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RESUMO

Obijetivou-se verificar a bioatividade do extrato etanolico de folhas de Centrosema coriaceum
contra nematoides gastrointestinais adultos de Parapharyngodon bainae e Physaloptera sp.,
parasitos de lagartos silvestres Tropidurus torquatus, provenientes de uma area de
afloramento rochoso no estado de Minas Gerais. Para isso, inicialmente as folhas secas de C.
coriaceum foram extraidas por maceracdo estatica com etanol para obter o extrato etandlico.
O extrato nas concentracdes de 3 mg/mL, 2 mg/mL e 1 mg/mL foram aplicados em
individuos adultos das espécies de P. bainae e Physaloptera sp., recém coletados dos
hospedeiros, separadamente. Houve completa imobilizacdo dos parasitos tratados em relacéo
aos controles apés 2 horas para P. bainae e apds 6 horas, reducdo da mobilidade para
Physaloptera sp., permanecendo vivos 0s parasitos do grupo controle para ambas espécies. Os
nematoides expostos as concentracfes de 3 mg/mL e 2 mg/mL apresentaram alteracfes
morfolégicas significativas com completo descolamento e desestruturacdo do tegumento em
relacdo a cuticula, quando comparadas ao controle, em andlises por microscopia eletrénica de
varredura. Cortes histoldgicos transversais da por¢do média do corpo dos helmintos adultos,
corados com hematoxilina e eosina, de ambas as espécies, nas concentracbes de 3 mg/mL e 2
mg/mL, evidenciaram descolamento total da subcuticula em relacdo a cuticula quando
comparado ao controle, comprovando eficacia do extrato de C. coriaceum como agente anti-
helmintico, nas concentracdes testadas. Para testes in vitro, adicionalmente foi determinado as
fases de desenvolvimento das formas de vida livre para P. bainae até o surgimento da larva
L3, através de metodologia adaptada de coprocultura, com padronizacdo morfoldgica e
morfométrica para cada fase, constituindo primeiro relato em literatura para biologia do
desenvolvimento de Oxyuridae de hospedeiros silvestres. Estes resultados permitem concluir
gue o uso do extrato das folhas de C. coriaceum em nematdides adultos tem efeito anti-
helmintico e estudos futuros sdo necessarios para avaliacdo dos efeitos in vitro nos estagios de
vida livre de P. bainae.

Palavras-chave: Nematoda, histologia, microscopia eletrdnica de varredura, extrato bioativo
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify the bioactivity of the ethanolic extract of Centrosema
coriaceum leaves against gastrointestinal nematodes of adult Parapharyngodon bainae and
Physaloptera sp. parasites of wild lizards Tropidurus torquatus, from an area of rocky
outcrops in the state of Minas Gerais. For this, first the dried leaves of C. coriaceum were
extracted by static soaking with ethanol to obtain the ethanolic extract. The extract was at
concentrations of 3 mg/ml, 2 mg/ml and 1 mg/ml. They were applied in adults of the species
P. bainae and Physaloptera sp., which were freshly collected from hosts separately. There
was complete immobilization of parasites treated, being compared to controls after 2 hours for
P. bainae and after 6 hours for Physaloptera sp., which had the mobility reduced, staying
alive the parasites of the control group for both species. The nematodes exposed to
concentrations of 3 mg/mL and 2 mg/mL showed significant morphological changes with
complete detachment and disruption of the integument over the cuticle, when compared to the
control. Transverse histological sections of the middle portion of the body of adult helminths
was produced and stained with hematoxylin and eosin, from both species at concentrations of
3 mg/ml and 2 mg/ml. They showed complete detachment of hypodermis regarding cuticle
compared to the control, proving the effectiveness of the extract of C. coriaceum as an
anthelmintic agent, in the tested concentrations. For in vitro tests, it was further determined
phases of the development of free forms of life of P. bainae until the emergence of L3 larvae,
through adapted coprocultures methods, with morphological and morphometric
standardization for each phase, being first reported in the literature for Oxyuridae
developmental biology of wild hosts. These results suggest that the use of leaves extract to C.
coriaceum in adult nematodes has anthelmintic effect and, therefore, further studies are

needed to evaluate the effects on free form of life stages of P. bainae in vitro.

key words: Nematoda, histology, screening eletronic microscopy, bioactive extract
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INTRODUCAO GERAL

Os répteis atuais sdo representados pelos clados Testudines, Archosauria e
Lepidosauria, e inclui 9.300 especies, sendo que 5.461 espécies sdo lagartos (ROCHA-
BARBOSA et al., 2015). No Brasil, a Ordem Squamata Oppel, 1811 possui 773 espécies
registradas e deste total, 42 espécies sdo da familia Tropiduridae Bell in Darwin, 1843
(COSTA e BERNILS, 2016). De modo geral, os lagartos apresentam ampla diversidade
etologica, morfoldgica e fisioldgica, sendo considerados organismos modelo para estudos
ecoldgicos e comportamentais, em relacdo as demais espécies de répteis (HUEY et al., 1983;
BERGALLO e ROCHA, 1994; PIANKA e VITT, 2003).

Dentre as interagdes ecoldgicas e comportamentais entre espécies de animais
silvestres, os estudos que envolvam a relacdo parasita-hospedeiro sdo fundamentais na
reconstrucdo e compreensédo das teias alimentares (LAFFERTY et al., 2008), uma vez que o
parasito exerce uma forte influéncia sobre a dinamica populacional de seus hospedeiros, seja
diretamente atraves do controle populacional e como fator adaptativo promovendo alteracfes
fenotipicas nas espécies parasitadas, ou indiretamente interferindo nas relacdes ecoldgicas que
seus hospedeiros estabelecem com outras espécies de seu habitat (POULIN, 1999).

A espécie Tropidurus torquatus (Wied, 1820) (Squamata: Tropiduridae) é um lagarto
de habitos diurnos, terrestre, arboricola e saxicola, de relativa abundancia no Brasil e habita
areas abertas do litoral e interior do continente, geralmente em grandes densidades
(RODRIGUES, 1987; BERGALLO e ROCHA, 1994). Apresentam habito alimentar
oportunistico e generalista, com dieta composta principalmente de pequenos artrépodes e
material vegetal (SIQUEIRA et al., 2010; GOMIDES et al., 2013; PIETCZAK et al., 2013) e
pela plasticidade de forrageio, constituem potenciais hospedeiros de diversas espécies de
nematoides gastrointestinais, em destaque para os géneros Parapharyngodon Chatterji, 1933
(Oxyuroidea, Pharyngodonidae) e Physaloptera (Rudolphi, 1918) (Spirurida:
Physalopteridae) (AHO, 1990; AVILA e SILVA, 2010; ANJOS et al., 2013).

Em estudo realizado em um afloramento rochoso no estado de Minas Gerais, Sudeste
Brasil, foi observado que partes de flores de Centrosema coriaceum Benth. (Fabaceae) sdo os
principais itens vegetais ingeridos por T. torquatus, sendo que volume e a presenca deste
componente na dieta dos lagartos correlacionou-se negativamente com a abundancia de

nematoides do género Physaloptera sp. (Nematoda: Physalopteridae) presentes no estbmago e

13



Parapharyngodon bainae Pereira, Sousa & Souza Lima, 2010 (Nematoda: Oxyuroidea)
presentes no ceco intestinal dos hospedeiros (PEREIRA et al., 2012). Estas observagoes
podem servir de indicios de que C. coriaceum apresente produtos biotivos com acdo anti-
helmintica. Entretanto, a forma como esses compostos atuam nos nematoides adultos e se séo
ativos nas fases de vida livre dos mesmos é desconhecida.

O objetivo deste estudo foi verificar se existe influéncia do extrato etandlico de C
coriaceum sobre nematoides gastrointestinais parasitos de T. torquatus, bem como avaliar
como o extrato atua na morfologia desses parasitos tratados em diferentes concentracdes do
extrato vegetal, por meio de analise qualitativa dos ensaios in vitro utilizando microscopia
eletronica de varredura e histologia. Teve ainda como objetivo estudar a biologia dos estagios

de vida livre de P. bainae através de descri¢cdo morfologica e morfométrica dos ovos.
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CAPITULO |

ESTUDO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DE Centrosema coriaceum Benth. (FABACEAE) EM
ADULTOS DE Parapharyngodon bainae Pereira, Sousa & Souza Lima, 2010
(NEMATODA: OXYUROIDEA) E DE Physaloptera sp. (NEMATODA:
PHYSALOPTERIDAE) PARASITOS GASTROINTESTINAIS DE Tropidurus
torquatus (Wied, 1820) (SQUAMATA: TROPIDURIDAE)

RESUMO

Evidéncias quanto a automedicacdo em animais silvestres constitui medida comportamental
adotada por animais parasitados para amenizar ou combater os efeitos da infeccdo. Em
especial, as plantas produzem metabdlitos secundarios a partir de metabdlitos primarios, 0s
quais desempenham um papel fundamental nas suas interacdes de defesa, e parte destes
possui atividade terapéutica. Objetivou-se verificar a bioatividade do extrato etandlico de
folnas de Centrosema coriaceum contra nematoides gastrointestinais adultos de
Parapharyngodon bainae e Physaloptera sp., parasitos de Tropidurus torquatus, provenientes
de uma é&rea de afloramento rochoso no estado de Minas Gerais. O extrato etandlico das
folhas de C. coriaceum, nas concentragdes de 3 mg/mL, 2 mg/mL e 1 mg/mL , foi aplicado
em individuos adultos das espécies de P. bainae e Physaloptera sp., recém coletados dos
hospedeiros, separadamente. Houve completa imobilizacdo dos parasitos tratados em relacéo
aos controles ap6s 120 minutos para P. bainae e para Physaloptera sp. todos os parasitos
tratados permaneceram vivos, com diminuicdo da mobilidade, apds 360 minutos sendo que
ambos o0s parasitos do grupo controle permaneceram vivos e ativos. Os nematoides expostos
as concentracoes de 3 mg/mL e 2 mg/mL apresentaram alteracdes morfologicas significativas
com completo descolamento e desestruturacdo do tegumento em relagdo a cuticula, quando
comparadas ao controle, em analises por microscopia eletronica de varredura. Cortes
histolégicos transversais da por¢do média do corpo dos helmintos adultos, corados com
hematoxilina e eosina, de ambas as espécies nas concentragdes de 3 mg/mL e 2 mg/mL

evidenciaram descolamento total da subcuticula em relagdo a cuticula quando comparado ao
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controle. Estes resultados permitem concluir que o uso do extrato das folhas de C. coriaceum
em nematoides adultos tem a¢do anti-helmintica.

Palavaras-chave: Automedicacdo, Microscopia eletronica de varredura, histologia,
Nematoda.
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CHAPTER |

IN VITRO ANTHELMINTIC ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACT OF
Centrosema coriaceum Benth. (FABACEAE) LEAVES AGAINST ADULT
GASTROINTESTINAL NEMATODE PARASITE, Parapharyngodon bainae Pereira,
Sousa & Souza Lima, 2010 (NEMATODA: OXYUROIDEA) AND Physaloptera sp.
(NEMATODA: PHYSALOPTERIDAE), OF Tropidurus torquatus (Wied, 1820)
(SQUAMATA: TROPIDURIDAE)

ABSTRACT

Evidence for self-medication in wild animals is behavioral measure by infected animals to
minimize or counter the effects of infection. In particular, plants produce secondary
metabolites from primary metabolites which play a key role in their defense interactions, and
part has therapeutic activity. The objective of this study was to verify the bioactivity of the
ethanolic extract of Centrosema coriaceum against gastrointestinal nematodes adult of
Parapharyngodon bainae and Physaloptera sp., from Tropidurus torquatus, from an area of
rocky outcrops in the state of Minas Gerais. The ethanolic extract of the leaves of C.
coriaceum at concentrations of 3 mg/ml, 2 mg/ml and 1 mg/ml was applied to adult
individuals of the species P. bainae and Physaloptera sp., collected from the host. There were
complete immobilization of parasites treated compared to controls after 120 minutes for P.
bainae and Physaloptera sp. all treated parasites remained alive, with decreased mobility,
after 360 minutes while parasites of control group remained alive and active. Analysis by
scanning electron microscopy showed that the nematodes exposed to concentrations of 3
mg/mL and 2 mg/mL have significant morphological changes with complete detachment and
disruption of the integument over the cuticle, when compared to the control. Transverse
histological sections of the middle portion of the body of the adult helminths, stained with
hematoxylin and eosin, at concentrations of 3 mg/ml and 2 mg/ml, revealed that both species
had complete detachment of the cuticle when compared to the control. These results indicate
that the use of the extract from the leaves of C. coriaceum in adults nematodes has
anthelmintic action.

Keywords: self-medication, scanning electron microscopy, histology, Nematoda.
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INTRODUCAO

Plantas com propriedades medicinais tém sido utilizados por povos indigenas durante
séculos para tratamento de uma variedade de patologias, incluindo as doencas causadas por
parasitos, em animais e seres humanos (HAMMOND et al., 1997; WALLER et al., 2001,
MULLER e MECHLER, 2005). A fim de minimizar efeitos deletérios do parasitismo, o
hospedeiro exibe mecanismos comportamentais de evitacdo, como evitar o forrageio em areas
contaminadas e selecionar alimentos que aumentem a resisténcia imunologica ou que
contenham acéo anti-helmintica (LOZANO 1998; HUFFMAN et al., 2003). Ao considerar
que as plantas produzem metabdlitos secundarios como mecanismos de defesa contra a
herbivoria, autores sugerem que o0 consumo destes vegetais constitui medida comportamental
adotada por animais parasitados para amenizar ou combater os efeitos da infeccdo
(GLANDER, 1994; HUFFMAN, 1996; HUFFMAN et al. 1997).

A automedicacgdo através da ingestdo ou aplicacdo topica de plantas por animais foi
observado e descrito para diversas espécies incluindo ovinos, abelhas e primatas (HUFFMAN
et al., 1996; 1997; FOWLER et al, 2007; LISONBEE, 2009; SIMONE-FINSTROM E
SPIVAK, 2012). Em estudos de dieta, prevaléncia e intensidade parasitaria de nematdides
gastrointestinais de lagartos da espécie Tropidurus torquatus (Wied, 1820) (Squamata,
Tropiduridae), provenientes de um afloramento rochoso na localidade de Toledos, no
municipio de Juiz de Fora, no estado de Minas Gerias, Brasil, Pereira et al. (2012)
constataram que ocorria uma diminuicdo significativa na intensidade parasitaria de duas
espécies de nematoides parasitos de estbmago e ceco intestinal na populacdo de lagartos que
havia ingerido partes da planta da espécie Centrosema coriaceum Benth. (Fabaceae), fato que
indica uma possivel atividade anti-helmintica dessa planta.

O género Centrosema compreende 35 espécies herbaceas de leguminosas e 0s
principais componentes bioquimicos produzidos por plantas deste género sdo flavonoides,
isoflavonas, taninos e taninos condensados (WILLIAMS e CLEMENTS, 1990; TOSTES et
al., 1997; DA SILVA et al., 2000). A espécie C. coriaceum é um subarbusto de ocorréncia em
Cerrado, mata e campo rupestre no Bioma Cerrado no Sudeste do Brasil, conhecida
popularmente como Jequiritirana, reconhecida pelos foliolos coriaceos, fruto falcado e corola
rosea, floresce de janeiro a maio e frutifica de fevereiro a maio (BARBOSA-FEVEREIRO,
1977; MENDONCA, 1998).
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O objetivo deste estudo foi analisar a agdo de diferentes concentracGes do extrato
etandlico das folhas de C. coriaceum na morfologia dos nematoides Physaloptera sp.
(Spirurida, Physalopteridae) e Parapharyngodon bainae Pereira, Sousa & Souza Lima, 2010
(Oxyurida, Oxyuroidea), parasitos gastrointestinais de T. torquatus coletados na regido de

Toledos, municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

MATERIAL E METODOS

COLETA DE FOLHAS DE Centrosema coriaceum Benth. (Fabaceae)

As partes aéreas de Centrosema coriaceum foram coletadas no distrito de Toledos,
municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, em 04 de dezembro de 2014, &s 13:00 horas.
A exsicata foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger, da Universidade Federal de Juiz de
Fora, sob tombo CESJ 49986.

PREPARACAO DO EXTRATO VEGETAL

As partes aéreas de C. coriaceum foram secas a sombra sobre bancada e a temperatura
ambiente por 15 dias, pulverizadas a fim de obter o material vegetal seco e pesadas (58,27 Q).
O material seco foi separado em uma amostra de 29,23 g para extracdo com o solvente etanol
(5 X 500 mL). O extrato foi concentrado a pressao reduzida, utilizando evaporador rotatorio
(Heidolph — Laborota 4000).

O solvente foi evaporado e pesado obtendo rendimento final com solvente etanol de
8,39 g. A amostra foi mantida sobre refrigeracdo até o momento da realizacdo dos testes in

vitro.

PREPARO DAS CONCENTRACOES PARA OS TESTES DE ATIVIDADE ANTI-
HELMINTICA

Para preparo das solucdes estoques, apds pesagem o extrato etanolico seco das folhas
foi diluido em 100 puL de DMSO, e adicionado 900 pL de solucéo salina a 0,9%, para as
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concentragdes finais de 1 mL, identificadas como 3 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL. Foram

armazenados em eppendorfs de 2 mL e acondicionadas em refrigerador comum.
COLETA DOS HOSPEDEIROS

Foram coletados 2 espécimes de T. torquatus, capturados em armadilha de cola
(Victor Mouse® gluetraps) (RIBEIRO-JUNIOR et al., 2006), no periodo diurno do més de
setembro/2015, localizados em uma area de afloramento quartizitico, com aproximadamente
5.400 m?, no distrito de Toledos, municipio de Juiz de Fora, na Zona da Mata Mineira,
sudeste do Brasil (21°48°27.5°°S; 43°35°31.7°W, datum: WGS84; altitude: 697), sob licenca
do IBAMA (Processo 02015.010660/05-88 n° da licenca 261/05-NUFAS/MG). Os espécimes
foram transportados para o Laboratorio de Herpetologia — Répteis, da Universidade Federal
de Juiz de fora — MG, identificados de acordo com Rodrigues (1987), e eutanasiados com
Tiopental®, aplicado com seringas descartveis de 1 mL (UETANABARO et al., 2007), e
apos necropsia, fixados em formaldeido comercial a 10%, conservados em alcool etilico a
70%, etiquetados e depositados na Colecdo Herpetologica do Departamento de Zoologia da
UFJF sob o nimero 1467 e 1468.

COLETA DOS NEMATOIDES

Os hospedeiros foram necropsiados através de uma incisdo longitudinal ventral a partir
da regido mentoniana até a abertura cloacal. O trato digestorio foi transferido para placa de
Petri com solucdo salina 0,9% e foi dissecado a procura de parasitos. As analises do contetido
gastrointestinal foram feitas com auxilio de estereomicroscopio binocular modelo XT-3H-BI.

Espécimes Parapharyngodon bainae recém coletados do ceco intestinal foram
acondicionados em tubos do tipo eppendorf de 2 mL, individualizados contendo 100 pL de

solucéo salina, por 15 minutos. Apos, foi realizado experimento delineado conforme abaixo:

1. Tubo controle: adi¢do de 100 pL de solugéo salina
2. Tubo controle + DMSO 10%: Adigédo de 100 pL de solugéo de DMSO 10%.
3. Tubo C1: Adicdo de 100 pL de extrato bruto etandlico de C. coriaceum na

concentragdo de 3mg/mL.
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4. Tubo C2: Adicdo de 100 pL de extrato bruto etandlico de C. coriaceum na
concentragéo de 2mg/mL.

Foi considerado tempo zero (T=0) imediatamente apds a aplicacdo das solucdes, e
tempo final a auséncia de motilidade do parasito, mesmo com estimulo por agitacdo, para 0s
individuos tratados. Os nematoides foram fixados com formalina a 4% aquecida a 90°C. Apds
sete dias no fixador os nematoides foram acondicionados em tubos eppendorf contendo etanol
70°GL.

Cada um dos espécimes de Physaloptera sp.recem coletados do estbmago foi

imediatamente transferido para um tubo do tipo eppendorf de 2 mL contendo os seguintes

tratamentos: ,:
1. Tubo controle: adi¢do de 100 pL de solucdo salina
2. Tubo controle + DMSO 10%: Adicdo de 100 pL de solugdo de DMSO 10%.
3. Tubo C1: Adicdo de 100 pL de extrato bruto etandlico de C. coriaceum na

concentragdo de 3mg/mL.

4. Tubo C2: Adicdo de 100 pL de extrato bruto etandlico de C. coriaceum na
concentracdo de 2mg/mL.

5. Tubo C3: Adicdo de 100 pL de extrato bruto etandlico de C. coriaceum na
concentragdo de 1mg/mL.

Foi considerado tempo zero (T=0) imediatamente apos a aplicacdo das solucBes nos
tratamentos e uma vez que os nematoides ndo morreram nesses testes, o tempo final de
experimento foi estabelecido em 360 minutos. Os nematoides foram mortos e fixados com
formalina 4% aquecida a 90°C. Apoés sete dias no fixador os nematoides foram
acondicionados em tubos eppendorf contendo etanol 70°GL.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para os estudos de MEV, foram retiradas as regides anteriores e posteriores dos
espécimes fixados em formol a 4%. Essas partes foram desidratadas em concentracfes
crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100% overnight). Apos a desidratacdo as
regibes anteriores e posteriores passaram pelo processo de secagem em 1,1,1,3,3,3-
Hexametildisilazano a 97%, por 30 minutos. Depois de secos, as partes corporeas foram

montadas em suportes (“"stubs"™) com fita de carbono adesiva, metalizados em ouro e
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analisados em microscépio eletronico de varredura Quanta FEG 3D FEI operando a 10 kV
alocado no Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo

Horizonte, Minas Gerais.

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS NEMATOIDES

Para os estudos histolégicos, a regido mediana do corpo dos nematoides previamente
fixados em formalina 4% e acondicionados em etanol 70°GL, foi transferida para tubos
contendo solucdo de formalina 10% por 24 horas e posteriormente processados no
Processador Automatico de Tecidos PT-05 LUPETEC, desidratados em alcool absoluto em 6
ciclos em um total de 8 horas, diafanizados em xilol absoluto por 3 ciclos de 1 hora e
impregnados com parafina em 2 ciclos de 2 horas a 70°C para obtencdo de cortes seriados de
3um de espessura, em 3 niveis. As l[dminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) em
corador automaético Bellatrix EP-31-05103 EASYPATH (RHEUBERT et al., 2011). Toda a
técnica histologica foi realizada no Laboratério de Patologia, do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais.

A andlise do material e a respectiva fotodocumentacao foi realizada em microscopio
Olympus BX41 acoplado com equipamento fotografico digital Canon A3100S e ocular
micrométrica, alocado no Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Helmintos - Odile Bain na

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais.
IDENTIFICACAO DOS NEMATOIDES

Para identificacdo dos nematoides, alguns espécimes foram clarificados em Lactofenol
de Amann e observados em microscopio de luz Olympus BX41l. Os nematoides foram

identificado até género de acordo com Anderson et al. (2009). Os espécimes de

Parapharyngodon bainae foram identificados de acordo com o estudo de Pereira et al. (2011).
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RESULTADOS

TEMPO DE INIBICAO

Observou-se a morte dos espécimes de P. bainae em todos os tratamentos apds 120
minutos, permanecendo vivos os dos grupos controle (solugéo salina 0,9% e DMSO 10%).
Em contrapartida, em um periodo de 360 minutos, todos os espécimes de Physaloptera sp.
tratados ainda permaneciam vivos, bem como dos grupos controle (solugdo salina 0,9% e

DMSO 10%) para essa espécie.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As andlises por MEV das regiGes anterior e posterior dos nematoides do grupo
controle e controle com DMSO 10% e dos tratamentos expostos as concentragdes de 3
mg/mL e 2 mg/mL, para a espécie P. bainae (Figuras 1, 2 e 3) e 3 mg/ml, 2 mg/mL e 1
mg/mL (Figuras 4, 5 e 6), para Physaloptera sp. evidenciaram alteracdes morfoldgicas na

cuticula e em estruturas circum-orais dos nematoides estudados.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA EM P. bainae

Os nematoides tratados nas concentracdes de 3 mg/ml, 2 mg/mL e 1 mg/mL com o
extrato apresentaram um visivel aumento de invaginacOes e irregularidades da cuticula
resultante da desestruturacdo da camada basal e da subcuticula subjacentes a cuticula, da
regido anterior e regido caudal, mais evidente para a concentracdo 3 mg/mL se comparado a 2
mg/mL, quando comparados ao grupo controle e solu¢do salina DMSO 10%, que
apresentaram cuticula intacta e de morfologia regular (Figuras 1 e 2).

Além disso, também foi observado alteragdo na morfologia da cuticula da regido
circum oral, com a evidente perda de formato e estrutura dos seis labios para o tratamento de
maior concentracdo (Figura 1d), quando comparados aos labios dos espécimes dos grupos
controle. Para a concentracdo de 2 mg/mL a arquitetura dos seis labios ainda sdo visiveis,
porém n&o é possivel distinguir as papilas, quando comparado aos controles (Figura 1c). Para

os tratamentos da regido caudal observa-se que as anulagfes transversais da cuticula se
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tornaram mais proeminentes, justapostas € em maior numero, quando comparado aos

controles (Figura 2 c e d)
Nota-se que ndo houve alteracdo significativa da camada mais externa da cuticula nos

tratamentos em relacéo ao controle e controle DMSO 10% em solucdo salina 0,9% (Figura 3)

10pm 3 50pm

Figura 1. Parapharyngodon bainae - Microscopia eletronica e varredura da regido anterior
das fémeas. a. controle solucdo salina 0,9%. b. controle DMSO 10% diluido em solucdo
salina 0,9%. c. grupo tratado 2 mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum. d. grupo tratado com

3 mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum.
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Figura 2. Parapharyngodon bainae - Microscopia eletronica e varredura da regido caudal das
fémeas. a. controle solugédo salina 0,9%. b. controle DMSO 10% diluido em solucdo salina
0,9%. c. grupo tratado 2 mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum. d. grupo tratado com 3

mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum.
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Figura 3. Parapharyngodon bainae - Microscopia eletronica e varredura da superficie externa
da cuticula das fémeas. a. controle solucdo salina 0,9%. %. b. controle DMSO 10% diluido
em solucéo salina 0,9%. c. grupo tratado 2 mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum. d. grupo

tratado com 3 mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum.
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HISTOLOGIA DA PAREDE CORPORAL DOS ADULTOS DE P. bainae

Na figura 4 evidencia-se cortes transversais da por¢cdo média do corpo dos helmintos
adultos, do grupo controle DMSO 10% em solucdo salina 0,9%, e grupos tratados nas
concentragfes de 3mg/mL e 2mg/mL, para a espécie P. bainae. As seguintes estruturas foram
observadas de fora para dentro; cuticula, células musculares com nucleo evidente e regido
interna (Figura 4b e 4g). Na Figura 4c, em maior aumento, foram detalhadas as camadas
cortical, média e interna da cuticula do nematoide, hipoderme ou subcuticula composta por
celulas em sincicio, células musculares claviformes homogéneas que penetram o interior com
ndcleo evidentes.

Para os grupos tratados com extrato etanolico das folhas de C. coriaceum na
concentracdo 2 mg/mL evidencia-se, em menor aumento, completo descolamento da cuticula
em relacdo a musculatura longitudinal e desarranjo das estruturas anatbmicas internas (Figura
4d). Em maior aumento nota-se pontos de descolamento alternados com pontos preservados
da hipoderme ou subcuticula em relacdo a cuticula, com consequente sobreposicdo em
ondulagdes da cuticula (Figuras 4e e 4f). Importante destacar que as camadas cortical, média e
basal da cuticula, além da morfologia das células musculares, foram preservadas, se
comparadas ao grupo controle.

O tratamento com o extrato etandlico de C. coriaceum na concentragdo 3 mg/mL
evidencia-se, em menor aumento, completo descolamento da cuticula em relacdo a
musculatura longitudinal e desarranjo das estruturas anatdmicas internas (Figura 4g). Em
maior aumento nota-se completo descolamento da hipoderme ou subcuticula em relagcdo a
cuticula (Figuras 4i). Neste tratamento, a espessura das camadas cortical, média e interna da

cuticula sdo menores quando comparados ao grupo controle.
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Figura 4. Parapharyngodon bainae. - fotomicrografias de sec¢des histoldgicas da parede
corporal de fémeas adultas, corados em hematoxilina-eosina (H.E.). a. controle DMSO 10%
diluido em solucdo salina 0,9%. b. controle DMSO 10% diluido em solucéo salina 0,9% c.
controle DMSO 10% diluido em solucdo salina 0,9% .d. grupo tratado 2 mg/mL de extrato
etandlico das folhas de C. coriaceum. e. grupo tratado com 2mg/mL de extrato etanélico das
folhas de C. coriaceum. f. grupo tratado com 2 mg/mL de extrato etandlico das folhas de C.
coriaceum. g. grupo tratado com 3 mg/mL de extrato etandlico das folhas de C. coriaceum. h.

grupo tratado com 3 mg/mL de extrato etandlico das folhas de C. coriaceum. i. grupo tratado
com 3 mg/mL de extrato etandlico das folhas de C. coriaceum.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA EM Physaloptera sp.

Os tratamentos com o extrato etandlico de C. Coriaceum em Physaloptera sp.
apresentaram desestruturacdo e perda significativa da morfologia externa da regido anterior e
regido caudal para as concentracdo 1 mg/mL se comparadoa 2 mg/mL, e 3 mg/mL, quando
comparados ao grupo controle e solucdo salina DMSO 10%, que apresentaram cuticula
intacta e homogénea, preservando a arquitetura do par de labios e das papilas, além da regido
caudal (Figuras 5 e 6).

Observam-se alteragdes morfoldgicas significativas com total transfiguracdo e
desestruturacdo da morfologia de ambos os l&bios que circundam a abertura bucal dos
nematoides nas concentracdes de 1 mg/mL, 2 mg/mL e 3 mg/mL (Figura 5c, d, e). Para os
tratamentos da regido caudal observa-se nos tratamentos aumento do nimeros das anulacdes
transversais e perda da morfologia caudal (Figura 6c, d).

Nota-se que ndo houve alteracdo significativa da camada mais externa da cuticula nos
tratamentos em relacdo ao controle e controle DMSO 10% em solucdo salina, evidenciados

em maior aumento (Figura 7).
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Figura 5. Physaloptera sp. - Microscopia eletronica e varredura da regido anterior das fémeas.
a. controle solucéo salina 0,9%. b. controle DMSO 10% diluido em solugdo salina c. grupo
tratado com 1 mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum. d. grupo tratado com 2mg/mL de

extrato bruto de C. coriaceum.e. grupo tratado com 3 mg/mL de extrato bruto de C.

coriaceum.
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Figura 6. Physaloptera sp. - Microscopia eletronica e varredura da cauda das fémeas. a.
controle solucdo salina 0,9%. b. controle DMSO 10% diluido em solugdo salina c. grupo

tratado com 2 mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum. d. grupo tratado com 3 mg/mL de

extrato bruto de C. coriaceum.
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Figura 7. Physaloptera sp. - Microscopia eletronica e varredura de parte da superficie externa
da cuticula das fémeas. a. controle solugédo salina 0,9%. b. controle DMSO 10% diluido em
solucdo salina c. grupo tratado com 1 mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum. d. grupo
tratado com 2mg/mL de extrato bruto de C. coriaceum. e. grupo tratado com 3 mg/mL de

extrato bruto de C. coriaceum.
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HISTOLOGIA DA PAREDE CORPORAL DOS ADULTOS DE Physaloptera sp.

Na Figura 8 em a, b e ¢ evidencia-se cortes transversais da por¢do média do corpo de
helmintos adultos Physaloptera sp., onde sdo observadas as seguintes estruturas de fora para
dentro: cuticula, hipoderme ou subcuticula e células musculares com nudcleo evidente. Na
Figura 8c, em maior aumento, foram detalhadas as camadas cortical, média e interna da
cuticula do nematoide, hipoderme ou subcuticula, células musculares estriadas com nucleo
evidentes.

O corpo de Physaloptera sp. apresentou-se revestido por uma cuticula, com uma
camada mais delgada externa, a epicuticula, e a camada cortical, seguida da camada média
pouco visivel e camada interna ou basal, mais espessa e muito evidente nesta espécie.

As células musculares deste Nematoda possuem tamanhos e formas variaveis e
arranjaram-se em fileiras alongadas em paralelo ao comprimento do nematoide, que nos corte
transversais, estavam dispostas em sentido transversal ao sentido do corpo. Quando coradas
em HE essas células apresentaram nucleo evidente (Figura 8b e c).

Para os grupos tratados com extrato etanolico das folhas de C. coriaceum na
concentragdo 1 mg/mL evidencia-se, em menor aumento, que ndo houve alteracdo
morfolégica das estruturas internas do nematoide (Figura 9a), em maior aumento a cuticula
em relacdo a subcuticula e a musculatura longitudinal interna permaneceram integras (Figura
9b e c). Para os tratamentos de 2 mg/mL observa-se descolamento parcial da cuticula em
relacdo a musculatura longitudinal e desarranjo das estruturas anatbmicas internas (Figura 9d,
e, f). Importante destacar que as camadas cortical, média e basal da cuticula, além da
morfologia das células musculares, foram preservadas, se comparadas ao grupo controle.

O tratamento com o extrato etandlico de C. coriaceum na concentragdo 3 mg/mL
evidencia-se, em menor aumento, completo descolamento da cuticula em relacdo a
musculatura longitudinal, porém as estruturas anatémicas internas continuam preservadas
(Figura 9g). Em maior aumento nota-se completo descolamento da hipoderme ou subcuticula
em relacdo a cuticula (Figuras 9h), em destaque nota-se um rompimento da camada interna ou

basal, quando comparado ao grupo controle (Figura 9i)
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Figura 8. Physaloptera sp. - fotomicrografias de sec¢des histologicas da parede corporal de
fémeas adultas, corados em hematoxilina-eosina (H.E.). a. controle solucéo salina 0,9%. b.
controle solucdo salina 0,9% c. controle salina0,9%. d. controle DMSO 10% diluido em
solucdo salina 0,9%. e. controle DMSO 10% diluido em solucdo salina 0,9%. f. grupo tratado

com 2 mg/mL de extrato etanolico das folhas de C. coriaceum.
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Figura 9 Physaloptera sp. - fotomicrografias de sec¢des histologicas da parede corporal de
fémeas adultas, corados em hematoxilina-eosina (H.E.). a. grupo tratado 1 mg/mL de extrato
etanolico das folhas de C. coriaceum. b. grupo tratado 1 mg/mL de extrato etandlico das
folhas de C. coriaceum. c. grupo tratado 1 mg/mL de extrato etanolico das folhas de C.
coriaceum. d. grupo tratado 2mg/mL de extrato etandlico das folhas de C. coriaceum. e.
grupo tratado com 2mg/mL de extrato etanélico das folhas de C. coriaceum. f. grupo tratado
com 2mg/mL de extrato etandlico das folhas de C. coriaceum. g. grupo tratado com 3 mg/mL
de extrato etandlico das folhas de C. coriaceum. h. grupo tratado com 3 mg/mL de extrato
etandlico das folhas de C. coriaceum. i. grupo tratado com 3 mg/mL de extrato etanolico das
folhas de C. coriaceum.
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DISCUSSAO

Espécies do género Centrosema (Candolle, 1825) Benth. 1837 (Fabaceae) sdo muito
utilizadas para forrageio na pecuéria, por serem palataveis e de baixa toxicidade
(CAMERON, 1984). Muito utilizada na medicina indiana, analises prévias dos seus
constituintes quimicos da espécie Centrosema pubescens Benth. (Fabaceae) revelaram
presenca de taninos, flavonoides, isoflavonoides, galactosideos e isoflavonas, potenciais
substancias com acdo anti-helmintica (TOSTES et al., 1997; DA SILVA et al., 2000). Como
plantas que possuem parentesco botanico tém uma tendéncia de apresentar semelhanca no
metabolismo secundario, bem como produzir produtos naturais de uma mesma classe quimica
(LEITE, 2008), o extrato etandlico das folhas de C. coriaceum utilizadas no presente estudo
provavelmente produz metabdlitos secundarios pertencentes as classes de flavonoides e
taninos.

Nas andlises por MEV, confirmadas pelas analises histoldgicas, no presente estudo, foi
observado para P. bainae e Physaloptera sp. dois efeitos principais; a camada externa da
cuticula dos nematdides dos tratamentos permaneceu inalterada em sua estrutura comparado
aos controles (Figura 3 e 7) e houve alteracéo significativa da morfologia da porgao anterior e
caudal dos nematoides, resultantes do dissociacdo e descolamento da cuticula em relagdo a
hipoderme, com consequente encurtamento da cuticula e aumento acentuado das anulacdes
transversais, efeito observado também para as espécies Raillietina echinobothrida (Pasquale,
1890) (Cestoda: Davaineidae), Fasciolopsis buski (Lankester, 1857) Looss, 1899 e Ascaris
suum Goeze 1782, tratados com genisteina (YADAV e TANDON, 1992; ROY e TANDON,
1996; PAL e TANDON, 1998). Nestes testes in vitro, a genisteina, um flavonoide isolado de
Flemingia vestita (Fabaceae), provocou espasmos da musculatura dos parasitos, seguida de
paralisia flacida com alteracGes evidentes do tegumento, para as espécies de parasitos
testadas.

Apos aplicacdo do extrato para os individuos da espécie P. bainae dos tratamentos nas
concentragfes preconizadas, houve redugdo progressiva da motilidade dos nematoides, até a
morte decorridos 120 minutos de aplicacdo do extrato, e para Physaloptera sp. houve reducéo
progressiva da motilidade 360 minutos da aplicacdo dos extratos, permanecendo vivos todos
0s parasitos ao final do teste. Efeitos negativos sobre a motilidade larval foram observados em

estudos in vitro para as espécies Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) Cobb 1898
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(Nematoda:  Trichostrongylidae), Ostertagia ostertagi  Stiles, 1892 (Nematoda:
Trichostrongylidae) e A. suum, utilizando isolados de taninos condensados de extratos de
plantas da familia Fabaceae (BRUNET et al., 2008; NOVOBILSKY et al. 2011; WILLIAMS
et al. 2014). Devido a capacidade destes compostos formarem complexos com proteinas
(MUELLER-HARVEY e ALLAN, 1992; BRAVO, 1998; WATERMAN, 1999) pode-se
supor que compostos da mesma classe presentes no extrato de C. coriaceum interagiram com
proteinas da camada interna da cuticula de nematoides, gerando um processo de encurtamento
das fibras proteicas, o que pode explicar as alteracbes morfologicas em ondulacGes
observadas nos cortes histologicos para P. bainae e Physaloptera sp. no presente estudo,
resultando em diminuigdo da motilidade e morte dos individuos tratados.

O objetivo da comparacao de como os extratos atuam em P. bainae e Physaloptera sp.
foi avaliar a eficacia do consumo de partes de C. coriaceum pelo T. torquatus como agédo
anti-helmintica para ambos nematoides, por possuirem sitios de infecgdo especificos e nao
sobrepostos. As analises ultraestuturais por MEV sugerem que o extrato das folhas de C.
coriaceum atua em maior intensidade na regido anterior, com total transfiguracdo morfologica
dos labios e papilas de ambas espécies nas fémeas submetidas aos tratamentos, bem como a
area da vulva, semelhante fato de alteracdo da morfologia externa das porcGes anteriores e
posteriores, também observado em testes com R. echinobothrida, quando incubados com
extratos de F. vestita por Roy e Tandon (1996) e Pal e Tandon (1998).

Em consequéncia das lesdes na regido bucal e vulva de fémeas, provocando
alteracbes em sua arquitetura, quadros degenerativos na musculatura e em células
intestinais, pode haver reducdo da motilidade do individuo, em virtude de alteracdes
metabdlicas advindas de quebras estruturais da cuticula. A nutricdo do parasito pode ser
afetada em decorréncia das alteracdes na extremidade anterior, também ocorrendo prejuizos
na liberacdo de ovos em fémeas que tenham seu apéndice reprodutivo desestruturado
conforme sugerido por Brunet et al. (2011) e Hoste et al. (2012). Alteracdes semelhantes
foram observadas por Brunet et al. (2008) e Martinez-Ortiz-de-Montellano(2010) em testes in
vivo, em H. contortus (Rudolphi) e O. ostertagi obtidos de ovelhas e cabras, pelo consumo do
extrato de Lysiloma latisiliqguum (L.) Benth. (Fabaceae).

Importante destacar que para a espécie P. bainae os tratados apresentaram perda de
integridade de estruturas internas, com alteragdes das células intestinais e musculares

sugestivas de necrose celular, evidenciados nos cortes histolégicos (Figura 4). Estas
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observagdes sugerem que a incubagdo dos parasitos nos extratos etandlicos de C. coriaceum
causam degeneracdo e a morte destas células, resultando na morte dos individuos adultos, por
dano celular direto. Em contraste nos cortes histoldgicos para Physaloptera sp. foi observado
que as células musculares e intestinais permaneceram integras, com preservacdo morfologia
interna dos parasitos tratados, em comparagdo com o0s parasitos dos grupos controle (Figura
8). Nesta espécie, o extrato etandlico de C. coriaceum atuou diretamente e em maior
intensidade na camada sincicial da hipoderme ou subcuticula, resultando em total

descolamento da cuticula em relagdo a musculatura dos nematoides.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que o extrato bruto de C. Coriaceum causou alteracfes
morfolégicas em ambas espécies de nematoides estudadas, indicando que nas condi¢des
metodoldgicas realizadas C. coriaceum apresentou atividade anti-helmintica nesses parasitos.
Este estudo é o primeiro que demonstra por microscopia eletrdnica de varredura e analises
histoldgicas, alteracbes morfoldgicas provenientes do tratamento com extrato bruto de plantas
em nematoides sob condi¢des in vitro, oriundos de uma espécie de réptil silvestre. Dessa
forma pode-se constatar e afirmar que o presente modelo de estudo pode ser aplicado para

estudos com o mesmo enfoque outras espécies de nematoides parasitos de animais silvestres.
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CAPITULO Il

DESENVOLVIMENTO DE OVOS DE Parapharyngodon bainae PEREIRA, SOUSA &
SOUZA LIMA, 2010 (OXYUROIDEA, PHARYNGODONIDAE) OBTIDOS DE
Tropidurus torquatus (Wied, 1820) (SQUAMATA, TROPIDURIDAE), MINAS
GERAIS, BRASIL

RESUMO

Tropidurus torquatus € uma espécie de lagarto que apresenta ampla distribuicdo pelo Brasil e
ocupa habitats diversificados nos biomas Cerrado e Caatinga e em areas urbanas. Sua dieta €
composta em grande parte por artropodes, e apresentam uma comunidade parasitaria
caracterizada por baixa riqueza de espécies, alta prevaléncia e intensidade. Um total de 440
ovos do parasito intestinal Parapharyngodon bainae foram recuperados de coproculturas
mantidas por 36 dias, obtidas de fezes de T. torquatus provenientes de uma éarea de
afloramento rochoso, estado de Minas Gerais, Brasil, a fim de estabelecer padrdes
morfolégicos e morfométricos do desenvolvimento dos estagios de vida livre do parasito.
Estadgios de morula apresentaram percentual de 55%, 45% e 25% respectivamente nos 3
primeiros dias cultura, sendo ausente ap6s 0 13° dia. Estagios de gastrula e girinoide exibiram
padrdo constante e persistente, com percentuais abaixo de 40% para ambos e estagios tardios
de desenvolvimento prevaleceram em alta porcentagem a partir do 13° dia de cultura. Um
total de 75 ovos foram mensurados, apresentando médias de comprimento e largura de 93,49
e 50,79 um; 92,11 e 49,91 um; 93,11 e 49,47 um; 93,78 e 48,83 um, respectivamente para 0s
estagios de morula, blastula, gastrula, girinoide e para os estagios larvais L1, L2 e L3 foram
mensurados comprimento e largura dos ovos e das larvas, apresentando médias de 90,91 e
50,26 pum; 90,63 e 47,6 pum; 90 e 50 um para ovos e 59,1 e 25,38 um; 72,63 e 26,5 pm; 77,5
e 25 um para as larvas, respectivamente para larva L1, larva L2 e larva L3. Para P. bainae,
as fémeas liberam os ovos para o ambiente ainda nos estagios iniciais de clivagem e o
desenvolvimento dos embrides € lento comparado a outras espécies de oxiurideos, o que

sugere uma estratégia evolutiva de sobrevivéncia para grupo em relagcdo ao seu hospedeiro.

Palavras-chave: Desenvolvimento embrionario, Oxyurida, morfologia, morfometria
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CHAPTER II

DEVELOPMENT OF THE FREE-LIVING STAGES OF Parapharyngodon bainae
PEREIRA, SOUSA & SOUZA LIMA, 2010 (OXYUROIDEA, PHARYNGODONIDAE)
OBTAINED FROM  Tropidurus torquatus (Wied, 1820) (SQUAMATA,
TROPIDURIDAE), OF MINAS GERAIS, BRAZIL

ABSTRACT

Tropidurus torquatus is a lizard with widely distribution throughout Brazil and occupying
diverse habitats in the Cerrado and Caatinga biomes and urban areas. Their diet consists
largely of arthropods, having also a parasite community characterized by low species
richness, a high prevalence and intensity. A total of 440 eggs of intestinal parasite from
Parapharyngodon bainae, recovered from cultures were maintained for 36 days, obtained
from T. Torquatus from an area of rocky outcrops, state of Minas Gerais, Brazil. In order to
establish morphological and morphometric patterns of development of the free-living stages
of the parasite. Morula stages showed a percentage of 55%, 45% and 25% respectively in the
first 3 days culture and absent after the 13th day. Gastrulation and tad pole stages exhibited
constant and persistent pattern, with percentages below 40% for both. Early and late stages of
development prevailed in high percentage from the 13th day of culture. A total of 75 eggs
were measured, with the average length and width 93,49 and 50,79 um; 92,11 and 49,91 um;
93,11 and 49,47 um; 93,78 and 48,83 um, respectively to the stages of morula, blastula,
gastrulation and tad pole. The length and width of the eggs and larvae stages L1, L2 and L3
were measured, showing means of 90,91 and 50,26 um; 90,63 and 47,6 um; 90 and 50 pum
and 59,1 and 25,38 um; 72,63 and 26,5 um; 77,5 and 25 um, respectively for larvae L1, L2
and L3. In P. bainae, females release eggs into the environment even in the early stages of
cleavage. The embryo development is slow compared to other species of Oxyurida,

suggesting an evolutionary survival strategy for the group in relation to its host.

Keywords: embryo development, Oxyurida, morphometric patterns, morphological patterns
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INTRODUCAO

Atualmente, parasitos de animais silvestres sdo estudados tanto no contexto de saude e
bem estar animal, como no da salde publica humana (GULLAND, 1995; DASZAK et al.,
2000; AGUIRRE, 2009) e muitas vezes tem como foco a morbidade e mortalidade dos seus
hospedeiros (PRICE, 1986; GULLAND, 1995). A diversidade faunistica e da flora que
compde os biomas no Brasil torna os estudos sobre o parasitismo um importante tema a ser
abordado para caracterizar e compreender seu papel na conservacao de populaces viaveis de
espécies silvestres nos diferentes biomas existentes, e pode ser considerado um fator
importante que influencia a organizagdo e evolucdo da vida dos seres vivos, uma vez que
grande parte das relacdes ecoldgicas entre parasito-hospedeiro sugerem eventos co-evolutivos
entre as espécies ao longo do tempo (ADAMSON, 1994; PATERSON, 2010)

Os helmintos parasitos apresentam uma biodiversidade oculta e atuam como
reguladores da populacdo hospedeira (POULIN, 1999), e a variedade de mecanismos de
dispersdo e superacdo das barreiras ao parasitismo impostas pelos hospedeiros, demonstram
estratégias adaptativas dos parasitos ao seu ambiente (PRICE, 1986; CLARK, 1994;
POULIN, 2014). Uma das adaptacBes do ciclo de vida parasitario é o aumento da
probabilidade do estagio infectante alcancar o proximo hospedeiro, 0 que geralmente esta
relacionado com o aumento no nimero dos agentes infectantes que resistam as condicdes
ambientais ou desenvolvimento de padrfes comportamentais que otimizem o contato entre o
estagio infectante e o hospedeiro (ROGERS, 1962).

Em relagcdo a helmintos de répteis, apesar da riqueza e diversidade do grupo, sdo
poucos os estudos quanto ao estabelecimento de padrdes de comportamento entre parasito-
hospedeiro, bem como aspectos morfologicos, morfométricos e de desenvolvimento de ovos
desses helmintos, e isto se deve em parte a dificuldade em estabelecer metodologias e padrbes
experimentais para as espécies silvestres (BIRD e STYNES, 1981; GUZEEVA e
SPIRIDONOV, 2012).

Em especial, o género Parapharyngodon Chatterji, 1933 (Oxyuroidea,
Pharyngodonidae) possui 58 espécies descritas (BURSEY e GOLDBERG 2015). Ha
controvérsias em relacdo a classificacdo do género entre autores, devido a similaridades
morfologicas entre espécies de Parapharyngodon e Thelandros Wedl, 1862 (Oxyuroidea,

Pharyngodonidae), porém, atualmente sdo reconhecidos como dois géneros distintos devido a
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diferengas morfoldgicas no padrdo de distribuicdo, presenca ou auséncia além do nimero de
papilas caudais e a asa lateral, a morfologia das papilas e espiculas cloacais em machos, bem
como a localizacdo do ovario e a morfologia caudal nas fémeas, posicdo do opeérculo e
estagios de desenvolvimento dos ovos (FREITAS, 1957; SHARPILO, 1976; ADAMSON,
1983; RAMALLO et al, 2002; BURSEY e GOLDBERG, 2015). Para a espécie
Parapharyngodon bainae Pereira, Sousa & Souza Lima, 2010 (Nematoda, Oxyuroidea),
parasitos de Tropidurus torquatus, aspectos quanto riqueza, intensidade e abundancia relativa
foram elucidados em estudos anteriores, contudo as formas de transmissdo, ciclo de vida e
aspectos da biologia do desenvolvimento de estagios de vida livre ainda sdo desconhecidos.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo elucidar aspectos do desenvolvimento
de estagios de vida livre, sob condicGes de laboratorio de P. bainae, parasito intestinal de
espécimes de T. torquatus provenientes de uma area de campo rupestre na Zona da Mata
Mineira, sudeste do Brasil, assim como estabelecer padrdes morfoldgicos e morfométricos
para cada estagio de desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

COLETA DOS HOSPEDEIROS

Para a realizacdo dos estudos de desenvolvimento, ovos de Parapharyngodon bainae
foram obtidos de amostras de fezes de espécimes de Tropidurus torquatus coletados em uma
area de afloramento quartizitico, com aproximadamente 5.400 m2, localizadas no distrito de
Toledos, municipio de Juiz de Fora, na Zona da Mata Mineira, sudeste do Brasil
(21°48°27.57’S; 43°35°31.7°°W, datum: WGS84; altitude: 697), entre 0s meses de maio a
dezembro de 2015. Esta area apresenta um clima tropical de altitude com duas esta¢fes bem
definidas ao longo do ano, uma quente e chuvosa de outubro a abril e outra fria e seca de maio
a setembro. As temperaturas anuais médias oscilam em torno de 19,4°C e a umidade relativa
do ar varia de 75% a 81%. A pluviosidade média anual é de 1.787,17 mm, onde 0S meses
mais secos sdo julho a agosto, e os mais chuvosos dezembro e janeiro (Plano Diretor/JF-
Ipplan/JF, Anuério 2014).

Foram coletados trés espécimes de T. torquatus (duas fémeas e um macho), capturados
em armadilha de cola (Victor Mouse® gluetraps) (RIBEIRO-JUNIOR et al., 2006), no
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periodo diurno, entre os meses de maio e julho de 2015, durante a estagdo seca e quatro
espécimes entre agosto e dezembro de 2015, durante a estacdo chuvosa, sob licenga do
IBAMA (Processo 02015.010660/05-88 n° da licenca 261/05-NUFAS/MG). Os espécimes
foram transportados para o Laboratdrio de Herpetologia — Répteis, da Universidade Federal

de Juiz de fora— MG e imediatamente necropsiados.

COLETA DO MATERIAL FECAL, ANALISE E IDENTIFICACAO DOS OVOS

As fezes foram coletadas imediatamente ap6s a defecacdo esponténea dos animais, e
acondicionadas em frascos plasticos para analise fecal, identificadas e mantidos sob
refrigeracdo (aprox. 7°C). Para o estudo do desenvolvimento embrionario dos ovos de P.
bainae foi utilizado a Técnica de Roberts e O’Sullivan (1950), com modificacdes.

As fezes recuperadas foram pesadas e misturadas com vermiculita, na proporcao de
duas partes de vermiculita para uma de fezes, dentro de cubetas plasticas de volume de 30 ml
e em seguida, adicionado 200 pL de agua e homogeneizadas manualmente com bastdo de
vidro. As cubetas foram tampadas com tampa perfurada a fim de permitir a aeracdo e umidade
da cultura, acondicionadas em temperatura ambiente com condi¢do ambiental monitorada por
termo-higrometro  digital méxima/minima0°/+50°C e 15/95% UR Incoterm®. Foram
mensurados a temperatura e a umidade ambiental a cada 24 horas de cultivo, e adicionados a
coprocultura 100 pL de agua a cada 48 horas de incubacéo.

A recuperacdo dos ovos dos nematoides foi realizada pela técnica de sedimentacédo
espontanea de Hoffmann, Pons e Janer (1934) modificado. A cada 24 horas de incubacéo a
partir do momento da montagem das culturas, aproximadamente 40 mg de cada coprocultura
foi destinada a anélise.

Cada amostra de cultura foi peneirada em gaze hidrofilica diretamente em célice de
sedimentacdo de 250 mL. Apds 40 minutos de sedimentacdo, 2/3 do sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi pipetado com pipeta de Pasteur para montagem de laminas
provisorias, para identificacdo e quantificagdo dos ovos e seus respectivos estagios de
desenvolvimento, em microscépio de luz Olympus BX41. Para cada amostra nos calices de
sedimentacdo foram montadas cinco laminas. As analises foram realizadas em intervalos de
24 horas, por 10 dias seguidos, e apos este periodo, por dias alternados, perfazendo um total
de 36 dias.
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Foram mensurados em cada amostra 0 maximo de ovos em cada um dos estagios de
desenvolvimento. Os ovos foram identificados seguindo parametros de desenvolvimento para
nematoides descritos por Chitwood e Chitwood (1950) e Von Ehrenstein e Schierenberg
(1980) e padronizados em estagios de morula, blastula, gastrula, girindide, larva de primeiro
estagio (L1), larva de segundo estagio (L2) e larva de terceiro estagio (L3) com o
aparecimento da dupla cuticula.

Os registros morfométricos dos ovos foram realizados com o auxilio de microscopio
Olympus BX51 equipado com ocular micrométrica. As fotografias foram realizadas
utilizando-se cadmara fotogréfica digital Canon Power Shot SD1300 1S,12,1 mega-pixels de
resolucdo. Para cada ovo foi realizado o registro do estagio de desenvolvimento, do maior
comprimento e da maior largura. Para os estagios larvais L1, L2 e L3 foram mensurados

maior comprimento e maior da largura dos embrides e dos ovos.
NECROPSIA E IDENTIFICAQAO DOS HELMINTOS ADULTOS

Apbs a coleta das fezes os hospedeiros coletados foram eutanasiados com Tiopental®,
aplicado com seringas descartaveis de 1 mL (UETANABARO et al., 2007), e apds necropsia,
fixados em formalina a 4%, conservados em alcool etilico 70% GL, etiquetados e depositados
na Colegdo Herpetoldgica do Departamento de Zoologia da UFJF, sob os seguintes nimeros
de tombo: 1457; 1458; 1463; 1464; 1484; 1485; 1486. A identificacdo dos espécimes foi feita
segundo Rodrigues (1987).

A massa corpérea dos hospedeiros foi aferida em balanca Pesola® com precisdo de
0,25 g e da mensuracdo do comprimento rostro-cloacal (CRC) foi feito com paquimetro
digital 799 Starrett® com 0,1 mm de precisdo. As génadas foram avaliadas para determinagéo
do sexo dos hospedeiros.

Os hospedeiros foram necropsiados através de uma incisdo longitudinal ventral a partir
da regido mentoniana até a abertura cloacal. O trato digestorio foi transferido para placa de
Petri com solucdo salina 0,9% e foi dissecado a procura de parasitos. As analises do contetdo
gastrointestinal foram feitas com auxilio de estereomicroscépio binocular modelo XT-3H-BI.

Assim que coletados, os nematoides ainda vivos foram fixados em solugdo de

formalina 4% aquecida, e acondicionados em tubos do tipo eppendorf de 2 mL. Apds sete
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dias no fixador os nematoides foram acondicionados em tubos eppendorf contendo etanol
70°GL onde ficaram acondicionados até 0 momento da identificag&o.

Para identificacdo e estudo morfoldgico os nematoides foram clarificados em
lactofenol de Amann e montados em laminas temporarias para analise em microscopio
Olympus BX51. Foram mensurados dois machos e quatro fémeas de nematoides. O género e
espécie dos nematoides foi identificado de acordo com Pereira et al. (2011).

Espécimes representativos desses nematoides serdo depositados na Colecdo

Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC), Rio de janeiro, RJ, Brasil.

RESULTADOS

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DOS ESTAGIOS DE
DESENVOLVIMENTO DE OVOS DE P. bainae

Os ovos da espécie P. bainae apresentam formato elipsoide assimétrico devido ao
achatamento em uma das faces laterais, com uma extremidade mais estreita e a outra mais
larga, composta por dupla camada (Figura 1). A casca possui superficie externa apresentando

rugosidades (Figura 1, ¢ e em f), com presenca de opérculo sub-apical.

52



28m

Al

Figura 1: Estagio de desenvolvimento dos ovos de Parapharyngodon bainae. Em a - estagio de morula, b —
estagio de blastula, c, d — estagio de gastrula, e — estagio girindide, f — estagio de larva L1, fotografados em

microscopia de luz DIC.
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ESTAGIO DE MORULA

Os ovos em estagio de moérula apresentaram em seu interior embrido em estégio inicial
de clivagem, com formato tridimensional globoso sendo possivel a mensuragdo de quatro,
oito ou dezesseis células (Figura 2). Nesse estagio a casca dos ovos é espessa, contendo duas
camadas bem definidas e um opérculo ou regido de quebra mais delgada que a casca,

localizado em posicéo sub-apical em um dos polos do ovo.

Figura 2: Estagio de Mdrula dos ovos de Parapharyngodon bainae., fotografados em microscopia de luz. a,b,c —
estagio inicial de clivagem com 6-8 células; d, até g, — estagio inicial de clivagem com 10-12 células; h — estéagio

inicial de clivagem maior que 12 células.
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ESTAGIO DE BLASTULA

Os ovos em estégio de blastula se caracterizaram por possuirem um embrido no qual ja
n&o é possivel contar o nimero de células (Figura 3). A casca dos ovos é espessa, formada por
duas camadas evidentes e com a regido opercular nitidamente mais delgada que o restante da

casca do ovo, localizada em posicao sub-apical em um dos polos .

g

Figura 3: Estéagio de blastula dos ovos de Parapharyngodon bainae, fotografados em microscopia de luz. A até e

— estagio inicial da blastula; f até h — estagio de transicdo de blastula para inicio da gastrulagdo.
ESTAGIO DE GASTRULA

Os ovos em estagio de gastrula apresentaram em seu interior embrides em estagio
intermediario de desenvolvimento, com assimetria que variava entre formato conico, ou
arqueado em aspecto de vibrido com aumento do volume embrionario (Figura 4). A casca dos

ovos é espessa, contendo duas camadas bem definidas, e um opérculo ou regido de quebra
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mais delgada que a casca, localizado em posicdo sub-apical em um dos polos do ovo. Na
transicdo do estagio de géastrula para o estagio girindide os embrifes possuem a regido

anterior e posterior (caudal) bem definidas (Figura 4, ded a l).

Figura 4: Estéagio de géastrula para ovos de Parapharyngodon bainae, fotografados em microscopia de luz c, e,f,

i, j - estagios iniciais da gastrulacdo, a,b, d, g, h - estagio de transi¢do da gastrulagéo para o estagio girindide.
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ESTAGIO GIRINOIDE

Os ovos em estagio girinoide apresentaram em seu interior embrides em estagios mais
avancados de desenvolvimento, com formato filiforme cilindrico (Figura 5). Nesta fase, 0
embrido encontra-se em maior volume e tamanho, tomando toda a extensdo interna do ovo e
ndo € possivel ainda observar estruturas que formam o sistema digestorio. A casca dos ovos €
espessa, contendo duas camadas bem definidas, e um opérculo ou regido de quebra mais
delgada que a casca, localizado em posicéo sub-apical em um dos polos do ovo.

Figura 5: Estagio girinoide para ovos de Parapharyngodon bainae, fotografados em microscopia de luz. Em &, b

— estagio girinoide, ¢ — Transicao do estagio grinoide para o estagio larva L1.
LARVA DE PRIMEIRO ESTAGIO (L1)

Os ovos contendo as larvas de primeiro estagio (L1) apresentaram em seu interior
larvas com formato fusiforme, contendo uma membrana evidente delimitando o embrido.
Nesta fase, 0 embrido encontra-se em menor tamanho e volume quando comparado ao estagio
girinoide e primordios do sistema digestorio sdo visiveis (Figura 6). A casca dos ovos
apresenta espessura menos espessa comparado as outras fases, contendo duas camadas pouco
definidas, e um opérculo ou regido de quebra mais delgada que a casca, localizado em posicao

sub-apical em um dos polos do ovo.
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Figura 6: Estagio larva L1 para ovos de Parapharyngodon bainae, fotografados em microscopia de luz. Em a, d,

e — estagio de larva L1; b, c, f — estdgio de transicdo de larva L1 para Larva L2, com regido do es6fago evidente.
LARVA DE SEGUNDO ESTAGIO (L2)

Os ovos com larvas de segundo estdgio (L2) apresentam embrides com formato
cilindrico ocupando todo interior do ovo. Nesta fase, é possivel visualizar o es6fago com a

musculatura radial e o intestino médio ja formado. A casca dos ovos apresenta espessura
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menos espessa comparado as outras fases, contendo duas camadas pouco definidas, e um
opérculo ou regido de quebra mais delgada que a casca, localizado em posi¢do sub-apical em
um dos polos do ovo. Nesta fase o embrido formado apresenta maior tamanho e volume,

comparado ao estagio Larva L1 (Figura7,emae b)

@

b=a

25)1m

Figura 7: Ovos de Parapharyngodon bainae. a. ovo contendo larva de segundo estagio (L2). b. ovo contendo

larva de segundo estagio (L2). c. ovo contendo larva de terceiro estagio (L3).
LARVA DE TERCEIRO ESTAGIO (L3)

Os ovos contendo larvas de terceiro (L3) apresentaram em seu interior embrides com
formato cilindrico apresentando dupla cuticula, a mais externa a cuticula, bem delimitada e de
facil visualizacdo. Nesta fase, 0 embrido encontra-se em maior tamanho e volume quando
comparado aos estagios anteriores e é possivel visualizar e delimitar estruturas do sistema
digestorio (Figura 7, em c). A casca dos ovos apresenta espessura menos espessa comparado
as outras fases, contendo duas camadas pouco definidas, e um opérculo ou regido de quebra

mais delgada que a casca, localizado em posicao sub-apical em um dos polos do ovo.
MORFOMETRIA DOS ESTAGIOS DE DESENVOLVIMENTO DE P. bainae

Um total de 75 ovos foram mensurados e identificados em estagios de morula (n=18),
blastula (n=10), gastrula (n=13), girinoide (n=15) e estagios larvais L1 (n=10), L2 (n=8) e L3
(n=1) (Tabela I).
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Tabela I- Caracteristicas morfométricas dos estagios de desenvolvimento dos ovos de Parapharyngodon

bainae cultivados em laboratério.

ESTAGIOS C.0. (um) L.O. (um) C.L (um) L. L (um)

MORULA

(n=18) Minimo 85,8 43,24 - -
Méximo 102,41 55,59 - -
Média 93,49 50,78 - -
DP* 3,84 3,73 - -

BLASTULA

(n=10) Minimo 83,62 46,14 - -
Méximo 97,19 54,36 - -
Média 92,11 49,91 - -
DP* 4,46 4,46 - -

GASTRULA

(n=13) Minimo 87,7 45,28 - -
Maéximo 96,26 55,2 - -
Média 93,11 49,47 - -
DpP* 2,4 2,78 - -

GIRINOIDE

(n=15) Minimo 86,23 46,13 - -
Méximo 100,37 52,42 - -
Media 93,78 48,83 - -
DP* 3,89 1,6 - -

LARVA L1

(n=10) Minimo 77,76 44,57 45,94 23,22
Maéximo 99,41 58,24 65,33 29,03
Média 90,91 50,26 59,1 25,38
DP* 5,48 3,93 5,5 1,7

LARVA L2

(n=8) Minimo 87,5 42,5 65 24
Méximo 95 50 77,5 30
Meédia 90,63 47,6 72,63 26,5
DP* 5,48 3,93 55 1,7

LARVAL3

(n=1) Minimo 90 50 77,5 25
Méximo 90 50 77,5 25
Média - - - -
DP* - - - -

DP*=Desvio-padrao; C.0.= Comprimento dos ovos; L.O. = Largura dos ovos; C.L.= Comprimento das larvas L1, L2, L3; L.L. = Largura

das larvas L1, L2, L3.
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DESENVOLVIMENTO DE OVOS DE P. bainae

Um total de 440 ovos de P. bainae foram obtidos de coproculturas mantidas por 36
dias, sob temperatura e umidade relativa do ar média de 23,4°C e 67,8% (Tabela I).

Tabela 11- Parametros mensurados de temperatura e umidade relativa das coproculturas de fezes de

Parapharyngodon bainae cultivados em laboratorio, no periodo de 36 dias.

DIAS MENSURADOS TEMPERATURA (°C) UMIDADE RELATIVA (%)
1° 20,1 71
20 20,8 69
3° 19,8 73
40 20,3 60
5° 20,4 54
6° 21,7 62
7° 21,8 67
8° 23,0 78
9o 24,3 84
100 23,2 79
130 22,3 54
15 25,9 70
18 27,1 66
21 27,8 57
23 25,5 72
28 26,5 67
36 28,1 70

Médias 23,4 67,8

Os estagios de morula apresentaram porcentagem de aproximadamente 55%, 45% e
25%respectivamente nas primeiras 72 horas de desenvolvimento das fezes de T. torquatus em
coprocultura, e menos que 25% apds esse periodo, e ovos em estagio de blastula foram
recuperados em maior porcentagem até o 10° dia de cultivo. Os estagios de gastrula e
girinoide exibem padrdo constante e persistente no periodo do experimento, com percentuais
relativos aos outros estagios entre 20% e 50% para ambos. O surgimento da larva L1 foi
observado a partir do 9° dia de cultura, exibindo um aumento progressivo na porcentagem na

média de 30% apos o 13° dia de cultura, em contraste com diminuigdo progressiva do estagio
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girinoide até o 36° de cultivo. No 21° dia, foram observados ovos em estagios de larva L1 em
percentuais acima de 60%, e visualizados os primeiros ovos em estagios larvais L2. As
coproculturas foram mantidas até o 36° com o surgimento da larva L3, com presenca de dupla

cuticula.

100%
90%

80%
Moérula
70%
M blastula
60%
gastrula
50%
M girindide
40%
Wlarval
30%
M larva 2
20%
larva 3

10%
M mortos

0%

Figura 8 - Porcentagem dos estagios de desenvolvimento de ovos de Parapharyngodon bainae, durante 36 dias,

em temperatura média de 23,4°C e umidade relativa média de 67,8%.

DISCUSSAO

Pardmetros como riqueza, intensidade e abundancia relativa de uma comunidade
parasitaria variam em relacdo ao hospedeiro e seu habitat (POULIN e MORAND, 2004), e
uma das hipoteses que corroboram esse fato levam em consideracdo a biologia do parasito e
como eles sdo transmitidos aos hospedeiros (POULIN, 2014).

Estudos anteriores realizados por Pereira et al. (2012; 2013) com T. torquatus
originarios da mesma populacdo utilizada no presente estudo, demonstraram que a
comunidade parasitaria analisada de 110 hospedeiros, em relacdo aos nematoides
gastrointestinais, sdo depauperadas e ndo interativas apresentando baixos niveis de infeccdo e
poucas espécies de parasitos, o que foi observado também nos individuos coletados no
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presente e um padrdo tipico observado em comunidades de parasitos associados a espécies de
répteis segundo Aho (1990).

No que concerne a embriologia de nematoides, estudos realizados por Chitwood e
Chitwood (1950) podem ser considerados os mais relevantes quanto a elucidacdo de aspectos
da biologia do desenvolvimento para o grupo, e atualmente grande parte dos estudos utilizam
a espécie Caenorhabditis elegans Maupas, 1900 como organismo modelo para a elucidagdo
de aspectos filogenéticos, embrioldgicos e evolutivos (VON EHRENSTEIN e
SCHIERENBERG, 1980; GUO e KEMPHUES, 1996). No presente estudo, estabeleceu-se 0s
padrbes de desenvolvimento dos estagios de vida livre de P. bainae, utilizando como base
esses autores.

Em condicBes ambientais de temperatura média de 23,4°C e umidade relativa do ar
média de 67,8%, foi possivel elucidar todo o desenvolvimento dos estagios de vida livre dos
ovos de P. bainae até a fase de larva L3. A maior parte dos ovos nos primeiros dias de cultivo
estava nos estagios iniciais de clivagem do embrido, padronizados em modrula e bléstula.
Esses achados diferem dos que ocorrem para outras espécies da Ordem Oxyurida, como
relatado para Oxyuris equi (Schrank, 1788) (ENIGK, 1949) e Passarulus ambiguus
(Rudolphi, 1819) (KHARICHKOVA, 1946), cujas fémeas depositam grande numero de ovos
ja em estagio de géastrula e para Enterobius vermicularis (Linnaeus, 1758) (READON, 1938)
cujo desenvolvimento dos ovos ocorre intra Gtero enquanto fémeas gravidas migram para
regido perianal de seus hospedeiros, e depositam os ovos que eclodem em larvas L3, em um
periodo de 6 horas apds deposicéo.

Adamson (1981) observou que em Gyrinicola batrachiensis (Walton, 1929) a postura
dos ovos ocorre nos estagios iniciais de clivagem de 1-8 células, semelhante ao observado
para P. bainae nos ovos em estagio de morula, em que grande parte dos ovos recuperados 0S
embribes apresentaram 6-8 células. Foi observado também para G. batrachiensis dois estagios
de muda entre a morula e o surgimento das larvas L3 em um periodo de 6 dias, em contraste
com P. bainae, no qual decorreu um periodo minimo de 36 dias desde a morula até o
surgimento da larva L3 nas coproculturas.

E importante destacar que para P. bainae estagios de gastrula e girindide exibiram
padrdo constante e persistente de percentuais ao longo de 36 dias de andlise da cultura,
sugerindo que ao longo do processo de embriogénese, os embrides de P. bainae persistem por

um tempo maior nesses estagios, porém sdo necessarios estudos posteriores para constatar
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essa hipotese. O estagio tardio de desenvolvimento girindide comparado aos outros estagios
de desenvolvimento, em todo o periodo de anélise do experimento, apresentou percentagem
elevada, persistindo até o 36° de cultura, diminuindo proporcionalmente ao surgimento do
estagio de larva L1, a partir do nono dia de cultura das fezes. O surgimento dos estagios
larvais L2 e infectante L3 foram detectados em coprocultura a partir do 28° dia, relativamente
lento se comparado a espécie Oxyuris equi com desenvolvimento pds postura a Larva L3 no
periodo de 3 a 5 dias conforme Enigk (1949) e para a espécie Passarulus ambiguus no
periodo de 1 a 3 dias como observado por Kharichkova (1946).

No presente estudo, os estagios de desenvolvimento estudados para P. bainae se
restringiram as fases de vida livre do parasito, sendo que até o surgimento das larvas L3, as
formas de transmissdo e o desenvolvimento até a fase adulta no hospedeiro ainda sdo
desconhecidos.

A fase critica do ciclo de vida dos nematoides é a forma de transmissdo ao seu
hospedeiro, que pode ser direta nos ciclos monoxenos e indireta nos heter6xenos segundo
Levine (1980). Em oxiurideos, Anderson (2000) concluiu que o ciclo de vida é estritamente
monoxeno e as formas de infeccdo dos hospedeiros variam entre ingestdo de material vegetal
contaminado, coprofagia, geofagia ou autoinfeccdo. Acredita-se que T. torquatus, ao ingerir
particulas do substrato durante o forrageio, faz a ingestdo acidental dos ovos dispersos no
ambiente, uma vez que ovos de oxiurideos tendem a apresentar estrutura resistente a
condicdes adversas ambientais.

Geralmente em nematoides as fémeas produzem ovos com envoltorio, contendo trés
camadas basicas secretadas pelo proprio ovo: camada lipidica interna, camada media de
quitina e camada vitelina externa e uma ou duas camadas sdo secretadas pelo Gtero e séo
chamadas camadas uterinas quando ocorrem (BIRD e BIRD, 1991). Em Oxyurida, as duas
camadas uterinas da casca dos 0vos possuem espacgos que se abrem parao exterior passando
por poros na superficie externa do ovo, possuem formato elipsoide assimétrico devido ao
achatamento em uma das faces laterais e o opérculo pode ter localizacao apical ou sub-apical
(WHARTON, 1980; BIRD e BIRD, 1991). Para P. bainae, 0s ovos apresentam rugosidades
na camada mais externa, além de casca espessa, apresentando duas camadas bem delimitadas.
Parametros morfométricos para 0s ovos apresentam media de 85-95 x 40-45 mm, e se

comparado as espécies Enterobius vermicularis (Linnaeus, 1758) Leach, 1853, 50-60 x 20-32
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mm e Passarulus ambiguous, 95-103 x 43 mm, o que sugere que dados morfométricos podem
estar relacionados as fases de vida livre dos nematoides (LEVINE, 1980)

A padronizacdo dos estdgios de desenvolvimento para essa espécie foi proposto
através da andlise de caracteristicas morfologicas e morfométricas observadas ao longo do
periodo de desenvolvimento dos ovos até o surgimento da larva L3, constituindo o primeiro
estudo de aspectos da biologia do desenvolvimento para espécie do género Parapharyngodon
Chatterji, 1933 (Oxyuroidea, Pharyngodonidae).

Estudos ainda sdo necessarios para relacionar os parametros de desenvolvimento
propostos neste estudo para P. bainae com aspectos comportamentais de T. torquatus. Assim,
0s ovos depositados em estagio iniciais de clivagem pelas fémeas do parasito, além do
desenvolvimento lento dos embriGes, observados no periodo do experimento sugerem compor
estratégia evolutiva para grupo em relacdo ao seu hospedeiro, hipdtese que deve ser melhor

investigada em estudos posteriores.
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