para novo microtubi
e a estes adicionados 33 ul de solucio de acetato de sodio 3M
(pH 5.2) ¢ 800ul de etanol absoluto. Apds nova centrifugacao
0 scdimento era ressuspenso em 1000 ol de etanol 70%, <
novaitente cetrifugado como acima decrito. O sobrenadante
era decantado. ¢ o microtubo invertido sobre papel absorvente
a [im de se promover a compieta secagem do sedimento. A
segulr este era ressuspenso em 130l de Solugdo 10 mM de
Tris/ 1 mMde EDTA.

Aplicou-se o procedimento citado anteriormente em
macerados obtidos a partir de 6 espéeimes de Ascaridia
immidoe, 130 espécimes de Schistosoma mansoni quantidades
estimadas em 25,000 larvas de Cyathostominae.

Eletraforese dos extratos de DNA gendmico: Dos extratos
abtidos, 10aleram subtuetidos & eletroferese em gel de agarose
1% corado pelo brometo de etideo (L3 e - ml). A amostra era
corada pelo ampdo de carregamento 6 x (0.25% azul de
bromaofenol, (0,25% xileno cianol, 2004 slicerol / 2l poramostra).
O tampao utilizado era de borato-EDTA (TBE) Ix (106G mM
Tris-borato e | mM EDTA / pIl 8.0)e as condigdes de corrida
taran: 30 volts (= 140 mAmp) por 90 min. em gel de agarose i
0,8%. Utilizamos come marcador de peso maolecular DNA do
bacteridfago i digerido com a enzima £co RILA presenca de
bandas com cerca de 20 ng de DNA era visualizada por
transluminagde do gel por radiagiio ultravioleta,

Reaciio em cadeia da Polimerase (PCR): As sequéncias
iniciadoras de polimerizagio do DNA (primers) utilizadas no
cxperimento foram definidas & partir do segmento [TS-2 de
Caenorhabditis elegans (Genebank no XO 3680) (Cllis er afif,
1986} e denommadas [TS-2A TTAGUETCTETTCTCCGC T e
ITS-2B TGAAATTTCGAACGAAL A solugio 1 imaster-mix)
utihizow: Spl de tampao diluidor de Tag DNA pohmerase 10X
(10mM Tris-HCIpH 8.4/ 50 mM KC1/ 2.5 mM Mg Cl12). Lol
(200 1:M) de cada desoxirribonucleotideo (dT, dC, dG e dA),
Spl(TuM)de ITS2-A e, Sul (1 uM) de ITS2-B.

Da solucdo 1 foram atiquotados 19 ul para cada tubo de
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reacdo. A este volume somaram-se [ ud da amostra a ser lestada
fexceto no tuho de controle negativo. no qual este volume
fora substituide por dgua deionizada esiéril), 29,5 ul de agua
detonizada esténl (305 ul no controle negativoy e 50ul de dlen
muneral. Adem de controle negativo, incluimos entre as
aMmostras o serem testadis . extratos de DNA de Schisrosomu
mansoni. Ascaridic nuniidae ¢ de larvas de Cyathostominae
como grupos externos. Foi ineluido também. amostr de DNA
de Caenorhabditiy elegans, como controle positivo. Assim.
¢ preparo era levado a wrmocicladora de DNA (Perkin Elmer
Cetus 4800), estabelecendo primeiramente uma partida quente
(9% T min) ¢ repouso a 94 'C pelo tempo necessario para
colocagdo da enzini Tag IINA polimerase (0.5 para cada tubo
2.5 umdades  Perkin Llmer ). Lago apos iniciavam-se os ciclos
termais: Desnaturagdo a 94°C por | min.; Anelamento a 55°C por
Fmineextensdaoa 72C por I min,, num total de 30 ciclos,

Eletroforese dos produtos de PCR:  Analisumos 20% do
volume dos produtos de PCR (10 11) corados pelo tampdo de
carregamento Ox ¢ submetidos o eletroforese em get de agarose
nas segumtes condigdes de corrida: 87 volts, = 140 mA. durante
70 minutos. em gel de agarose 2,0% corado pelo brometo de
2lideo (0.5uy s u ) utilizando tampio borato-EDTA (TRE) 1X, e
comao padrao de peso molecular DNA do bacteriofagoeX 174
RE digerido com a enzima Hue [ A visnalizagio era teita por
ranstununacio do gel por radiagao ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das necrdpsias realizadas no campus da UFRRI foram
reeuperacos 102 espécimes adultos de S0 videaris {70 témeas
v 32 machos) ¢ 23 da espécie 8. edenratus (15 femeas e 8
machos). Daqueles procedentes de Londrina, 31 foram
dentiticados como S equins (160 f8meas e 13 machos), 258
COMO S edentaris e 56 como S vufeariy (48 emeas e 8 machos ),

Ax larvas cultivadas foram assum identificadas: Em 10
amosirds somente larvas de Cyvathostominae. em 2, larvas de
Cvarthostominae e 8§ vidgaris. e em | larvas de Crathostominae,
de S vulgaris ¢ de S equinus. As quantidades obtidas dos
sedimentos vartaram de 2500 a 137.500 larvas.

Como resultado da extragio de DNA gendmico revelaram-
seem gel de eletroforese. bandus em torno de 21000 parcs de
bases. compativeis com moléeulas de DNA de alto peso
nolecular{Freura 1),

Atraveés da reacho em cadein da polimerase, obtivemos
produtos wimplificados de seqiiéncias de DNA com cerca de
240 pares de bases para as amostras oriundas do género
Stroagvlus. Jid demonstrado anteriormente para produtos
amplificados de estrongilideos da Australia (CAMPRLELL e
afii. 1995}, Nossos dados ampliaram as informagdes ao
demonstrarem com esta andlise a presenca de produtos
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amplificados com pesos moleculares semelhantes em extratos
de DNA oriundos de larvas de Crathostominae. ¢ a auséncia
em S, mansoni ¢ A. numidae, incleidos como controles
negativos por se tratarem de grupos externos. Obtivemos
ampliticagio de igual seqiiéncia em DNA gendmico de ¢
elegans (controle positivo), o que demonstra a confiabilidade
dos resultados {F1gura 2).

PB

21226 _ -
7421 _
5.804 5643
4878~
3.530~

Figura * - (Eletroforese de DNA gendmico): A- Marcador de peso
maclecular | DNA/Eco R! ; B- Ascaridia numidae: G- Shistosoma
mansorni, D- L3 de Cyathoslominae:E- Strongylus edentatys: F- S.
equinus, G- S. vulgaris, e H- Caenorhabditis elegans. PB- Pares de
hases.

P8 AB L D EF G H

Figura 2 - (Eletroforese de produtos de PCR): A- Marcador de peso
molecular fx 174 RF DNA/Hae Il; B- Ascaridia numidae: C-
Shistosoma mansoni: D- L3 de Cyathostominae;E- Strongyius
edentalus, F- 8. equinus, G- S. vulgaris, e H- Caenorhabditis elegans
PB- Pares de bases.

Dadas as minimas variagoes em termos de peso molecular
dos produtos amplificados a partir das seqiiéneias 1TS-2 de
RDNA para as trés cspéeies pertencentes ao génern
Strongylus, as perspectivas de aplicabilidade desta
metodologia para a andlise espécie-especifica guer seja de
vermes adultos, ovos ou larvas possivelmenme implicara no
emprego da andlise da extensio do polimortismo dos fragmentas
de DNA, obtidos pela digestio dos produtos de PCR. com
enzimas de restrigio (RFLP-PCR) (GASSER e afii, 1994).
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Em adigio, a clunagem e o sequenciamento de possiveis
sequéncias repetitivas de DNA com a elaboracio de novos
“primers” para serem ulilizados em reagées de PCR. podera se
revetar numa ferramenta promissora para identificagio rapida
e precisa de Strongylus spp., uma vez que as ja definidas nio
apresentam especificidade quanto aos géneros de
estrongilideos estudados.

SUMMARY

I the present study the second internal transcribed spacer
{ITS-2) of the ribosomal DNA from Strongrius spp. was
amplified by the Polymerase Chain Reaction (PCR).
Comparsons were established for the amplitication products
trom related organisms aiming to developed a methadology
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 1TS-2 sequence from
Caenorhabditiy elegans resulted in products with 244 base pairs.
No DNA amplification was observed when genomic DNAs from
Sehistosoma mansoni and Ascaridia numidae, organisms
considered outgroups, were included. Our data reveal a potential
application of this methodology for the diagnosis of these
parasites, dalthough additional studies will be needed (owards
the definition of species-specific primer sequences.

KEY WORDS: Strongyvius, species identification, ITS-2, RFLP-
PCR, Diagnosis.
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