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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Juliana Sao Luiz de Barros

Os nematoideos pertencentes ao género Physaloptera estdo incluidos na ordem Spirurida e
caracterizam-se por possuir a extremidade anterior com simetria bilateral. O género
Physaloptera tem como espécie tipo P. clausa parasito de Erinaceus europeus. No Brasil, Vaz e
Pereira (1935) encontrou Physaloptera bispiculata no estbmago de um roedor selvagem
Nectomys squamipes Brants, 1827 (rato d’agua) no estado de S3o Paulo, Brasil. Esta espécie foi
posteriormente relatada parasitando Sigmodon hispidus, Cynomys ludovicianus e Ondatra
Zibethicus. As limitagdes das caracteristicas morfoldgicas para identificacdo taxondmica, as
dificuldades em analisar o ciclo de vida completo e seus hospedeiros alternativos, tem
suscitado o uso de técnicas moleculares como instrumento de auxilio na taxonomia. Neste
trabalho foi descrita uma nova espécie de Physaloptera coletada parasitando o estdbmago do
roedor Cerradomys subflavus (Cricetidae: Sigmodontinae) coletado Serra da Canastra, Minas
Gerais, Brasil (20°13’28.30”S; 46°30’39.20”0). A espécie foi caracterizada através das técnicas
morfoldgicas (ML e MEV) e histoldgicas. Além disso, a filogenia foi estudada do género
através de sequéncias moleculares do gene 18S rRNA e MT-COI 1 produzindo sequéncias para
as espécies P. bispiculata parasita do roedor Nectomys squamipes, P. turgida 1 parasita do
marsupial Didelphis aurita, P. mirandai 1 e 2 parasita do marsupial Metachirus nudicaudatus,
P. galvaoi parasita do roedor Cerradomys subflavus, P. retusa parasita do réptil Tupinambis
teguixin, Protospirura numidica 1 parasita do roedor Oxymycterus dasythricthus, P. numidica 2
parasita do roedor Oxymycterus delator, Physocephalus lassancei parasita do roedor
Thrichomys fosteri, Pterigodermatites jagerskioldi parasito de Thylamys macrurus e
Gnatostoma turgidum parasito de Philander opossum. Todos os nematoides utilizados foram
coletados do estdmago e identificados por ML. As andlises morfolégicas por ML e MEV
revelaram a presenca de dimorfismo sexual com as exemplares fémeas maiores que os macho,
extremidade cefadlica com abertura bucal com dois grandes pseudolabios laterais, cada um
com dente tripartite semicircular de pontas desiguais (dois arredondados e um pontiagudo) e
um Unico grande dente triangular, um par pseudodentes na borda externa lateral de cada labio
e duas papilas em cada labio. As analises filogenéticas dentro do género Physaloptera
revelaram um monofiletismo sugerindo uma rdpida e simultanea diversificacdo de espécies. As
observagdes histoldgicas contribuiram também com novas informagdes da constituicdo
celular/ tecidual e da biologia dos nematddeos. Sendo assim, a combinacdo dos métodos
morfoldgicos, moleculares e histoldgicos apresentaram resultados satisfatérios para descri¢cdo
de espécies, caracterizacdo do género Physaloptera.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIODIVERSITY AND HEALTH

Juliana Sao Luiz de Barros

Nematodes belonging to the genus Physaloptera are included in the order Spirurida, and are
characterized by having anterior end provided with bilateral symmetry. The genus
Physaloptera present as type species P. clausa parasite of Erinaceus europeus. In Brazil, Vaz
and Pereira (1935) found Physaloptera bispiculata in the stomach of the rodent Nectomys
squamipes Brants, 1827 (water rat) in S3o0 Paulo, Brazil. Later, this species was reported
parasitizing Sigmodon hispidus, Cynomys ludovicianus and Ondatra zibethicus. The limitations
of the morphological features for taxonomic identification, the difficulties to study the
complete life cycle and their alternatives hosts, has favored the use of molecular techniques as
a tool for solving these questions. This present study describes a new species of Physaloptera
of stomach from the rodent Cerradomys subflavus (Cricetidae: Sigmodontinae) collected from
Serra da Canastra, Minas Gerais, Brasil (20°13’28.30"S; 46°30°39.20”0). The species was
characterized by morphological techniques (ML and SEM) and histological. Furthermore,
phylogeny of the genus was performed through molecular sequences of region 185 rRNA and
MT-CO 1 producing sequences for the species P. bispiculata rodent parasite of Nectomys
squamipes, P. turgida parasite of marsupial Didelphis aurita, P. mirandai 1 and 2 parasite of
marsupial Metachirus nudicaudatus, P. galvaoi parasite of the rodent Cerradomys subflavus,
P. retusa parasite of reptile Tupinambis teguixin, Protospirura numidica 1 parasite of rodent
Oxymycterus dasythricthus, P. numidica 2 parasite of rodent Oxymycterus delator,
Physocephalus lassancei parasite of rodent Thrichomys fosteri, Pterigodermatites jagerskioldi
parasite of Thylamys macrurus and Gnatostoma turgidum parasite of Philander opossum. All
nematodes used were collected from the stomach and identified by ML. Morphological
analysis by ML and SEM revealed the presence of sexual dimorphism presenting females
larger than the male cephalic end. Oral opening with two large lateral, semicircular
pseudolabia, each bearing three internal lateral teeth, forming a tripartite structure and single
large external lateral triangulate tooth. Phylogenetic analyzes within the Physaloptera genus
revealed a monophyletism suggesting a rapid and simultaneous species diversification. The
histological observations also contribute to new information of cell / tissue formation and
biology of nematodes. So the combination of morphological, molecular and histological
methods showed satisfactory results for describing species, characterization of the
Physaloptera genus.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais do Filo Nematoda

Os nematoides s&o o grupo de metazodrios mais abundante na biosfera,
representando aproximadamente cerca de 80% de todos os metazoarios,
incluindo muitas formas parasitas de plantas e animais, inclusive do homem

(Bongers & Bongers, 1988).

O Filo Nematoda é representado por organismos ndo segmentados, de
corpo cilindrico, alongado, cuticula resistente e estruturas bucais com arranjo
trirradial, com aproximadamente 27.000 espécies. Destas, cerca de 10700
espécies sdo de vida livre (solo, agua doce e mar) e aproximadamente 16300
espécies parasitas de invertebrados, vertebrados e plantas. Os nematoides
possuem ampla distribuicdo podendo ser considerados um grupo taxonémico
generalista quanto ao habitat (Hodda, 2004).

Apresentam corpo triploblastico com simetria bilateral, ndo-segmentados
e blastocelomados; corpo com uma cuticula espessa e sem cilios, cilindrico e
afilado (seccao transversal redonda/ forma tubular) formado por dois tubos, um
dentro do outro, e 0 espaco entre eles esta o pseudoceloma, onde se localizam
os 6rgaos reprodutores e um liquido que preenchem a cavidade denominado
liquido celomatico. Tal liquido tem a funcdo de favorecer a distribuicao de
nutrientes pelo intestino, atua na excrecdo e funciona como esqueleto
hidrostéatico (Figura 2). A parede do corpo tem apenas musculos longitudinais
(sem musculos circulares) que favorecem a flexdo e sem estruturas especiais
para circulagdo ou troca de gases. Possuem intestino completo; boca envolvida
por labios com 6rgdos sensoriais (frequentemente reduzidos a trés labios, ou a
um simples anel) (Figura 1). As excretas sao liberadas por canais longitudinais
que formam um poro excretor unico. Apresentam 6érgdos sensitivos cefélicos
exclusivos chamados anfidios e 06rgaos sensoriais caudais chamados
fasmidios. S&o organismos didicos com fecundagéo interna, desenvolvimento
indireto, na maioria. Machos frequentemente com um par de espiculas
copulatérias posteriores. O desenvolvimento dos jovens até forma adulta

muitas vezes envolve mudas (Smyth, 1994).



1.2. Morfologia dos nematoides

Os nematoides sdao  estruturalmente  organismos  simples,
caracteristicamente pseudocelomados, cobertos por uma cuticula protéica. O
mesénquima se reduz quase completamente, de modo que o espaco entre o
intestino e a camada muscular subepitelial esta ocupado pela cavidade
primaria limitada por uma membrana (blastoceloma). O desenvolvimento é
direto, s6é nos parasitas aparecem larvas secundarias. Mostram uma forte
tendéncia a constancia no niumero de células nos diversos tecidos (eutelia),
consequéncia que resulta na capacidade de regeneracgao limitada a partes de
células ou zonas histologicas anucleadas, faltando completamente a
reproducdo assexuada. Sem sistema de vasos sanguineos nem celoma.

O corpo segue o modelo arquitetdbnico saco musculo-cutaneo limitado
pelo blastoceloma, que contém o aparato digestivo e o reprodutor. O tubo
externo € a parede corporal e o tubo interno formado pelo tubo digestivo. A
parede corporal e o tubo digestivo proveem varios caracteres uteis na
identificacdo juntamente com o sistema nervoso, excretor e reprodutivo. O
corpo fica coberto por uma cuticula resistente, delgada e quitinosa que
frequentemente em forma de anéis. As expansdes cuticulares (asas), podem
se encontrar ao longo do corpo, na regidao cervical ou caudal do macho (em
alguns se encontra uma expansao formada por trés lébulos, com funcao

copuladora).

A cuticula € um produto elastico das células epidérmicas subjacentes,
criando um suporte resistente, onde predominam proteinas similares ao
coladgeno. A camada externa contém queratinas, coberta por uma camada
lipidica. A cuticula consta de trés regides: camada basal (estriada, laminada ou
com fibras helicoidais), camada mediana (que varia entre uma estrutura
granular uniforme até bastonetes, fibrilas ou canais, e as vezes ausente) e
camada cuticular externa, cortical ou cortex (frequentemente anelada e dividida
em partes externa e interna). A camada externa esta limitada por uma
epicuticula delgada, que pode apresentar uma cobertura de quinona. A cuticula

da superficie corporal geralmente apresenta ornamentacoes.



Sob a cuticula existe uma hipoderme, geralmente celular, ainda que em
parasitas as vezes é sincicial. Esta secreta a cuticula, mantém reservas de
nutrientes, contém fibras de ancoragem que unem a musculatura a cuticula e
em algumas espécies endoparasitas € uma importante superficie de absorgéao

de nutrientes.

O sistema muscular estd constituido por células mioepiteliais e
fusiformes que formam uma camada muscular, que corresponde a musculatura
somatica geral, e musculos especializados. Muitos nematoides tém sé entre
dois e cinco musculos em cada campo (meromiarios), outros tém muitas
células musculares em cada campo (polimiarios). As fibras podem ser
compridas e planas, ou bem altas e estreitas, segundo a espécie. As células
musculares dos nematoides sdo as Unicas que tém extensdes nervosas, cada
fibora muscular possui um brago delgado que vai até o corddao nervoso
longitudinal, dorsal ou ventral, onde se produz a inervagdo. Os musculos
especializados sao utilizados para o movimento de partes especiais do corpo,
por exemplo, os musculos labiais para a captura do alimento, musculos
faringeos para engolir, muasculos retais para a defecacdo e musculos

copuladores, associados aos 6rgaos reprodutores, espiculas ou vulva.

O blastoceloma ou pseudocele € uma cavidade derivada do blastocele,
localizada entre as visceras e a parede corporal, ndo esta coberta por peritbnio
e possui liquido perivisceral em seu interior. A cavidade se estende desde a
musculatura até o tubo digestivo, e rodeia os 6rgaos reprodutores. Sua alta
préssao hidrostéatica (forte turgescéncia), juntamente com a cuticula, atua como
antagonista elastico (hidroesqueleto) da camada longitudinal muscular, que se
correlaciona funcionalmente com a auséncia de musculos circulares. O liquido
perivisceral contém metabdlitos organicos, incluindo hemoglobina em algumas
espécies. Nas paredes do blastoceloma existem células fagocitarias fixas,

importantes na defesa interna.

O sistema de canais excretores, sem cilios, se encontra dentro de uma
célula, a maior célula do corpo do animal, que geralmente tem forma de H. Os
dois canais compridos se situam nos corddes epidérmicos laterais e se unem

por um ou varios canais situados na barra transversal.



O sistema nervoso ¢ intraepitelial, localizado na epiderme, a faringe e no
aparelho digestivo posterior. Existe um ganglio anterior em forma de um anel
nervoso circum-entérico, com ganglios dorsais, ventrais e laterais associados,
que rodeia o intestino anterior e sobre o qual as células nervosas se distribuem

geralmente em forma difusa, e varios corddes longitudinais.

Os érgaos sensoriais estdo concentrados na regidao anterior. Os anfidios,
variam desde um simples poro até uma complexa estrutura tortuosa e
espiralada. Os 6rgaos sensoriais levam a um dendrito ciliado englobado em
uma parte especializada da parede corporal. Nas papilas, cerdas e anfidios

existe um deiridio com um cilio distal (Travassos, 1920).



Figura 1. Morfologia geral externa e interna dos nematéides. A. Fémea. B.
Macho. (Fonte: Hirschmann, 1960).
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Figura 2. Seccao transversal mostrando morfologia geral dos nematoideos:
cavidade do corpo triblastico, pseudocelomético, protostomado com simetria
bilateral. O esquema do lado superior direito representa um corte ampliado da
cuticula. (Fonte: Smyth, 1994).



1.3. Taxonomia da ordem Spirurida Chitwood, 1933

O sistema de classificacdo dos nematoides foi baseado inicialmente em
caracteristicas morfolégicas dos espécimes. Varios sistemas de classificacao
foram propostos para os nematoides. A classificacdo tradicional do Filo
Nematoda (Rudolphi, 1808) proposta por Chitwood & Chitwood em 1950 divide
0s nematoides em duas classes: Adenophorea (= Aphasmida) e Secernentea
(= Phasmida). Chitwood (1933) estabeleceu a ordem Spirurida como parte da
subclasse Secernentea. Esta ordem €& composta por duas subordens,
Camallanina e Spirurina. A primeira possui apenas duas superfamilias
Camallanoidea e Dracunculoidea, enquanto a subordem Spirurina € formada
por sete superfamilias: Acuarioidea, Aproctoidea, Habronematoidea,
Physalopteroidea, Rictularioidea, Spiruroidea, Thelazioidea (Chabaud, 1975;
Gibbons, 2010). Segundo Anderson et al., 2009, a ordem Spirurida é composta
pelas seguintes Superfamilias: Acuarioidea, Aproctoidea, Habronematoidea,
Physalopteroidea, Rictularioidea, Spiruroidea, Thelazioidea, Camallanoidea,

Dracunculoidea e Diplotriaenoidea.
1.3.1. Caracteristicas morfolégicos da ordem Spirurida

Cavidade bucal pouco desenvolvida com boca e labios pequenos. Boca
com dois ou mais labios ou sem labios e pseudoldbios presente ou ausente.
Estes nematoides sao relativamente longos e finos, com nitido dimorfismo
sexual. Es6fago muscular-glandular com porgcéo anterior curta e muscular e a
posterior longa e glandular. Fémeas com vulva em posigcdo variavel
apresentando extremidade posterior em ponta romba sendo até quatro vezes
maiores que os machos. Os machos possuem cauda (extremidade posterior)
fortemente enrolada, com dois espiculos diferentes em forma e tamanho, com
asas caudas e papilas pedunculadas e sésseis, intestino simples e/ou
atrofiado. Ciclo heteroxénico, sendo que mosquitos, pulgas e carrapatos

desempenham o papel de hospedeiros intermediarios.



Reino Animalia
Filo Nematoda
Classe Secernentea
Ordem Spirurida
Superfamilia Physalopteroidea

Familia Physalopteridae
Subfamilia Physalopterinae
Género Physaloptera

Espécie Physaloptera spp.

Superfamilia®» Physalopteroidea Sobolev, 1949

Boca com labios triangulares com um ou mais dentes. Sua extremidade
anterior com cuticula dobrando em forma de um colar, corpo com ou sem
espinhos. Machos com asas caudais bem desenvolvidas e sustentadas por
papilas pedunculadas desenvolvidas, papilas sésseis presentes. Nas fémeas, a
vulva localiza-se na por¢do mediana do corpo.

Familia» Physalopteridae Leiper, 1908

Boca com labios triangulares, com um ou mais dentes; extremidade
anterior sem ornamentacdes, porém em geral cuticula com dobra em forma de
colar. Macho com asas caudais desenvolvidas e sustentadas por papilas
pedunculadas desenvolvidas, papilas sésseis presentes. Fémea com vulva na
porcdo mediana do corpo.

Subfamilia » Physalopterinae Railliet, 1893
Cavidade bucal pequena e extremidade anterior com a cuticula voltada
sobre os labios formando um colar cefalico. Macho com as asas caudais unidas

na superficie ventral.



Género» Physaloptera Rudolphi, 1819

Dois grandes labios laterais simples, triangulares e providos de numero
variado de dentes e externamente com papilas. Cuticula geralmente dobrada
sobre os labios formando um grande colarete cefélico. Papilas cervicais
posteriores ao anel nervoso. Cavidade bucal curta ou ausente; es6fago
formado de uma parte anterior muscular e uma posterior glandular. Macho com
asas caudais largas, unindo ventralmente anterior ao anus; trés a sete pares de
grandes papilas na regido cloacal e um numero variavel de papilas ventrais
sésseis, das quais algumas estdo ao redor da abertura cloacal e as outras
distribuidas aos pares na cauda. Espiculos iguais ou desiguais. FEmeas com
abertura vulvar anterior ou posterior ao meio do corpo. Uteros em nimeros de
dois, quatro ou mais, oviparas. Ovos ovais com casca espessa, embrionados
quando da postura (Vicente et al., 1997).
Espécie tipo» Physaloptera clausa Rudolphi, 1819

1.3.2. Ciclo evolutivo do género Physaloptera

No ciclo evolutivo das espécies do género Physaloptera, 0os ovos
larvados sao eliminados com as fezes do hospedeiro definitivo e ingeridos
pelos hospedeiros intermediarios. No intestino ocorre a eclosao das larvas L1
que ao atravessar o intestino, encistam e em sua parede externa, mudam para
larva L2 apdés 11 a 16 dias da infecgcdo, e depois de 12 dias mudam para L3
infectante. Na fase adulta, machos e fémeas sédo parasitos obrigatérios de
vertebrados podendo infectar um ou mais hospedeiros intermediarios
(Stunkard, 1953). Tais formas adultas maduras evoluem no hospedeiro
definitivo em 56 a 85 dias apds terem ingerido o hospedeiro intermediario
infectado. Os adultos sdo hematéfagos e vivem aderidos a mucosa gastrica
provocando erosdes, levando a gastrite catarral ou hemorragica e anemia
(Urquhart et al., 1998; Fortes, 2004). Dentre outros problemas observados nos
hospedeiros vertebrados causados pelo parasitismo podem-se ter: infeccao,

inapeténcia, vomitos, anemia e emagrecimento.

A reprodugédo € sexuada e 0s machos sdo menores que as fémeas.

Durante a copula, um ou mais espiculos sdo movidos para fora da cloaca onde



0s espermatozoides deslocam-se ao longo dos espiculos, para serem inseridos

na vulva das fémeas (Schell, 1950).

Os hospedeiros intermediérios sé&o invertebrados como insetos, grilos,
gafanhotos, baratas e besouros (Gray & Anderson, 1982). Cawthorn &
Anderson (1976) testaram grilos selvagens no desenvolvimento do ciclo de P.
maxilaris. Schell (1952) infectou experimentalmente S. hispidus e estabeleceu

o ciclo de vida completo para os P. hispida.

Hospedeiros intermediario
L1-L2-L3

By

‘%
sOA|JULep SodjapadsoH
1 | [ |
[

Ovos-L1

'r
soajugjeled sodlepadsoH

. I) e PR
e
<

By

Vermes
Adultos

e—————)

Figura 3. Ciclo biolégico das espécies do género Physaloptera com alguns

representantes de hospedeiros (Fonte: Sao Luiz, 2015)
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1.4. Distribuicao geografica das espécies do género Physaloptera

Physaloptera spp. sdo parasitos encontrados em varias espécies de
animais domésticos (cao, gato, ovinos, bovinos, eqliino, suino e aves), além de
animais silvestres (gamba, raposa, guaxinin, felinos silvestres, Lhamas, ratitas,
cobras e lagartos) e primatas.

Atualmente, sdo consideradas cerca de 100 espécies pertencentes ao
género Physaloptera: sendo duas de anfibios, nove de répteis, 24 de aves e 67
de mamiferos (Pereira et al., 2012). Dentre essas espécies, oito sdo parasitos
de roedores: Physaloptera getula foi descrita por Seurat (1917) parasitando o
estdbmago de Mus rattus L. no Marroccos, Africa, embora ele ndo tenha
publicado nenhum desenho de suas caracteristicas morfoldgicas. Seurat (1937)
identificou ainda P. getula em Meriones shawi Durvernoy, 1842 na Africa. No
Brasil, Vaz e Pereira (1935) encontraram Physaloptera bispiculata no estbmago
de um roedor silvestre, Nectomys squamipes Brants, 1827 (rato d’agua), no
estado de S&o Paulo, Brasil. Esta espécie foi posteriormente relatada
parasitando Sigmodon hispidus, Cynomys ludovicianus e Ondatra zibethicus
(Morgan, 1941). Kinsella (1974) descreveu Physaloptera hispida compondo a
helmintofauna do rato do algodé&o Sigmodon hispidus no sudeste dos Estados
Unidos. Baylis (1945) no sul dos Estados Unidos, Harkema e Kartman (1948)
na Geoérgia e Carolina do Norte e Hugghins (1951) no Texas ja vinham
explorando os helmintos deste hospedeiro. Quentin (1969) coletou um helminto
do estbmago de um roedor Echymyidae, Thrichomys apereoides (Cercomys
cunicularis), no estado de Pernambuco - Brasil, e 0 nomeou como Physaloptera
longispicula por apresentar como principal diferengca morfolégica em relacao as

demais espécies a presenca de espiculos extremante robustos.

Espécies ndao nomeadas do género Physaloptera foram relatadas em
roedores da familia Muridae no sudeste Asiatico (Venciana et al., 2013). Nesta
mesma regido, Physaloptera funambuli foi coletada de Funambulus pennanti
(Rodentia:Sciuridae) e teve sua morfologia detalhada (Parihar & Nama, 1978);
e Physaloptera ngoci foi descrita como a unica espécie dos Physalopterideos
conhecida como parasita dos roedores murideos (Rattus novergicus, Mus sp. e
Rattus sp) no Vietnam.
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Na América do Sul, Physaloptera calnuensis foi coletada do estdmago
de um roedor cricetideo na Argentina e sua morfologia detalhada (Sutton
1989). Dentre os roedores das familias Dasyproctidae (Dasyprocta fuliginosa e
D. leporina) e Cuniculidae (Agouti paca) do estado do Amazonas, Gongalves et
al., 2006 redescrevem morfometricamente Physaloptera torresi entre 0s
nematoides e cestédeos coletados.

Em primatas, foram encontrados ovos das espécies do género
Physaloptera sp. em Cercopithecus aethiops sabaeus em Barbados, América
do Norte (Mutani et al. 2003). Na Africa, Liang-Sheng (1957) descreve toda
morfologia de machos e fémeas de Physaloptera lumsdeni coletados de
Galago crassicaudatus agisymbanus, popularmente conhecido como primata
de arbusto. Primatas simios da Africa e América do Sul tém sido encontrados
infectados por Physaloptera tumefascianis e Physaloptera dilitata. Physaloptera
caucasia e Physaloptera poikilometra foram relatados nos primatas simios no
sudeste da Europa, sudoeste da Africa e da Asia. Ndo existem relatos de

infeccoes em humanos com este parasito.

Em lagartos da América do Sul, foram descritas quatro espécies de
Physaloptera (Physaloptera liophis, Physaloptera obtusissima, Physaloptera
lutzi e Physaloptera retusa), todas baseadas na identificacdo morfoldgica da
cauda e espiculos dos machos. Vermes adultos machos e fémeas de
Physaloptera lutzi, foram encontrados em trés necropsias de lagartos do
género Liolaemus do noroeste argentino, L. quilmes, L. ornatus e L. alticor
(Ramallo & Diaz 1998). Outros paises onde foram encontrados registros na
classe dos répteis sado: Bolivia, Argentina, Peru, Suriname, Paraguai, Uruguai,
Guiana, Venezuela e Colémbia. No continente africano, Walton (1932)
descreve Physaloptera polydentata encontrada em Hemidactylus mabouia
largatixa doméstica tropical. Hill (1941) encontrou Physaloptera terrapenis no
estdbmago de tartarugas do estado Norte Americano.

Seis espécies de répteis brasileiros foram relatadas parasitadas por P.
lutzi (Cristofaro, Guimaraes e Rodrigues, 1976) e P. retusa (Rudolphi, 1819).
Os estados brasileiros onde foram encontrados registros de Physaloptera spp.
na classe dos répteis sao: Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Mato
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Grosso, Mato Grosso, Para, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Albuquerque et al
(2012) encontraram pela primeira vez no estado do Acre lagartos das espécies
Anolis fuscoauratus e A. trachyderma parasitados com P. retusa e Arthrosaura
reticulata com P. lutzi. Pereira et al. (2012) descreveram uma nova espécie
denominada Physaloptera tupinambae de lagartos Tupinambis merianae do
sudeste do Brasil. E no estado de Minas Gerais, Juiz de fora, Pereira et al.
(2014) coletaram do estdmago de Salvator merianae (Squamata: Teiidae)
Physaloptera bainae que foi identificado e diferenciado pela combina¢ao das
seguintes caracteristicas morfoldgicas: o numero (23) e padrdo de papilas
caudais, tamanho dos espiculos, posi¢do vulvar (no primeiro terco do corpo), e

devido os espécimes apresentarem particularmente grandes e robustas.

Dentro do grupo dos carnivoros, Physaloptera praeputialis e
Physaloptera rara séo de distribuicAo mundial, e ocorrem no estdmago dos
caes e gatos domésticos, e felinos selvagens. Na cidade de Goiania, Campos
et al. (1974) encontraram em 37 gatos necropsiados P. praeputialis dentre
outros parasitos. No Rio de Janeiro Labarthe et al. (2004), durante o periodo de
um ano, avaliaram os helmintos gastrointestinais dos gatos selvagens de rua e
de abrigos onde encontraram P. praeputialis. Em 2012 Santos et al.,
verificando a helmintofauna de Canideos silvestres do Parque Nacional da
Serra do Cip6é do Estado de Minas Gerais (Brasil), encontraram 6.7% da sua
amostragem total parasitada por Physaloptera sp.. Em Santa Catarina,
Quadros et al. (2014) encontraram e descreveram Physaloptera praeputialis
pela primeira vez em Puma yagouaroundi. Soulsby (1982) descreve varias
espécies de Physaloptera em diferentes hospedeiros canivoros e locais, tais
como: Physaloptera rara nos EUA, P. canis na Africa do Sul e P.

pseudopraeputialis nas Filipinas e EUA.

Em aves Norte Americanas, Morgan (1941, 1942) descreve
Physaloptera acuticauda, Physaloptera alata e Physaloptera mexicana. Outras
oito espécies foram relatas em aves de outras partes do mundo: Physaloptera
brachycerca, Physaloptera crosi, Physaloptera galinieri, Physaloptera
hieracideae, Physaloptera lossensi, Physaloptera rapacis, Physaloptera reevisi
e P. subulata (Morgan, 1943). Na China as aves da familia Accipitridae séao
hospedeiras da espécie de P. alata (Li, 1934). Morgan (1948) coletou e
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descreveu P. buteonis morfologicamente do ventriculo de um falcdo vermelho

oriental (Buteo jamaicensis borealis) da Colémbia.

A primeira descricdo de Physaloptera em marsupiais australianos foi
feita por Ortlepp (1922) de Parameles nasuta. Para identificacdo de
Physaloptera peramelis, Physaloptera peragale e Physaloptera thalacomys
foram considerados o caracter taxon6mico das papilas caudais dos machos,
assim como para Physaloptera troughtoni e Physaloptera banfieldi dos
roedores nativos. Barton & McEwan (1993) relataram também Physaloptera
preaputialis como parasito comum dos carnivoros domésticos e selvagens no
norte do territério australiano. Torres et al. (2009) identificando nematoides
gastrointestinais coletados de Gracilinanus agilis na regido do Pantanal
descreveram pela primeira vez Physaloptera herthameyerae, uma espécie do

género Physaloptera ainda ndo encontrada neste hospedeiro.
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1.5. Relacées filogenéticas da ordem Spirurida baseado em marcadores

moleculares

Chitwood (1937) propbs uma filogenética bipartida e um sistema
taxon6mico com base na presenca e auséncia de fasmideos. Este sistema foi
melhor elaborado posteriormente por Maggenti (1963, 1983) com base na
estrutura da faringe e sistema excretor. Contudo, devido a auséncia de
caracteres homologos e de registros fésseis, e a uma grande evolucao
convergente, tem sido extremamente dificil obter-se uma andlise estrutural
compativel entre a filogenia e a taxonomia do filo Nematoda utilizando-se
caracteres morfolégicos e ecolégicos em conjunto (Inglis, 1983; Blaxter et al.,
1998).

No final da década de 1990, a primeira analise extensa da filogenia
molecular destes parasitos foi publicada por Blaxter et al. (1998), colocando os
nematoides spirurideos em um ramo distinto designado como "clado III". Mais
tarde, De Ley & Blaxter (2002; 2004) revisaram este sistema de classificagéo
com base na interpretacdo das arvores filogenéticas de SSU (18S) rDNA
utilizando as ordens tradicionais do clado |II.

De acordo com De Ley e Blaxter (2004), Spirurina inclui 21
superfamilias, das quais nove sao parasitas de peixes (Moravec, 2007). No
entanto, a continuacdo dos estudos sugere que o arranjo dentro deste grupo
sera maior, a medida que aumentar o nimero de dados moleculares (Wijova et
al. 2006, Nadler et al. 2007).

Os dUltimos estudos moleculares incluiram um grande numero de
espécies e revelaram numerosos grupos parafiléticos dentro da subordem
Spirurina apds a classificagdo proposta por De Ley e Blaxter (2004) e sua
posicdo dentro "clado IlI" (Nadler et al. 2007). Este resultado ndo é
surpreendente e, como Wijova et al. (2006) e Nadler et al. (2007) observaram,
a solucao de inter-relacdes filogenéticas neste grupo requer significativamente
mais espécies examinadas, bem como o sequenciamento de genes adicionais

para obter-se estatisticamente melhor suporte nas conclusoes.
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1.6. Taxonomia integrativa

Os nematoides sao considerados um dos grupos de organismos mais
dificeis de serem identificados, seja pelo tamanho diminuto ou pela dificuldade
de observacao de caracteristicas chave para o diagnostico em microscopia de
luz convencional. As diferencas morfolégicas e morfométricas s&o
relativamente pequenas e exigem consideravel conhecimento em taxonomia
para uma segura determinagdo das espécies. Com isso, a integragdo entre
dados morfolégicos e informagdes moleculares criou o conceito de taxonomia

integrativa.

A taxonomia integrativa € uma ferramenta que engloba marcadores
moleculares, caracteres ecoldgicos e caracteres morfologicos, a fim de auxiliar
na identificacdo da biodiversidade global (Seberg et al. 2003; Dayrat 2005). De
acordo com Dayrat (2005) a taxonomia integrativa pode ser a melhor
abordagem para o conhecimento da diversidade.

Taxonomia integrativa tem sido eficientemente introduzida para alguns
grupos de vertebrados (Wiens & Penkrot, 2002; Malhotra & Thorpe, 2004) e
invertebrados (Wahlberg et al., 2005), entretanto ainda tem sido muito pouco
utilizada para os nematdides (De Ley et al., 2005; Bhadury et al. 2007).

Desta forma o método de Linnaeus, conhecido como nomenclatura
binomial, consiste em ordenar as espécies em uma série ascendente de
grupos, formando um sistema hierarquico de classificacdo. Embora esse
método seja bastante eficiente para nomear e organizar taxa, ainda hoje pode
ser dificil, em um sentido taxonémico, delimitar uma espécie, especialmente
porque o conceito de espécie vem sofrendo grandes mudangas nos ultimos
200 anos. Atualmente, € possivel destacar quatro tipos principais de conceito
de espécie: (1) conceito tipoldgico ou morfolégico, (2) conceito biolégico, (3)
conceito evolutivo e (4) conceito filogenético. Apesar da ampla discusséao a
respeito da validade dos diferentes conceitos de espécie, dados genéticos
recentes parecem favorecer o conceito filogenético de espécie. Este conceito
filogenético de espécie baseia-se na monofilia, isto €, 0 menor conjunto de

organismos que compartiiham um ancestral comum e podem ser distinguidos
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de outros grupos de organismos. Tal conceito vem conquistando cada vez mais
espaco na comunidade cientifica, principalmente por ser menos restritivo que o
conceito biolégico de espécie e permitir o teste de hipdteses filogenéticas
contribuindo, dessa forma, para estudos sobre a evolucdo de espécies
(Cracaft, 1989; De Queiroz & Donoghue, 1989).

Contudo, a introdugédo da teoria evolutiva o papel da biologia tem sido
investigar e buscar compreender as relacdes filogenéticas entre as espécies.
Tal papel é de grande importancia por que todas as diferencas existentes entre
as espécies na morfologia, fisiologia, ecologia, comportamento e até na
distribuicdo geografica evoluem das proprias espécies no decurso de
filogénese (Henning, 1966). Desta forma, apds o advento da teoria evolutiva o
papel da taxonomia animal foi modificado passando a organizar e ordenar o
conhecimento taxondmico. Segundo os fundamentos da teoria evolutiva, as
espécies se encontram em constante mudancga e, por essa razao, a natureza
estatica do método classificatério tornou-se antiquada para a taxonomia de
organismos vivos. Essa lacuna foi preenchida com o surgimento da sistematica

filogenética (Bueno-Silva, 2012).

O entomologista alemao Willi Hennig em meados da década de 1960
propds a sistematica filogenética. Nesse contexto ele define a sistemética
filogenética como um método objetivo para a reconstrugao da histéria evolutiva
dos grupos (relacdo ancestral-descendente) através de uma analise
diferenciada das caracteristicas do grupo em estudo. Isto €, com o método
sistematico uma espécie representa um conjunto de individuos que possuem
uma descendéncia evolutiva comum. Essa visdo de espécie tem fornecido
subsidios para a realizagdo de estudos em diversas areas da biologia, tais
como taxonomia, filogeografia e biogeografia. Assim como observado para a
taxonomia, o uso de marcadores moleculares de DNA abriu caminho para outra
importante linha de pesquisa em biologia: a sistemética molecular ou filogenia
molecular. Assim aumentando o ganho de informagdes sobre as relagdes
evolutivas de um determinado organismo que pode ser expressa através de

uma arvore filogenética (Bueno-Silva, 2012).
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O relacionamento filogenético de espécies é, essencialmente, inferido
com base na comparagao de caracteres morfoldgicos. No entanto, a crescente
viabilidade de informacbes genéticas tem estimulado o uso de marcadores
moleculares de DNA, em conjunto com dados morfologicos, para inferir o
relacionamento filogenético de diversos taxons. Basicamente, reconstrucdes
filogenéticas baseadas em dados moleculares séo inferidas a partir da analise
comparativa de sequéncias homdlogas de DNA ou proteina (Lemey et al.,
2009).

Em resumo, o uso de técnicas moleculares vem crescendo no mundo
todo, especialmente nos ultimos 20 anos, alcangando diversas éareas da
biologia, como botanica, zoologia, ecologia, taxonomia, biologia da
conservagdo, biotecnologia e sistematica filogenética. E inegavel que a
genética molecular tem contribuido imensamente para o desenvolvimento das
ciéncias em diferentes areas, porém o uso de técnicas moleculares nao deve
ser considerado a unica fonte de evidéncia para estudos de taxonomia e
sistematica filogenética. Alguns taxonomistas moleculares ja admitem e
defendem o uso integrado de morfologia e genética para caracterizar e
delimitar espécies com maior precisdo. Ou seja, as técnicas moleculares nao
devem ser consideradas de maneira isolada, mas como ferramenta de auxilio
para uma segura e correta identificacdo da espécie, de acordo com o conceito
proposto de taxonomia integrativa (Bueno-Silva, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

A partir do contexto acima apresentado, nota-se a necessidade de se
aprofundar na taxonomia dentro do género Physaloptera, haja vista que os
caracteres morfolégicos empregados para o diagnéstico das espécies baseiam-
se apenas em discretas diferencas morfométricas e morfolégicas, dentre as
quais muitas vezes se sobrepdem. A utilizacdo da microscopia de luz (ML)
empregada para a descricdo das espécies, tem recentemente recebido
subsidios a partir da utilizagcdo da microscopia eletrdnica de varredura (MEV),

entretanto ainda sao poucas as espécies estudadas através dessa técnica.

Nesse sentido, o uso de abordagens moleculares direcionadas vem
buscando auxiliar o entendimento das familias da ordem Spirurida (De Ley et
al. 2005; Meldal et al. 2007). A utilizagdo de métodos moleculares,
particularmente o sequenciamento de segmentos de DNA ribossomal e
mitocondrial, tem permitido a inferéncia filogenética para a familia
Physalopteridae e revelado inconsisténcia quando da utilizacdo do grupo de
hospedeiro e a distribuicdo geografica dos parasitos como parametros
auxiliares para a classificagdo das espécies. Entretanto, o pequeno nimero de
espécies com sequéncia disponivel nos bancos de sequéncias tem tornado os

estudos inconclusivos.

Além dessas contribuicdes, visando agregar informacdes, foram
realizadas analises histolégicas para auxiliar na identificacdo de importantes
estruturas de caracteres taxonémicos. Uma vez que, existe um enorme lacuna
de informagdes histoldégicas dos nematodeos spirurideos, Além de ampliar o
conhecimento da composicao celular/ tecidual desse grupo produzindo mais

uma ferramenta de esclarecimento sobre o grupo.

Em virtude da complexidade das questdes levantadas, foram propostas
abordagens variadas, compreendendo estudos taxonémicos morfologicos e

moleculares.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Estudar a diversidade taxonémica do género Physaloptera através da
taxonomia integrativa, baseado em caracteristicas morfoldgicas,

moleculares e histoldgicas.

3.2. Objetivos Especificos

Descrever uma nova espécie do género Physaloptera através de

caracteristicas morfolégicas e moleculares.

Comparar e descrever aspectos histolégicos da nova espécie
identificada, visando auxiliar na identificacdo das estruturas através do
conhecimento da composicao celular/ tecidual e parte da sua fisiologia,

produzindo mais uma ferramenta para esclarecimento taxonémico.

Comparar morfologicamente espécies do género Physaloptera em
diferentes hospedeiros através de literatura especifica e/ou espécimes
depositadas na Colecdo Helmintolégica do Instituto Oswaldo Cruz
(CHIOC)

Produzir sequéncias de espécimes da ordem Spirurida representantes
da superfamilia Physalopteradoidea, Spiruroidea, Rictularoidea e
Gnasthostomatoidea utilizando 18S rRNA e COI como marcadores

moleculares e depositar as novas sequéncias no GenBank.

Analisar filogeneticamente de espécies do género Physaloptera
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4. MATERIAL E METODOS

Todos os helmintos utilizados neste trabalho foram coletados em
excursbes durante o periodo de Maio/2010 a Margo/2015 nos estados do
brasileiros (Acre, Mato Grosso do Sul, Bahia, Santa Catarina, Minas Gerais e
rio de Janeiro), fazendo parte do acervo do Laboratério de Biologia e
Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatério.

4.1. Captura e necropsias dos hospedeiros

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética de uso de animais da
Fundacdo Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ (CEUA L-0015/07). Os animais foram
coletados conforme o Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade-
SISBIO/MMA (Ministério do Meio Ambiente) - Licenga numero 13373-1.

Nas éareas escolhidas, foram estabelecidos transectos lineares com 20
estacbes de captura em cada. Todos os transectos foram geo-referenciados
utilizando-se um GPS. Nestas estagbes, foram dispostas armadilhas do tipo
live-trap, modelos Tomahawk (40,64cm x 12,70cm x 12,70cm) e do tipo
Sherman (7,62cm x 9,53cm x 30,48cm), apropriadas para a captura de
pequenos mamiferos vivos com até 3Kg. Cada coleta teve duragéo de cinco
dias. Em cada armadilha foi colocado uma isca composta de uma mistura de

bacon, aveia, banana e pasta de amendoim.

Os transectos eram percorridos diariamente pela manha para checagem
das armadilhas quanto a presenca de animais. As armadilhas contendo os
animais foram transportadas, imediatamente apds sua remog¢ao dos transectos,
para uma base laboratorial de campo, aonde os animais foram necropsiados
utilizando uma camara de CO.. As amostras foram coletadas segundo normas
estritas de biosseguranca, com toda a equipe paramentada com equipamentos
individuais de protecao de nivel 3 (filtros motorizados, méscaras com pressao
positiva, e demais acessorios), e segundo normas estabelecidas pelo Ministério
da Saude (FNS, 1998; Lemos & D’Andrea, 2006) que garantem a seguranga
dos membros da equipe de campo contra zoonoses de transmissdo por
aerossois.
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Hospedeiros estudados:
Mammalia: Rodentia

Familia Cricetidae » Nectomys squamipes, Oxymycterus dasythrichus,
Oxymycterus delator e Cerradomys subflavus

Familia Echimidae » Thrichomys fosteri

Mammalia: Didelphimorphia

Familia Didelphidae » Philander frenatus, Metachirus nudicaudatus, Thylamys

macrurus, Didelphis aurita

Reptilia: Squamata

Familia Teiidae » Tupinambis teguixin
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Figura 4. Regides biogeograficas de captura dos hospedeiros.

Ceradomys subliavus
Chyrmyeterus delator
Phitander frenafus

- Metachirus nudicaudatus
Melachirus nudicaudalus

. Thrichormys fosten

. Thylamys racrurus

. Necformyvs squamipes

. Dideiphis aurita

. Tupinambis teguixin

. Qwymyctarus dasyihriethnes
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4.2. Coleta e fixacao dos nematoides

Os hospedeiros tiveram o estbmago como sitio de infecgdo analisado.
Os nematoides foram coletados, colocados em placas de Petri, lavados em
solugao salina (NaCl a 0,85%) com auxilio de microscopio estereoscépico.
Todos os nematoides encontrados foram contados, fixados (conforme Tabela
1) e acondicionados em frascos devidamente identificados (numero LBCE,
data, 6rgao e fixador) e transportados ao LABPMR .

Figura 5. A. Helmintos coletados em solugéo salina. B. Frascos com fixadores
e rotulo de identificagao.
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Tabela 1. Fixadores, composicao quimica e tipos de analises.

Tipos de fixadores

Composicao

Tipo de analise

Alcool 70%

AFA

Nitrogénio liquido (N2)

Milloning 10% (pH 7,4)

etanol 95-100% , agua destilada

etanol 95-100%, formaldeido 0,4%, acido acético glacial 100%

azoto liquido (concentragao > 99,998%)

formaldeido 0,4%, agua destilada, fosfato de sédio monobasico,
hidréxido de s6dio

Analise morfoldgica (ML)

Analise molecular

Analise morfoldgica (MEV)

Analise molecular

Analise histologica
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4.3. Analise morfolégica por microscopia de luz (ML)

Os espécimes de helmintos foram analisados utilizando microscépio
modelo Olympus BX-51. Para ML, os exemplares foram clarificados em fenol
80% e montados entre laminas e laminulas temporarias e desenhados com
auxilio de uma camara clara acoplada ao microscopio. Imagens foram
capturadas com auxilio de uma camera digital Olympus DP-12 acoplada ao
microscépio. Todos dados morfométricos foram apresentados em milimetros
expressados com valores de minimo, maximo, média e desvio padrdo. A
identificacdo das espécies seguiu de acordo com Travassos et al. (1937),
Yamaguti (1961), Vicente et al. (1997) e Anderson et al. (2009).

As espécies representativas foram depositadas na Colecao
Helmintologica do Instituto Oswaldo Cruz - CHIOC.

4.4. Analise morfolégica por microscopia eletronica de Varredura ( MEV)

Para MEV, os nematoides fixados em AFA foram lavados em tampéao de
cacodilato 0,1 M (pH 7,2), p6s-fixados por 2h em em OsO4 a 1% e 0,8% K3Fe
(CN) 6, desidratado em série alcodlica (30-100%) por 2h cada banho, seco em
ponto critico usando CO; e metalizados com uma camada de ouro de 20nm
segundo Mafra & Lanfredi, (1998). Depois da preparacédo, as bases foram
mantidas em uma caixa com gel de silica para manté-los secos. Os espécimes
foram analisados em microscépio eletrénico de varredura em 15kV modelo
JEOL JSM-6390 segundo Mafra & Lanfredi, (1998).

4.5. Analises moleculares: extracao, PCR, purificacao e sequenciamento
Os helmintos fixados em etanol 70% foram lavados em &gua bidestilada
por 12 horas. Os espécimes em nitrogénio liquido foram lavados por apenas
trés horas. Apds a lavagem dos exemplares, foram realizadas as extragées dos
DNA (ADN) utilizando o Kit QlIAamp DNA mini Kit (QIAGEN Biotecnologia ) em
que os espécimes eram maceradas com auxilio de um pistilo e em seguida
digeridos com proteinase K (600mAU/ml) em tampdo ATL e incubado por 3
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horas a 56°C. Em seguida incubado novamente com tampao AL a 70°C por 10
minutos e seguido pela precipitagdo por etanol (96-100%). As amostras de
DNA foram obtidas através das eluicbes em uma coluna Qiamp Mini spin e

estocado a 4°C até sua utilizagdo.

O DNA estocado foi quantificado pelo nanodrop em 230 nm (NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 Uniscience) obtendo os valores da quantificacao

em nano gramas por microlitros (ng/pl).

A primeira amplificagado do DNA foi feita através de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) de uma regido parcial do gene 18S rRNA utilizando um
primers construidos que anelam a regido conservada em ambas partes finais
do gene: PHYSA F 5GCGAACGGCTCATTATAA3" e PHYSA R
5’AATTTCACCTCTCAGCAS’ (Gomes et al. 2015) . Para esta reacao de PCR,
foi usado um periodo inicial de desnaturagdo por 3 minutos a 95 °C,
pareamento 57°C por 3 minutos e extensao 72 °C por 3 minutos, seguidos de
35 ciclos de 1 minuto com a mesma temperatura de desnaturagéo, pareamento
e extensdo. O produto de PCR foi avaliado pelo método de eletroforese em gel
de agarose a 1% corado com azul de bromofenol diluido na amostra e
visualizado no trasiluminador sob luz ultravioleta (Tabelas 2 e 3).

As amplificagbes do gene parcial mitocondrial (COIl) foram com
citocromo C oxidase subunidade 1 através de um coquetel de primers de
acordo com Prosser et al. (2013). Estas amplificacbes foram feitas de acordo
com o seguinte protocolo de ciclagem: um volume final das reagdes de 50 pL,
contendo: 1 pmol/uL de cada oligonucleotideo iniciador, 5 yL de tampao de
reacdo a 10 X (Invitrogen), 2,5 mM de MgCI2, 2mM de dNTPs, 1,5U de Taq
DNA polimerase e 20-30 ng de DNA. As amostras foram colocadas em
termociclador (Mastercycler — Eppendorf Termociclador) e submetidas as
seguintes condigdes de amplificagdo: pré-aquecimento a 94°C por 1 minutos,
seguido por 40 ciclos de desnaturacao 94°C por 40 segundos, 45°C por 40
segundos e 72°C por 1 minuto.Seguidos de 35 ciclos de pareamento com 94°C
por 40 segundos, 51 °C por 40 segundos e 72°C por 1 minuto. E por ultimo,

extensdo final a 72°C por 5 minutos (Tabelas 4 e 5).
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A purificagdo do produto da reagdo de PCR foi realizada através do Kit
QIAquick PCR Purification (QIAGEN Biotecnologia), usando o protocolo do
fabricante. As reagbes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) pela
Plataforma de Sequenciamento (PDTIS/FIOCRUZ).

Todas as sequéncias obtidas foram depositadas na banco de dados
GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/submit/ ) com seus respectivos

numeros de acesso indicados na Tabela 10, incluindo da nova espécie.
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Tabela 2: Lista de iniciadores utilizados para amplificagdo e sequenciamento
genes rRNA 18S para todos taxons, discriminando a sequéncia dos iniciadores

senso (F de foward) e anti senso (R de reverse).

Iniciador Sequéncia (5’-3’) Referéncia
Physa_F GCGAACGGCTCATTATAACA  Gomes et al., 2015
Physa_R AATTTCACCTCTCACGCA Gomes et al., 2015

Tabela 3: Ciclagem utilizada para as reacdes de sequenciamento do gene

rRNA 18S para todos taxons.

Desnaturacao Amplificacao (39 ciclos) Extensao
inicial final

Desnaturacao Pareamento Extensao
95°C 1min. 95°C 2 min. 57°C 30seg. 72°C 1 min. 72°C 7 min.
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Tabela 4. Lista do coquetel de iniciadores utilizados para amplificacao e sequenciamento do gene citocromo C oxidase para todos

taxons, discriminando a sequéncia dos iniciadores senso (F de foward) e anti senso (R de reverse).

Iniciador Sequéncia (5’-3’) Referéncia
NemF1 TGTAAAACGACGGCCAGTCRACWGTWAATCAYAARAATATTGG Prosser et al. (2013)
Prosser et al. (2013)
NemF2 TGTAAAACGACGGCCAGTARAGATCTAATCATAAAGATATYGG
P (2013
NemF3 TGTAAAACGACGGCCAGTARAGTTCTAATCATAARGATATTGG rosser et al. (2013)
P . (2013
NemR1 CAGGAAACAGCTATGACTAAACTTCWGGRTGACCAAAAAATCA rosser et al. (2013)

Prosser et al. (2013)
NemR2 CAGGAAACAGCTATGACTAWACYTCWGGRTGMCCAAAAAAYCA

P I (2013
NemR3 CAGGAAACAGCTATGACTAAACCTCWGGATGACCAAAAAATCA rosser et al. (2013)
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Tabela 5. Ciclagem utilizada para as rea¢des de sequenciamento do gene citocromo C oxidase para todos taxons.

Desnaturacao inicial Amplificacao (35 ciclos) Extensao final
Desnaturagao Pareamento Extenséo
94°C 1min. 94°C 40 seg. 94°C 40 seg. 72°C 5 min. 72°C 5 min.
45°C 40 segq. 51°C 40 segqg.

72°C 1 min. 72°C 1 min.
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4.5.1. Analises Filogenéticas

O edigao e alinhamento das sequéncias foram feitos através da analise
de Clustal W no programa MEGA versao 5 (Thompson et al., 1994; Tamura et
al., 2011). Para realizacdo das inferéncias Bayesianas foi usado MrBayes 3.2
(Ronquist et al., 2012). As sequéncias alinhadas foram submetidas a analise
Verossimilhanga também utilizando-se o programa MEGA versdo 5 (Ronquist
etal., 2012).

4.6. Analise histoldgica

Os nematoides fixados em formalina Millonig de Carson 10% foram
lavados em agua no interior de cassete plastico, e desidratados
sucessivamente por 45 minutos em etanol 70%, 95%, 100% duas vezes cada
(desidratagao), seguido por incubacdo durante 45 minutos com Xilol duas
vezes cada (diafanizagéo) e incluidos em parafina liquida (60°C) segundo a
metodologia descrita por Tolosa et al (2003). Posteriormente, os blocos foram
submetidos a cortes seriados de 5um de espessura em micrétomo Leica
RM2125 e montados entre lamina e laminula.

As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para posterior
analise histolégica, e os procedimentos para as coloracdes utilizados de acordo
com Tolosa et al. (2003). Os cortes histolégicos foram visualizados através do
microscoépio de luz Observer Z1 Zeiss® e as imagens captadas por meio da
camera Axio Cam HRc Zeiss e processadas com o programa Axio Vision
Rel.4.Toda rotina histolégica foi realizada no Laboratério de Patologia-IOC/
FIOCRUZ.

32



5. RESULTADOS

O taxon descrito neste trabalho inclui uma nova espécie de Physaloptera
coletada parasitando o estdmago do roedor C. subflavus (Cricetidae:
Sigmodontinae) capturado no bioma Cerrado (Serra da Canastra). Esta nova
espécie (P. galvaoi) foi descrita através das técnicas morfolégicas (ML e MEV),
molecular e histologica. Adicionalmente foi estudada a filogenia de algumas
espécies  representantes da  familia  Physalopteridae,  Spiruridae,
Gnathostomatidae, Rictularidae e Spirocercidae através de sequéncias
moleculares da regido 18S do RNA ribossomal e citocromo C oxidase
subunidade 1 mitocondrial, produzindo-se sequéncias para as espécies: P.
bispiculata, parasita do roedor Nectomys squamipes; P. turgida, parasita do
marsupial Didelphis aurita; P. mirandai 1 e 2, parasito do marsupial Metachirus
nudicaudatus; P. retusa, parasito do réptil Tupinambis teguixin; Protospirura
numidica 1, parasita do roedor Oxymycterus dasythricthus; P. numidica 2,
parasita do roedor Oxymycterus delator; Physocephalus lassancei, parasita do
roedor Thrichomys fosteri; Pterigodermatites jagerskioldi, parasito de Thylamys

macrurus; e Gnatostoma turgidum, parasito de Philander opossum.

5.1. Descricao morfolégica
5.1.1. Physalopteridae Leiper, 1908
Physaloptera Rudolphi, 1819
Physaloptera galvaoi
Figuras (6-27)

Descricao geral» corpo robusto, alongado com finas estriagcbes cuticulares
que afinam gradualmente na extremidade anterior. Fémeas sdo mais robustas
do que os machos. A cuticula cervical se estende as margens posteriores dos
labios e formam um colar em torno deles (Figuras 8 e 18). A abertura bucal
apresenta dois grandes pseudolabios laterais, cada um com dente tripartite
semicircular na margem interna e um Unico grande dente triangular na dobra

externa (Figuras 19, 20 e 21). O dente tripartite é composto de trés pontas
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desiguais com dois arredondados e um pontiagudo (Figura 21). O Unico dente
externo € grande e com formato triangular (Figura 21). Presenca de um par de
pseudodentes laterais na borda externa lateral de cada labio, totalizando quatro
pares de pseudodentes. Trés poros ficam situados internamente na base do
dente tripartite (Figuras 18 e 21). Ainda na regido anterior pode ser observada
em cada labio duas papilas situadas em uma cavidade e um anfidio central
(Figuras 18, 19, 20 e 21). Ornamentando cada um destes labios, existem trés
areas porosas cuticulares diferindo da cuticula adjacente (Figura 18 e 19). A
cuticula que cobre o corpo tem estrias transversais profundas de larguras
variaveis, e umas mais finas podem ser vistas entre essas. (Figura 23).
Es6fago longo dividido em duas partes: muscular, que fica na por¢ao anterior, e
glandular, na parte posterior (Figuras 7 e 12). Apresenta anel nervoso circular a

porcao final do es6fago muscular (Figura 7).

Machos» (hol6tipo e 6 paratipos): 12,4 [23/10 (15,5)] de comprimento e 0,64
[0,8-0,9 (0,8)] de largura no meio-corpo. Comprimento do eséfago muscular 0,5
[0,46-0,58 (0,5)] e do eséfago glandular 2,62 [3,0-3,74 (3,4)] (Figura 12).
Deiridios opostos e ligeiramente assimétricos (Figura 29). Anel nervoso e poro
excretor 0,3 [0,2-0,4 (0,4)] e 0.5 [0,52-,95 (0,8)] (Tabela 6), respectivamente.
Extremidade posterior dos machos com cauda alada ndo afunilada como nas
fémeas (Figuras 10, 13A, 13B e 23). A abertura cloacal (local onde os
testiculos se juntam ao reto formando um canal Unico) é em forma crescente,
com uma margem da borda extensa e cuticula interna ligeiramente dobrada
(Figuras 14 e 15). Vinte e uma papilas caudais (Figura 10), distribuidas em:
quatro pares de papilas pedunculadas, trés papilas sésseis pré-cloacais
organizadas de forma linear (Figura 14, Tabela 6) e dois pares de papilas
sésseis imediatamente apds a cloaca (Figura 22). Além destes, ha trés pares
de papilas relativamente equidistantes na extremidade posterior: os dois
primeiros pares sdo assimétricos com as papilas inclinadas da esquerda para
direita e o terceiro par simétrico, com uma suposta papila entre elas. (Figuras 6
- padrao lll, 13A, 13B, 25, 26). Os espiculos sdo desiguais apresentando
formato e tamanhos diferentes (Figura 11). Espiculo esquerdo lanceolado com
0,26 [0,23-0,28 (0,26)] de comprimento, o direito robusto e ligeiramente
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curvado na ponta com 0,21 [0,19-0,23 (0,21)] de comprimento, representando
1,57% e 1,27% do comprimento do corpo (CE/ CC), respectivamente (Tabela
6). Nas figuras 31 e 32, um Uunico espiculo pode ser visto projetado na abertura

cloacal.
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Tabela 6. Morfometria, hospedeiros e localidades de machos Physaloptera spp. parasitos de roedores nas Américas.

P. murisbrasiliensis P. bispiculata P. bispiculata P. hispida P. longispicula P. calnuensis P. galvaoi
Diesing, 1861 Mafra & Lanfredi, 1998 Vaz & Pereira, 1935 Schell, 1950 Quentin, 1968 Suton, 1989 Presente estudo
Comprimento 22-28 27.0-31.0 25.0 30-42 34.4 171 10-23
Largura 0.87-0.95 0.88-1.02 0.8 0.9-1.4 1.4 0.61 0.8-0.9
Eséfago glandular - 4.2-4.88 3.2 4.2-53 5.3 2.99 3.0-3.74
Eséfago muscular - 0.51-0.64 0.5 0.56-0.73 0.6 0.33 0.58-0.46
Anel nervoso* - 0.33-0.55 - 0.55-0.7 0.5 0.34 0.20-0.43
Poro excretor - 0.93-1.42 - 0.87-1.2 0.83 0.80 0.52-0.95
Deiridio - - - 0.67-0.91 0.7 0.95 -
Cauda** - 0.8-1.1 0.87 - 1.9 0.58 0.28-0.61
Espiculo direito 0.40 0.37-0.45 0.40 0.39-0.55 0.71 0.31 0.19-0.23
c.n./C.C. 16% 1.38% 1.6% 1.29% 2.06% 1.81% 2.4%
Espiculo esquerdo 0.40 0.42-0.52 0.46 0.34-0.48 0.85 0.42 0.23-0.28
C.E./C.C. 1.6% 1.6% 1.84% 1.13% 2.47% 2.45% 2.96%
Papila caudal § 22 21 21 21 21 21 21
Bumpt papila a p P p np p p
Mus brasiliensis Thrichomys apereoides
Hospedeiro (=Holochilus brasiliens) Nectomys squamipes Nectomys squamipes Sigmodon hispidus ~ (=Cercomys cunicularius) Calomys laucha Cerrdomys subflavus
Local de infec¢do Estémago Estémago Estdmago Estémago Estdmago Estémago Estémago
Localidade Brasil Brasil Brasil EUA Brasil Argentina Brasil

Todos as medidas estdo em milimetros

a= ausente; p = presente; np =ndo descrito pelos autores; C.E./C.C.: comprimento do espiculo/ comprimento total do corpo ;

* Distancia a partir da extremidade anterior; ** Distancia a partir da cloaca para a ponta da cauda; § Niumero de papilas caudais
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Figura 6. Representacdo esquematica da vista ventral das bolsas dos machos
de Physaloptera spp. mostrando variacdes nos arranjos dos pares de papilas
sésseis pré e pos cloacais(3% 4° e 5°%. Padrdo I: pré-cloacais com formato
triangular para cima ou linear, 39, 4° e 5° pares equidistantes sem inclinagao;
Padrao Il: pré-cloacais com formato triangular para baixo, 39, 42 e 5° pares
equidistantes com inclinacdo para a esquerda no 3° par; Padrdo Ill: pré-
cloacais lineares, 3° 4° e 5° pares equidistantes com inclinacdo para a
esquerda par 3° e 4°; Padrao IV: pré-cloacais com formato triangular para
baixo, 3%, 4° e 5° pares equidistantes com inclinacao para a direita dos 3° e 4°
pares; Padréo V: pré-cloacais com formato linear, 3° e 4° pares agrupados sem
inclinagéo e 5° par no final da cauda sem inclinagdo. Padrdo VI: pré-cloacais
com formato triangular para baixo e para cima, 3% par com inclinagao esquerda,
42 e 52 pares agrupados na extremidade da cauda sem inclinagao; Padrao VII:
pré-cloacais com formato triangular para baixo, 3° par sem inclinagédo e 4° e 5°
pares agrupadas na extremidade da cauda sem inclinagcdo. Padréo VIII: pré-
cloacais com formato triangular para baixo ou linear, 3° par ausente, 4% e 5°

pares equidistantes sem inclinacao (Fonte: Sao Luiz, 2015).
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Fémeas» (al6tipo e 8 paratipos): Comprimento 11,58 [16,41-31,3 (23.38)];
largura 1,06 [1,10-3,18 (1,44)] (Tabela 7). Comprimento do eséfago muscular
0,49 [0,42-0,71 (0,56)] e esbfago glandular 1,44 [1,27-4,14 (2,70)] (Figura 7,
Tabela 7). Anel nervoso e poro excretor 0,20 [0,20-,28 (0,19)], 0,7 [0,68-1,66
(1,17)] desde a extremidade anterior, respectivamente (Figuras 7, 22 e 23).
Utero variando de 4-5 ramos uterinos (Figuras 9 e 16, Tabela 7). Abertura
vulvar 9.0 [6,42-11,14 (8,78)] a partir da extremidade anterior (Figura 7, Tabela
7). Fasmidios laterais arredondados entre o anus e a ponta da cauda conica
(Figura 24). Ovos elipticos 0,04 [0,04-0,05 (0,05)] de comprimento e 0,03 [0,02-
0,03 (0,03)] de largura. Abertura do anus 0,5 [0,43-0,50 (0,46)] a partir da

extremidade posterior (Figuras 17 e 24).
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Tabela 7. Morfometria, hospedeiros e localidades de fémeas Physaloptera spp. parasitos de roedores nas Américas.

P. murisbrasiliensis P. bispiculata P. bispiculata P. hispida P. calnuensis P. galvaoi
Diesing, 1860 Mafra & Lanfredi, 1998 Vaz & Pereira, 1935 Schell, 1950 Suton, 1989 Presente estudo
Comprimento 35-43 0.48-54.7 27-55 53-64 28.07 9.3-1.42
Largura 1.1-1.75 1.34-1.62 1.0-1.9 1.9-2.0 0.99 0.045-0.21
Eso6fago glandular - 5.5-6.88 3.8-54 5.0-7.0 3.32 1.27-4.14
Esé6fago muscular - 0.72-0.78 0.54-0.7 0.64-0.69 0.39 0.42-0.71
Anel nervoso * - 0.58-0.64 - 0.71-0.74 0.38 0.20-0.28
Poro excretor - 1.13-1.28 1.2 0.84-1.08 0.78 0.68-1.66
Deiridio - - - 0.67-0.91 0.77 -
Vulva - 10.2-13.2 0.46 11-16 12.28 0.43-0.50
Cauda ** - 0.64-0.82 - - 0.52 0.28-0.61
0.040-0.052 x 0.043-0.50x

Ovos § 0.045 x 0.026 0.05 x 0.036 0.05 x 0.036 0.023-0.030 0.039 x 0.019 0.26-0.030
Ramos uterinos 2 - 2 2 - 4-5

Holochilus brasiliensis Nectomys squamipes Nectomys squamipes  Sigmodon hispidus Calomys laucha Cerrdomys subflavus
Hospedeiros (= Mus brasiliensis)
Loca de infeccédo Estémago Estémago Estémago Estémago Estdmago Estémago
Localidade Brasil Brasil Brasil EUA Argentina Brasil

Todos as medidas estdo em milimetros

* Distancia a partir da extremidade anterior; ** Distancia a partir da anus para a ponta da cauda; 8 Comprimento X largura
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Resumo taxonémico

» Hospedeiro tipo: Cerradomys subflavus Wagner, 1842 (Rodentia:
Cricetidae)

» Sitio de infeccao: Estobmago.

» Localidade tipo: Municipio Sao Roque de Minas, Serra da Canastra, MG,
Brasil (20°13'28.30”S; 46°30'39.20"0)

» Prevaléncia da infeccao: 43% (3 roedores infectados/ 7 roedores
capturados).

» Espécimes depositados: holotipo e alétipo e paratipos foram depositados
na Colecao Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC 36758 a, b)

» Sequéncias DNA depositadas no GenBank: KT894818 (18S); KT894807
(CQl)
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Figuras 7-11. P. galvaoi n. sp. 6. Extremidade anterior da fémea mostrando es6fago muscular e
glandular, anel nervoso, abertura vulvar e jungao eséfago-intestinal. Barra de escala: 100 um. 7.
Extremidade anterior do macho mostrando dente tripartite, papilas cefalicas e colarete cefalico. Barra
de escala: 100 pm. 8. Uteros com cinco ramos uterinos. Barra de escala: 500 pm. 9. Extremidade
posterior do macho com 4 pares de papilas pedunculadas e treze papilas sésseis, 1 elevacao tipo
papila e abertura cloacal. Barra de escala: 100 um. 10. Espiculos esquerdo (Ee) e direito (Ed). Barra

de escala: 100 pm. a1



Figuras 12-17. Fotografias em microscopia de luz do holétipo P. galvaoi n. sp. 18.
Extremidade anterior do macho, vista lateral. Barra de escala: 100um. 19. (A) Vista
ventral da extremidade posterior do macho mostrando papilas pedunculadas e papilas
sésseis. (B) Detalhe do 5° par de papilas sésseis como um botdo. Barra de escala:
100um. 20. Vista ventral das papilas pré-cloacais. Barra de escala: 500um. 21. Vista
ventral das papilas pés-cloacais. Barra de escala: 500um. 22. Utero com os cinco ramos
uterinos. Barra de escala: 100um. 23. Extremidade posterior da fémea mostrando anus.
Barra de escala: 100um.
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Figuras 18-21. Microscopia eletrdnica de varredura de P. galvaoi n. sp. 18.
Extremidade anterior da fémea mostrando Iabios com duas papilas cefalicas
(P), dentes tripartites e externos (cabeca de seta), regido cervical (cc), anfidios
(a) e areas porosas (x). 19. Detalhes mostrando dois pares de pequenos
dentes laterais em cada pseudoldbio (setas), papilas cefdlicas (p) e areas
porosas (*).20. Detalhe da papila cefalica (p) e do pequeno dente (seta). 21.
Detalhe dos dentes tripartites (cabeca de seta) e pequeno dente lateral (setas),
pequeno orificio (seta fina) e papilas (P).
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Figuras 22-24. Microscopia eletrénica de varredura de P. galvaoi n. sp.

Microscopia eletronica de varredura de P. galvaoi n. sp. 22. Poro excretor (Ep).
23. Detalhe do poro excretor (Ep) . 24. Extremidade posterior da fémea
mostrando abertura anal (cabecga de seta) e fasmidios (seta).
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Figuras 25-27. Microscopia eletronica de varredura de P. galvaoi n. sp. 25. Vista dorsal da cauda do macho, mostrando estriagcdes
cuticulares na regido central (*) e uma leve expanséo lateral na cauda. 26. Extremidade posterior do macho vista ventral, mostrando duas
dobras lateroventral (seta dupla), quatro pares de papilas pedunculadas externo laterais (pp). 27. Vista ventral da cauda do macho
detalhada: abertura cloacal, papilas pré e pds cloacais (ss), quatro pares de papilas pedunculadas (pp) e ornamentagdo da cuticula.
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Tabela 8. Principais caracteristicas taxonémicas de machos e fémeas da espécie Physaloptera em diferentes hospedeiros na América do

Sul.
Fémeas Machos
s . Tamanho dos espiculos®  Arranjo das papilas Autores
Especies Hospedeiro Vertebrado  pporyra  Ramos  (comprimento do corpo %) posteroventrais
vulvar  uterinos Esquerdo  Direito Pré-cloacal  3%45°pares
Rodentia: Cricetidae
P. bispiculata Nectomys squamipes Anterior 2 0.46 (1.8) 0.40 (1.6) | Vaz & Pereira, 1935
Nectomys squamipes 2 0.47 (1.6) 0.41 (1.4) o000 Mafra &Lanfredi, 1998
P. galvaoi Rodentia: Cricetidae . Presente estudo
Cerradomys subflavus Anterior 4-5 0.26 (1.57) 0.21 (1.27) o000 i
. b . . Diesing, 1861
P.murisbrasiliensis Rodentia: Cricetidae . ’
Holochilus brasiliensis Anterior 2 0.40 (1.6) 0.40 (1.6) S / Il Ortlepp, 1922
P. calnuensis Rodentia: Cricetidae Anterior Suton, 1989
Calomys laucha - 0.42 (2.5) 0.31(1.8) 0—0—0 I
P. longispicula Rodentia: Echimidae - :
Thrichomys apereoides 2 0.85 (2.5) 0.71 (2.1) 0—0-0 I Quenti, 1968
P. hispida Rodentia: Cricetidae P . 2 0.41(1.1) 0.47 (1.3) v Il Schell, 1950
; e osterior
Sigmodon hispidus
P. torresi Rodentia: Agoutidae . Travassos, 1920
Agouti paca Anterior 9-11 0.48 (1.3) 0.48 (1.3) o0—0-0 | Ortlepp, 1922
P. mirandai Didelphidae: Marsupialia . v :
Metachirus nudicaudatus Anterior 2 0.24 (1.3) 0.26 (1.4) \ Lent & Freitas, 1937
P. herthameyrae Didelphidae: Marsupialia . o?’
Gracilinanus agilis Anterior 2 0.24 (1.3) 0.26 (1.4) v Torres et al. 2009
P. turgida Didelphidae: Marsupialia . i Cvo Rudolphi, 1819
Didelphis aurita Anterior 9-11 0.52 (1.8) 0.48 (1.7) Vi Travassos, 1920
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P. magnipapilla

P. semilanceolata

P. maxillaris

P. anomala

P. terdentata

P. praeputialis

P. dilatata

P. retusa

P. apivori

P. alata

P. thalacomys

Xenarthra: Mymercophagidae
Mirmecophaga tetradactyla

Carnivora: Procyonidae
Nasua nasua

Carnivora: Felidae
Conepatus chinga
Panthera onga

Carnivora: Felidae
Panthera onga

Carnivora: Felidae
Puma concolor

Carnivora: Felidae
Felis catus
Carnivora: Canidaea
Canis familiaris
Chrysacyon brachiurus

Primata: Atelidae
Lagotricha lagothicha

Reptilia: Teiidae
Tupinambis teguixin

Accipitriformes: Accipitridae
Pernis apivorus

Accipitriformes: Accipitridae
Accipiter gentilis

Peramelemorphia: Thylacomyidae

Macrotis leucura

Posterior

Anterior

Anterior

Anterior

Anterior

Anterior

Anterior

Anterior

Anterior

Anterior

12-15

1.1 (3.3)

0.66 (1.3)

0.46 (2.3)

0.57 (3.3)

0.66 (3.9)

0.42 (1.9)

0.57 (2.0)

0.56 (2.0)
0.50 (1.8)

0.49 (1.6)

0.31 (2.2)

1.3 (3.9)

0. 66 (1.3)

0.48 (2.4)

0.57 (3.3)

0.52 (3.0)

f g BB

SN BESESE

\

VI

Vil

VI

Wil

Vil

Vil

VI

Molin, 1860
Ortllepp, 1922

Molin, 1860
Ortlepp, 1922

Molin, 1860
Ortlepp, 1922
Molin, 1860
Ortlepp, 1922
Molin, 1860
Ortlepp, 1922

Von Linstow, 1889
Ortlepp, 1922

Rudolphi, 1819
Ortlepp, 1922

Rudolphi, 1819
Ortlepp, 1922

Desportes, 1947

Rudolphi, 1819
Ortlepp, 1922

Johnston & Mawson, 1940
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5.2. Analises moleculares

conjunto de sequéncias foi obtido a partir de NCBI GenBank e barcoding
para 33 espécies do gene 18S rRNA e 29 espécies para MT-CO1, que estao
listadas na (Tabela 9). Aqualis Plectus e Plectus sp. foram usados como grupo
externo. Um total de 11 espécies foram sequenciadas amplificando a regiao
18S rRNA e MT-CO1 (Tabela 10). Destas, 6 espécies pertencem a familia
Physalopteridae, 3 Spiruridae, 1 Gnathostomatidae e 1 Rictulariidae. Dos 766
pares de base da sequencia 18S de Physaloptera spp., 46 sitios foram
variaveis e 44 parciménia-informativo. Dos 690 sitios no conjunto de dados de

MT-CO1, 158 foram variaveis e 66 foram parciménia-informativo.

As arvores filogenéticas foram construidas baseadas nos genes 18S
rRNA e MT-CO1 utilizando as inferéncias Bayesiana e Maxima parciménia que
mostraram topologias semelhantes e estdo e mostradas nas figuras 28 e 29.

A arvore construida baseada no gene 18S rRNA formou dois clados
agrupando as espécies da familia Physalopteroidea, sendo um formado por
espécies de aves e outro por espécies de mamiferos com valores de boodstrap
100% e 84%, respectivamente. Na arvore usando o gene MT-CO1 também foi
formado 2 clados distintos, um clado formado por espécies do género
Physalopteroides e outro por espécies do género Physaloptera e Turgida com

valores de boodstrap 100% ambos.

Valores Interespecificos da distancia-p entre as espécies de
Physaloptera considerando o gene 18S rRNA variaram de 0,2% entre P.
bispiculata, P. mirandai e P. galvaoi parasitos de roedores e marsupiais e 3,1%
entre P. thalacomys e P. alata, parasitos marsupiais e aves. Enquanto,
utilizando o gene MT-CO1 a variagéo interespecifica variou de 14,6% entre P.
retusa e P. mirandai a 24,2% entre Physaloptera sp (KC130693) e P. galvaoi.
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Tabela 9. Numeros de acesso de sequéncias recuperadas do GenBank e

hospedeiros de parasitas.

NuUmero acesso do

Nematoides GenBank Hospedeiros
18S MT-CO1

Acanthocheilonema viteae DQ094171 NC016197 Meriones unguiculatus
Ascaris lumbricoides U94366 HQ704900 Homo sapiens
Ascaris suum U94367 HQ704901 Sus scrofa
Brugia malayi AF036588 AF538716 Homo sapiens
Camallanus cotti EF180071 EU598890 Lentipes concolor
Camallus hypophthalmichthys JF803915 EU598816 Atristichthys nobilis
Dirofilaria immitis AF036638 NC005305 Canis lupus familiaris
Dracunculus medinensis AY947720 HQ216219 Homo sapiens
Gnathostoma binucleatum 296946 - Homo sapiens
Gnathostoma spinigerum - KP410547 Monopterus albus
Gongylonema pulchrum AB646050 KM264298 Artiodactyla
Heliconema longissimum JF803926 NC016127 Anguilla japonica
Loa loa JPEIO1001888 NC016199 Homo sapiens
Onchocerca cervicalis DQ094174 - Equidae
Onchocerca flexuosa - NC016172 Cervus elaphus
Onchocerca volvulus ADBW01003330 AF015193 Homo sapiens
Philometroides grandipapillatus JF803941 - Caranx hippos
Philometroides sanguineus KM111526 Carassius carassius
Physaloptera alata AY702703 - Accipiter gentilis
Physaloptera apivori EU004817 - Pernis apivorus
Physaloptera sp. BOLD: AAY6338 - KC130690 Trimorphodon biscutatus
Physaloptera sp. BOLD: AAY6338 - KC130694 Trimorphodon biscutatus
Physaloptera sp. BOLD: AAY6338 - KC130696 Trimorphodon biscutatus
Physaloptera sp. JSL 2010 HMO067978 - Macaca fascicularis
Physaloptera sp. SAN 2007 EF180065 - Mephitis mephitis
Physaloptera thalacomys JF934734 - Perameles gunnii
Physaloptera torresi EF180069 - Dasyprocta punctata
Physaloptera turgida DQ503459 KC130680 Didelphis virginiana
Egyfglﬁ\e}ggig gen. sp. 1 - KC130693 Sceloporus sp.
ngg'ﬂ%gig gen. sp. 1 - KC130710 Sceloporus sp.
Eycaopiericas gor. sp. 2 - KC130708 Imantodes sp.
Plectus aquatilis AY284700 HM627505  free-living marine nematode
Plectus minimus KC206040 - free-living marine nematode
Plectus murrayi - KJ124396  free-living marine nematode
Proleptus sp. JF934733 - Trygonorrhina fasciata
Setaria digitata DQ094175 NC014282 Bovidae
Spirocerca lupi AY751497 KC305876 Canis lupus familiaris
Thelazia callipaeda AB538282 JX069968 Homo sapiens
Thelazia lacrymalis DQ503458 AJ271619 Equus caballus
Toxascaris leonina u94383 NC023504 Canis lupus familiaris
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Toxocara canis
Trichinella britovi

Trichuris suis
Wuchereria bancrofti
Xiphinema americanum

U94382
AY851257

AY851265
AY843436
AMO086684

NC010690
KM357413

GU070737
IN367461
NC005928

Canis lupus familiaris

non-specific mammal
nematode

Sus scrofa
Homo sapiens

non-specific plant nematode
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Tabela 10. Numero de acesso (ID) das espécimes sequenciadas e depositadas no GenBank coletadas no territorio nacional.

Localidade/ Numeros de acesso do GenBank
Espécimes depositadas Georeferéncia Hospedeiros 18S MT-CO1
Physalopteroidea
Minas Gerais KT894818
Physaloptera galvaoi 20°13'28.30"S; 46°30°39.20"W Cerradomys subflavus KT894807
Acre
Physaloptera mirandai 1 9°54’17.70"S; 67°17°8.01"W Metachirus nudicaudatus KT894815 KT894804
Bahia
Physaloptera mirandai 2 13°49'.35"S; 39°08’32"W Metachirus nudicaudatus KT894816 KT894805
Rio Janeiro
Physaloptera bispiculata 22°01'48.62S; 42°39'29.71"W Nectomys squamipes KT894817 KT894806
Rio Janeiro
Physaloptera turgida 1 21°30'06.00”S; 41°53'58.21"W Didelphis aurita KT894819 KT894808
Rio Janeiro
Physaloptera retusa 23°06'38.21"S; 44°14’52.07°'W Tupinambis teguixin KT894814 KT894803
Spiruroidea
Mato Grosso Sul
Physocephalus lassancei 19°34'54"S; 056°14'62"W Thrichomys fosteri KT894810 KT894799
Rio Janeiro
Protospirura numidica 1 23°10'39.77"S; 44°11'29.09"W Oxymycterus dasythricthus KT894811 KT894800
Minas Gerais
Protospirura numidica 2 18°55'14.717S; 48°20'52.59"W Oxymycterus delator KT894812 KT894801
Rictularoidea
Mato Grosso Sul
Pterigodermatites jagerskioldi 19°15'01”S; 057°01°29"W Thylamys macrurus KT894813 KT894802
Gnathostomatoidea
Santa Catarina
27°74'29.41"S; 48°80'34.22°W KT894809 KT894798

Gnatostoma turgidum

Phillander opossum

51



Figura 28. Reconstrucao filogenética através de Inferéncia Bayesiana das espécies
sequenciadas usando o gene 18S rRNA. Valores de probabilidades posteriores

bayesiana estdo nos nés da arvore.
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Tabela 11. Valores da distancia-p (% Kimura-2-parametros) entre as sequéncias de Physaloptera baseados no gene 18S rRNA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 Physaloptera retusa
2 Physaloptera mirandai 1 0,000
3 Physaloptera mirandai 2 0,000 0,000
4 Physaloptera bispiculata 0,002 0,002 0,002
5 Physaloptera galvaoi 0,000 0,000 0,000 0,002
6 Physaloptera turgida 0,005 0,005 0,005 0,003 0,005
7 Physaloptera turgida 1 0,005 0,005 0,005 0,003 0,005 0,000
8 Physaloptera torresi 0,008 0,008 0,008 0,006 0,008 0,006 0,006
9 Physaloptera alata 0,019 0,019 0,019 0,020 0,019 0,020 0,020 0,023
10 Physaloptera apivori 0,015 0,015 0,015 0,017 0,015 0,020 0,020 0,023 0,009
11 Physaloptera sp JSL2010 0,006 0,006 0,006 0,008 0,006 0,008 0,008 0,011 0,016 0,015
12 Physaloptera sp SAN2007 0,009 0,009 0,009 0,008 0,009 0,011 0,011 0,014 0,022 0,015 0,012
13 Physaloptera thalacomys 0,023 0,023 0,023 0,022 0,023 0,025 0,025 0,028 0,031 0,028 0,027 0,017
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Figura 29. Reconstrucao filogenética através de Inferéncia

Bayesiana das espécies sequenciadas usando o gene MT-CO1. Valores de

probabilidades posteriores bayesiana estdo nos nés da arvore.
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Tabela 12. Valores da distancia-p (% Kimura-2-parametros ) entre as sequéncias de Physaloptera baseados no gene MT-CO1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 Physaloptera retusa
2 Physaloptera mirandai 1 0,146
3  Physaloptera mirandai 2 0,139 0,106
4  Physaloptera bispiculata 0,168 0,164 0,174
5 Physaloptera galvaoi 0,160 0,160 0,172 0,036
6  Physaloptera turgida 1 0,148 0,141 0,161 0,166 0,152
7 KC130690 Physaloptera sp 0,180 0,154 0,148 0,193 0,191 0,145
8 KC130694 Physaloptera sp 0,178 0,152 0,146 0,195 0,193 0,147 0,003
9 KC130696 Physaloptera sp 0,180 0,154 0,148 0,193 0,191 0,145 0,000 0,003
10 KC130693 Physaloptera sp 0,208 0,210 0,200 0,240 0,242 0,184 0,228 0,226 0,228
11 KC130708 Physaloptera sp 0,223 0,221 0,225 0,236 0,236 0,196 0,217 0,215 0,217 0,090
12 KC130710 Physaloptera sp 0,208 0,210 0,200 0,240 0,242 0,184 0,228 0,226 0,228 0,000 0,090
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5.3. Descricao histoldgica de P. galvaoi

Nas analises microscépica foi observado a cuticula em torno de todo corpo dos
nematédeos. Esta cuticula invagina em diferentes regiées tais como: boca, anus,
abertura vulvar e cloaca. Além disso, também recobre érgdos sensoriais como
anfidios, fasmidios e em algumas outras partes formam expansdes cuticulares,
colarete cefdlico, labios, denticulos e papilas caudais (pedunculadas e sésseis). A
parede do corpo de P. galvaoi consiste em trés camadas: cuticula, subcuticula ou
hipoderme e uma camada muscular. Na microscopia de luz, a cuticula dorsal e ventral
deste parasito possui uma ultraestrutura com mdultiplas camadas e estriagbes que
formam trés camadas: o cortex (bastante corado) ou camada superior mais escura
com 7,44 um, em seguida, matriz ou camada mediana 10 um de espessura (sem
constituicbes distintas) e uma camada interna muito fina de aparéncia fibrosa em
contato com a hipoderme com 15,75 um de espessura disposta em torno do parasito
e apoiada sobre a membrana basal (Figura 30A). A subcuticula ou hipoderme
consiste em uma camada de células distintas localizadas logo abaixo da cuticula
(Figura 30B).

Musculos longos sdo observados apenas abaixo da hipoderme ao longo do
interior do corpo. As camadas musculares estao todas alinhadas longitudinalmente,
continuas com células com nucleo circular na regido central e citoplasma vacuolizado,
essas sao interrompidas pela presenca de cordas laterais em forma de cogumelo
situado perto do esbéfago muscular. Observamos ainda nesta camada nucleo

arredondado e nucléolo evidente (Figura 30C).

As células do EM estao dispostas em direcdes diferentes com nucleo nao
evidente em HE (Figura 31A). EM exibe uma luz muito delgada e sinuosa que termina
em leve constricdo na regiao de transicao para o EG. EG apresenta epitélio cilindrico
simples, nucleo basal arredondado evidente com microvilosidades e constitui a maior
parte do eséfago passando mais da metade do corpo do helminto dobrando-se e
retornando a regido anterior (Figura 31C).

Logo apéds o ponto de jungado do esbéfago com o intestino, 0 mesmo exibe uma
luz discreta e tortuosa com material mucoso no seu interior. Esta luz fica mais
evidenciada a medida que o intestino segue para a porcdo medial do corpo. O
intestino tem as paredes constituidas por uma sé camada de células epiteliais

cilindricas como um tubo de células individuais com nlcleos na base das células com
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nucléolos evidentes. Na regidao apical destas células se observa uma area escura que
representa a presenca dos filamentos de actina (microfilamentos) que conectam-se
com as terminagdes das microvilosidades ao citoplasma (Figura 32A). Nas secgdes
histologicas foram observados materiais coagulados no liquido pseudocelomatico
(Figura 30D). Na porcao posterior do corpo, o intestino diminui seu diametro,
acompanhando a curvatura da regido posterior do corpo do helminto (Figura 32B).

Figura 30. Cortes histologicos transversais corados em HE de P. galvaoi. A.
Camadas da cuticula (parede do corpo): cortéx (ce), matrix (cm) e camada mais
interna (ci). B. Hipoderme. C. Corddes laterais (cl). D. Material coagulado entre os

orgaos (seta).
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Figura 31. Cortes histolégicos transversais corados em HE de P. galvaoi. A. Esbéfago
muscular. B. Regidao de transicao (seta) entre em e eg. C. Vista longitudinal do eg
estrelado. D. Detalhes da composi¢éo celular do eg.

Figura 32. Cortes histoldgicos transversais corados em HE de P. galvaoi. A. Células
intestinais (*), muco (mu) e microvilosidades (mc). B. Regido posterior do corpo, parte

terminal do intestino (*).
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O aparelho reprodutor masculino é formado por um longo tubo diferenciado em
testiculo, canal deferente, canal ejaculador e érgaos copuladores anexos (Figuras 33
e 34). O tubo genital masculino se abre em uma abertura na regido denominada
cloaca. O testiculo € um tubo cilindrico com varias curvas, formando algas no interior
do corpo, e a algca mais anterior se inicia na regido de transicao entre EM e EG.
(Figura. 33A). Em sua porgcao anterior, o testiculo & constituido por epitélio de
revestimento formado por células grandes com um ou dois nucleos contendo
nucléolos bem evidentes. O entorno da carioteca tem aspecto radial. Na coloragédo HE
os limites entre as espermatogbnias ndao é evidente. O citoplasma cora-se
ligeiramente mais forte na periferia pela eosina e esta repleto de inclusdes e
apresentando aspecto craquelado (Figura 33B). A medida que se diferenciam, as
espermatog6nias diminuem de tamanho e ficam localizadas na periferia do 6rgao, o
qual apresenta uma parede com superficie externa ondulada. Partes citoplasmaticas
das espermatoglnias soltam-se para a luz como grumos que se diferenciam em
espermatides que posteriormente se individualizam (Figura 33C). A vesicula seminal
dotada de parede delgada, formada por monocamada de células com nucleo
arredondado e nucléolo evidente, a qual contém espermatides (Figura 33D). As
espermatides unem-se pela porcéo flagelar e apresentam nucleo com um ou dois
nucléolos (Figura 34A) e diferenciam-se em espermatozoides na porcao posterior da
vesicula seminal (Figura 36B). Os espermatozoides sao flagelados e possuem nucleo
evidente (Figura 34B). O vaso deferente € um segmento da vesicula seminal e na
altura desta regidao ocorrem constricdes (Figura 34C). O tubo reprodutor segue em
direcdo a regido posterior do helminto com redugéo da luz e alargamento da parede
(Figura 32B). O aparelho copulador dos machos ¢é constituido por espiculos que em
corte transversal apresentou regido externa revestida por cuticula que recobre
musculos dispostos radialmente repousadas sobre espaco claro cujo interior contém
camada de musculo circular envolvida por cuticula (Figuras 34D e E). As papilas da
cauda apresentaram envoltorio cuticular contendo no seu interior células com nucleo

periférico e nucléolo evidente (Figura 34E e F).
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Figura 33. Cortes histoldgicos transversais corados em HE de P. galvaoi. A. Células
intestinais (*), muco (mu) e microvilosidades (mc). B. Regido posterior do corpo, parte

terminal do intestino (*).
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Figura 34. Cortes histolégicos transversais corados em HE do tubo genital masculino
de P. galavoi. A. Multiplicagao das espermatides (epd). B. Espermatozoides (sptz). C.
Vaso deferente (vd) com espermatozdides maduros (sptz). D. Espiculos (es). E.
Papila ventral.F. Papilas pedunculadas (pa) e espiculos (es).
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O aparelho reprodutor feminino € constituido por tubos diferenciados em
diversas partes que se abrem para o exterior através da vulva-vagina (Figura 36D). As
fémeas adultas sédo polidelfas, ou seja, apresentam de quatro a cinco ovarios
conforme seu numero de uteros. Cada ovario € formado por foliculos de diferentes
tamanhos preenchidos por massa germinativa (Figuras 35A e B). A parede que
reveste o ovario € constituida por células eosinofilicas com nucleo oval e nucléolo
evidente cujos prolongamentos preenchem os espagos entre os foliculos (Figura
35B). Dentro do foliculo, & possivel, as vezes observar nucleos dos odcitos. Na
coloracao HE nao se observa as membranas que individualizam cada ovécitos (Figura
35B). Em um dos cortes histologicos foi possivel observar a conexao entre o ovario e
a porgao anterior do Utero, a qual abre-se como um tubo com luz inicialmente discreta
depois proeminente cuja parede é composta por células fusiformes com nucleo e
nucléolo evidente, abaixo desse epitélio corre uma camada muscular em contato com
a luz (Figura 35B e D).

A parede dos ramos uterinos contém células de nudcleo oval com nucléolo
evidente e com prolongamentos citoplasmaticos, de formas variadas, projetadas para
a luz do tubo (Figura 35C). Os ramos uterinos ndo contém a camada muscular
subepitelial observada no udtero. Os prolongamentos citoplasmaticos envolvem
individualmente os ovos durante todo seu desenvolvimento. Em alguns cortes
histolégicos observa-se varias secg¢des transversais e longitudinais dos ramos
uterinos contendo ovos em diferentes estagios de desenvolvimento tais como mérula
e larvas (Figuras 36A). Os ovos apresentam trés camadas: a mais externa
compreende uma casca delgada corada pela hematoxilina; a camada intermediaria é
hialina e mais espessa que a casca no espaco interno desenvolve-se o embridao
(Figura 36B).

A espermateca é constituida de uma monocamada de células achatadas cuja
luz, encontram-se espermatides e espermatozoides (Figuras 35D, 36C e D). O
segmento da espermateca mais posterior € denominado de ovoejetor (Figuras 36D e
E), cuja periferia contém células musculares e a luz é recoberta por cuticula, a qual

desemboca na abertura vulvar que é composta do mesmo modo que o ovoejetor.
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Figura 35. Cortes histoldgicos transversais corados em HE do tubo genital

feminino de P. galvaoi. A. Ovario (ov) inicial e massa germinativa (mg). B.
Foliculos ovarioanos e Gtero. C. Utero com maasa ovigera e ovério terminal.
D. Ovario (ov), utero (ut) e espermateca (espt).
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Figura 36. Cortes histologicos transversais corados em HE do tubo genital
feminino de P. galvaoi. A. Ramos uterinos. B. Ovos em diferentes estagios de
desenvolvimeto. C. Espermateca com sptz em cachos. D. Formagao dos ovos
nos foliculos ovarianos (ov), ramo uterino (ut) e espermateca (espt). E. Ovejetor
e ovo (0). F. Vulva (vu).
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6. DISCUSSOES

As espécies do género Physaloptera se caracterizam por ter uma
cuticula que forma o colarete cefélico (cuticula inflada), a presenca de dois
pseudolabios laterais que contornam a abertura oral, cada um com dois dentes,
um deles em formato tripartite na margem interna de cada pseudolabio e um
Unico dente grande triangular na dobra externa. A disposicdo das papilas
caudais, o tamanho e o formato dos espiculos nos machos, e os ramos
uterinos nas fémeas sao caracteres especificos de Physaloptera (Ortlepp,
1922; Skrjabin e Sobolev, 1964; Chabaud, 1975). Estas caracteristicas nos
permitiram incluir P. galvaoi no género Physaloptera. As principais
caracteristicas da nova espécie incluem machos com espiculos desiguais e
curtos; o terceiro e quarto pares de papilas pds-cloacal assimétricos; entre o
quinto par de papilas existe a presenca de uma papila em forma de botéo e

fémeas com 4 a 5 ramos uterinos.

Comparando P. galvaoi com as espécies que parasitam os mamiferos
na América do Sul, esta pode ser distinguida de P. bispiculata, P
murisbrasiliensis, P. calnuensis, P. longispicula, P. hispida, P. torresi (Syn
turgida torresi.) parasitos de roedores; P. turgida (Syn T. turgida.) parasita de
marsupial; P. maxillaris, P. anomala, P. terdentata, P. preaputialis de carnivoros
e P. dilatata de primata por terem os espiculos mais curtos e o padréo Ill das
papilas caudais enquanto as demais espécies tém os padrodes |, I, V, VI VIl e
VIIl. Além disso, a nova espécie se diferencia de P. murisbrasiliensis, P.
hispida, P. mirandai, P. herthameyare, P. turgida, P. magnipapilla, P. anomala,
P. semilanceolata, P. dilatata e P. retusa por possuirem trés papilas sesséis
pré-cloacais lineares enquanto as outras apresentam o padrdo pré-cloacal
triangular para cima ou para baixo. Além disso, P. galvaoi distingue-se das
outras espécies de Physaloptera porque € a Unica espécie que apresenta 4 a 5

ramos uterinos.

De acordo com Anderson et al. (2009) os caracteres diagnésticos que
diferenciam o género Turgida Schulz, 1927 de Physaloptera Rudolphi, 1819 é

que a primeira apresenta um colarete cefalico, espécimes fémeas com mais de
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quatro uteros e infectam mamiferos neotropicais. No entanto, ha muitas
espécies de Physaloptera que apresenta o colarete cefalico e sdo encontradas
parasitando mamiferos neotropicais como P. clausa, P. herthameyerae, P.
preputialis, P. rara e P. bispiculata (Tiekotter, 1981, Torres et al., 2009, Gorgani
et al., 2013).

Matey et al., 2001, adicionalmente, apontaram para a presenca de varios
denticulos no interior da margem interna em Turgida turgida e a presenca de
uma 22% papila caudal na cauda do macho. Na verdade, a presenca de
denticulos nas margens interiores sdo mostradas em P. clausa (Gorgani et al.,
2013) como tambem verificou-se a presencga da 22° papila em P. tupinambae e
P. retusa de réptil, P. galvaoi e P. bispiculata de roedores, P. mirandai de
marsupiais. Alguns autores consideram a presenca de uma 222 papila em
Physaloptera, embora em algumas trabalhos de descricao originai tenham sido
retratadas, mas nao consideradas como uma papila. Por outro lado, P. bainae
se destaca como a Unica espécie do género que exibi dentes externos no
formato de 4 espinhos que sédo organizados em um padrao em forma de cruz e
23 papilas caudais (Pereira et al., 2014).

Conforme observado por Morgan (1947) o numero de Uteros constituem
uma dificuldade taxonémica, uma vez que os Spirurida tendem a polidelfia. A
espécie P. galvaoi compartilha os caracteres com Physaloptera e Turgida como
colarette na regidao cefalica, 22 papilas caudais e numerosos ramos uterinos.
Esta caracteristica também ¢é observada em P. dilatata, que apresenta 11-15
ramos uterinos e infectam primatas da América do Sul, e em P. capensis, que

apresenta 14 ramos uterinos e infecta roedores na Africa.

Estudos morfolégicos utilizando MEV de Physaloptera demonstram a
presenca de pequenos dentes na borda lateral externa de cada lado dos labios
pseudolabio. P. rara Hall e Wigdor, 1818 (Naem & Asadi), P. clausa Rudolphi
de 1819 (Gorgani et al.,, 2013) e P. herthameyerae, Torres et al., 2009
mostraram apenas um pequeno dente na borda lateral externa de cada
pseudolabia. Enquanto que P. bispiculata Vaz e Pereira, 1935 (Mafra &
Lanfredi, 1998) e P. galvaoi mostraram dois pequenos dentes nas bordas
laterais externa de cada pseudolabia.
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A filogenia da familia Physaloperidae corrobora a taxonomia morfolégica
de Anderson (2009), uma vez que a antiga subfamilia Proleptinae é um grupo
irméo  da subfamilia Physalopterinae e demostra o parafiletismo da

superfamilia Physalopteroidea.

Considerando as analises filogenéticas dentro da ordem Spirurida,
Pterigodermatites jagerskioldi da superfamilia Rictularioidea formou um ramo
parafiletico com Physalopteroidea, Embora, a superfamilia Gnathostomatoidea
pertenga a ordem Spirurida forma um grupo irmdo com Ascarida, o que
corrobora os achados de Nadler et al., 2007, Wijova et ai. 2006 e Blaxter, 2003.

Além disso, as relagdes dentro do género Physaloptera revelaram uma
politomia com fraca resolugao para espécies representativas. Isto sugere uma
diversificacdo quase simultanea dos physalopterideos e esta de acordo com a
hipdétese da filogenia estrela. Este comportamento também pode ser observado
nas familias de roedores (Echymidae) como demonstrado por Lara et al., 1996
e Leite e Patton, 2002. Tal como o género Physalopera pareca ter tido uma
rapida radiacao infectando as grandes classes de hospedeiros na América do
Sul. Por outro lado, a espécie P. thalacomys parasita de marsupiais
australianos Macrotis leucura assim como Physaloptera sp. SAN2007 parasita
de carnivoro norte americano Mephitis mephitis provavelmente tenham
derivado de uma linhagem mais antiga ou diversificou antes, uma vez que

estes sdo basais na topologia da arvore para o género.

A utilizacao de técnicas moleculares para elucidar a taxonomia da ordem
Spirurida tem sido amplamente utilizada (Nadler et al, 2007; Park et al., 2011,
Moravec et al., 2014), no entanto, para o género Physaloptera que possui mais
de uma centena de espécies pouco ainda se sabe sobre a sua filogenia. Neste
estudo, mostramos que o género Physaloptera tem uma recente e simultanea
diversificacdo, com captura de diferentes classes de hospedeiros. Além disso,
as diferengas de caracteres morfoldgicos intraespecificos tais como; 0 numero
de ramos uterinos, o padrao de arranjo das papilas caudais, tamanho e forma
dos espiculos sdo consistentes para identificacao. Como demonstrado no
presente estudo, mais analises, incluindo a grande diversidade de Physaloptera
sd0 necessarias para elucidar e esclarecer a histéria evolutiva dos

physalopterideos.
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Em contrapartida, os estudos histolégicos deste grupo de nematédeos
séo escassos e dados histoldégicos podem contribuir para o conhecimento da
biologia do parasito, da patologia causada em virtude da infecgdo. A estrutura
da parede do corpo de P. galvaoi nao difere da organizacdo estrutural das
paredes que compde a maioria dos nematddeos estudados (Chitwood &
Chitwood, 1974; Rahemo & Hussain 2009).

O encontro dos gametas masculinos no corpo da fémea foi um achado
inédito e que parece ter a fungdo de assegurarr a fecundidade da fémea por
mais tempo, o que pode ser uma estratégia adaptativa da espécie. Na espécie
estudada ndo foi possivel perceber nenhuma diferenciagcdo dos cortes
histolégicos do receptaculo seminal. O qual parece ser o oviducto propriamente
dito. Segundo Travassos (1950), a extremidade do Utero, que se continua no
oviducto, apresenta-se como uma dilatacdo que serve para recolher os
espermatozéides, os quais aguardam os 6vulos para entdo fecunda-los em um
local denominado pelo autor de vesicula seminal feminina ou espermateca.

Travassos (1950) também descreve que nas paredes do interior do Utero
existem vilosidades sobretudo na porcéo distal; estas vilosidades servem para
proteger os espermatozdides, que se movimentam entre elas sem que sejam
arrastados pela corrente descendente de ovos. Porém, ndo foi observado
qualquer tipo de projecdo ou vilosidades na porcdo distal do utero de P.
galvaoi, onde foram observados os espermatozodides. Diferentemente,
projecdes celulares s6 estavam presente na por¢do proximal e medial dos
Uteros. Supomos que estas células sejam secretoras e estes prolongamentos
auxiliem no contato dos ovos em desenvolvimento com seu produto de
secrecao. Este produto de secrecao pode ser importante para proteger 0os ovos
do ressecamento e permanecerem viaveis por mais tempo no ambiente até
serem ingeridos por hospedeiros intermediarios. Outro aspecto observado
foram as fases iniciais do desenvolvimento embrionario ainda nas ramificacées

uterinas onde puderam ser distinguidas as formas moruladas e larviformes.

Nos machos, a organizacdo das estruturas do tubo genital é
semelhante, conforme ja descrito em outros nematédeos (Travassos 1950).
Chitwood & Chitwood (1950) na microscopia convencional conseguiu visualizar
as duas camadas musculares intercaladas por cuticulas.
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Goldschmidt (1903) relatou que a estrutura da papila genital de Ascaris
consiste de areas elevadas de uma camada de cuticula delgada perfurada por
canal contendo de uma a trés fibras nervosas as quais estao rodeadas por uma
célula de sustentacao. Nas preparacdes do presente estudo, nao foi possivel a
observacdo dessa célula de sustentagdo envolvida pela cuticula. A nao

deteccao se deu em funcao da técnica utilizada neste estudo.
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7. CONCLUSOES

» Uma nova espécie de nematoideo P. galvaoi foi descrita parasitando
Cerradomys subflavus baseado em suas caracteristicas morfologicas utilizando
ML e MEV.

» A utilizacdo de hospedeiros vertebrados como critério taxonémico

deve ser reavaliado.

» O género Physaloptera apresenta uma politomia, sugerindo uma
rapida e simultdnea diversificacdo das espécies do parasito em seus
hospedeiros definitivos.

» Os aspectos histoldégicos da espécie P. galvaoi contribuiu para o
conhecimento da biologia deste grupo.

» A combinagdo dos métodos morfolégicos, moleculares e histolégicos
apresentaram resultados satisfatérios para descricdo de uma nova espécie e

uma melhor compreensao das espécies do género Physaloptera.
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cloacais com formato triangular para baixo ou linear, 3° par ausente, 4° e 5°
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Figuras 7-11. P. galvaoi n. sp. 6. Extremidade anterior da fémea mostrando
es6fago muscular e glandular, anel nervoso, abertura vulvar e juncao eso6fago-

intestinal. Barra de escala: 100 um. 7. Extremidade anterior do macho
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mostrando dente tripartite, papilas cefalicas e colarete cefalico. Barra de
escala: 100 um. 8. Uteros com cinco ramos uterinos. Barra de escala: 500 um.
9. Extremidade posterior do macho com 4 pares de papilas pedunculadas e
treze papilas sésseis, 1 elevacao tipo papila e abertura cloacal. Barra de
escala: 100 um. 10. Espiculos esquerdo (Ee) e direito (Ed). Barra de escala:
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Figuras 12-17. Fotografias em microscopia de luz do holétipo P. galvaoi n. sp.
18. Extremidade anterior do macho, vista lateral. Barra de escala: 100um. 19.
(A) Vista ventral da extremidade posterior do macho mostrando papilas
pedunculadas e papilas sésseis. (B) Detalhe do 5° par de papilas sésseis como
um botdo. Barra de escala: 100um. 20. Vista ventral das papilas pré-cloacais.
Barra de escala: 500um. 21. Vista ventral das papilas pds-cloacais. Barra de
escala: 500um. 22. Utero com os cinco ramos uterinos. Barra de escala:
100pum. 23. Extremidade posterior da fémea mostrando anus. Barra de escala:
L0107 L P OSSR 42

Figuras 18-21. Microscopia eletrdnica de varredura de P. galvaoi n. sp. 18.
Extremidade anterior da fémea mostrando Iabios com duas papilas cefalicas
(P), dentes tripartites e externos (cabeca de seta), regido cervical (cc), anfidios
(a) e areas porosas (*). 19. Detalhes mostrando dois pares de pequenos
dentes laterais em cada pseudolabio (setas), papilas cefdlicas (p) e areas
porosas (*).20. Detalhe da papila cefélica (p) e do pequeno dente (seta). 21.
Detalhe dos dentes tripartites (cabeca de seta) e pequeno dente lateral (setas),

pequeno orificio (seta fina) € Papilas (P)......ceee o 43

Figuras 22-24. Microscopia eletrénica de varredura de P. galvaoi n. sp.
Microscopia eletrénica de varredura de P. galvaoi n. sp. 22. Poro excretor (Ep).
23. Detalhe do poro excretor (Ep) . 24. Extremidade posterior da fémea
mostrando abertura anal (cabecga de seta) e fasmidios (seta)........ccccceeeieeeeenn. 44

Figuras 25-27. Microscopia eletronica de varredura de P. galvaoi n. sp. 25.
Vista dorsal da cauda do macho, mostrando estriagées cuticulares na regiao
central (*) e uma leve expansao lateral na cauda. 26. Extremidade posterior do
macho vista ventral, mostrando duas dobras lateroventral (seta dupla), quatro

pares de papilas pedunculadas externo laterais (pp). 27. Vista ventral da cauda
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do macho detalhada: abertura cloacal, papilas pré e pés cloacais (ss), quatro
pares de papilas pedunculadas (pp) e ornamentacao da cuticula.................... 45

Figura 28. Reconstrucdo filogenética através de Inferéncia Bayesiana das
espécies sequenciadas usando o gene 18S rRNA. Valores de probabilidades
posteriores bayesiana estao N0S NOS da ArVOre........ccuuveeeeeeeeeeeiieiiiieeeeiee e 52

Figura 29. Reconstrucdo filogenética através de Inferéncia Bayesiana das
espécies sequenciadas usando o gene COIl. Valores de probabilidades
posteriores bayesiana estao N0S NOS da ArVOre.......ccccvueeeeeeeeeeeeeeeccceeeeeeee e 54

Figura 30. Cortes histoldgicos transversais corados em HE de P. galvaoi. A.
Camadas da cuticula (parede do corpo): cortéx (ce), matrix (cm) e camada
mais interna (ci). B. Hipoderme. C. Corddes laterais (cl). D. Material coagulado
eNtre 0S Orga0S (SELA). ..oveeieieiiitieie e 57

Figura 31. Cortes histolégicos transversais corados em HE de P. galvaoi. A.
Es6fago muscular. B. Regidao de transicdo (seta) entre em e eg. C. Vista

longitudinal do eg estrelado. D. Detalhes da composicao celular do eg......58

Figura 32. Cortes histolégicos transversais corados em HE de P. galvaoi. A.
Células intestinais (*), muco (mu) e microvilosidades (mc). B. Regiao posterior
do corpo, parte terminal do iINteSHINO (*)....evverieiiiiieiee e 58

Figura 33. Cortes histoldgicos transversais corados em HE de P. galvaoi. A.
Células intestinais (*), muco (mu) e microvilosidades (mc). B. Regiao posterior

do corpo, parte terminal do INtEeSHINO (*)....cooviieiiiie e 60

Figura 34. Cortes histolégicos transversais corados em HE do tubo genital
masculino de P. galavoi. A. Multiplicagdo das espermatides (epd). B.
Espermatozoides (sptz). C. Vaso deferente (vd) com espermatozéides maduros
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Figura 35. Cortes histolégicos transversais corados em HE do tubo genital
feminino de P. galvaoi. A. Ovario (ov) inicial e massa germinativa (mg). B.
Foliculos ovarioanos e Gtero. C. Utero com maasa ovigera e ovario terminal.

D. Ovario (ov), Utero (ut) e espermateca (ESPt). «.veevveeeeveviiiiiiiiiiieeeie e 63
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Figura 36. Cortes histolégicos transversais corados em HE do tubo genital
feminino de P. galvaoi. A. Ramos uterinos. B. Ovos em diferentes estagios de
desenvolvimeto. C. Espermateca com sptz em cachos. D. Formagéo dos ovos
nos foliculos ovarianos (ov), ramo uterino (ut) e espermateca (espt). E. Ovejetor
€ OVO (0). F. VUIVA (VU). eeiiiiiiieieee et 6
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9.3. APENDICE C - LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ML » Microscopia ca de luz

MEV » Microscopia eletrénica de varredura

I0C» Instituto Oswaldo Cruz

EM » Eséfago muscular

EG » Esdfago glandular

MT-CO1» Citocromo C oxidase subunidade 1

18S rRNA » Menor subunidade do gene nuclear RNA rinossomal
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