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RESUMO

A variabilidade genética de Ancylostoma caninum foi estudada utilizando marcadores
moleculares multilocais do tipo RAPD das trés populagdes procedentes dos estados de Minas
Gerais: regiao metropolitana de Belo Horizonte, Sul de Minas Gerais (Pogos de Caldas e Trés
Coragoes) e do estado do Espirito Santo (Vitéria). Através da utilizagao de cinco iniciadores
(G08, G11, G15, G18 e M1340 forward) foram obtidos 56 marcadores polimorficos ou nao
entre 250 pb a 2036 pb. O programa DNA-POP foi utilizado para calcular a proporgao de
bandas compartilhadas entre quaisquer dois exemplares de A. caninum. Esta proporgao foi de
78% variando entre 74% a 86%. Nao foram observados padrdes idénticos de bandas entre os
A. caninum estudados. O numero de bandas compartilhadas foi usado para calcular os indices
de similaridades e, a partir deles, calculou-se a distancia genética para todos os pares com
todos os iniciadores € com os valores obtidos foi construido um fenograma pelo meétodo
UPGMA (media aritmética nao ponderada) através do programa MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) versaoc 1.01 desenvolvido por Kumar et al. (1993). Considerando a
procedéncia dos individuos observou-se que os espécimes de mesma localidade mostraram-se
mais homogéneos, o que permitiu agrupa-los pelo menos parcialmente de acerdo com sua
origem geografica. Ha uma maior variabilidade interpopulacional do que intrapopulacional. A
homogeneidade intrapopulacional observada foi maior na regido metropolitana de Vitéria (ES),
seguida pela regido metropolitana de Belo Horizonte e depois Sul de Minas Gerais. O
fenograma revelou a existéncia de dois ramos na arvore construida, um abrigando as
populagdes ou agrupamentos da regidao metropolitana de Belo Horizonte, e parte do Sul de
Minas Gerais (Pogos de Caldas) e o outro abrigando o agrupamento de Vitéria (ES) e parte do
Sul de Minas Gerais (Trés Coragoes). O significado do agrupamento da parte da populagio do
Sul de Minas com a de Vitdria permanece obscuro, em virtude da falta de um maior
conhecimento da geneética desta populagdo. A técnica do RAPD demonstrou ser uma
ferramenta eficiente para estudo de variabilidade genética em A. caninum de diferentes areas
geograficas separando as populagoes estudadas.

Palavras-chave: Ancylostoma caninum, RAPD-PCR, Variabilidade genética
ABSTRACT

Genetic variation was studied using molecular markers revealed by RAPD of three populations
from the state of Minas Gerais: the metropolitan area of Belo Horizonte, the South of Minas
Gerais (Pogos de Caldas and Trés Coracodes), and one from the state of Espirito Santo
metropolitan area of Vitéria. Using five primers (G086, G11, G15, G18 and M13-40 forward) fifty-
six polymorphic or monomorphic markers between 250 to 2036 pb were obtained. The DNA-
POP program was used to calculate the proportion of compartilized bands between each pair of
individuals. This proportion was 78% varying between 74% and 86%. ldentical patterns of
bands were not recorded in the A. caninum examined. The number of compartilized bands was
used to calculate the similarity indices. Genetic distances were calculate using similarity indices.
These values originated a phenogramme constructed using UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Mean) with MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) software
(version 1.01 developed by Kumar et al., 1993). A high degree of genetic variability was
evidenced among intrapopulations and was found that individuals from the same localities were
the most homogeneous allowing grouping at least partially according to their geographical
origin. The phenogramme revealed the existence of two branches in the constructed tree. The
one branch included material from the metropolitan area of Belo Horizonte and part (Pocos de
Caldas) from the South of Minas Gerais. The other branch included Vitoria (ES) and part of the
South of Minas Gerais (Trés Coragoes). The significance of the grouping of part of the South of
Minas Gerais material with Vitéria remains obscure but could be due to the lack of better
understanding of the genetics of this populations. The RAPD techniques proved to be an
efficient tool to study genetic variability in A. caninum populations.

Key-words: Ancylostoma caninum, RAPD-PCR, Genetic variation
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1. INTRODUGAO

A familia Ancylostomidae é uma das mais
importantes da classe Nematoda, cujos
estadios parasitarios ocorrem em
mamiferos, incluindo o homem, levando a
doengas de carater crénico e debilitante que
podem evoluir para conseqgiléncias fatais.
Esta familia €& subdividida em varias
subfamilias, das quais duas,
Ancylostominae e Bunostominae, abrigam
varias espécies de interesse em medicina
humana e veterinaria, como: Ancylostoma

duodenale, Necator americanus,
Ancylostoma caninum, Ancylostoma
braziliense, Ancylostoma tubaeforme,

Ancylostoma ceylanicum, Bunostomum spp
e Uncinaria stenocephala.

Os ancilostomideos sao hematofagos e
produzem quadros clinicos variados como
dermatite, pneumonia, enterites e diarréia,
principalmente em hospedeiros jovens. A
sintomatologia pode  aparecer duas
semanas pos-infeccao, caracterizada por
diarréia, as vezes sanguinolenta, anorexia,
perda de peso, vomitos e anemia severa,
podendo assumir formas graves ou mesmo
fatais (Reinemeyer, 1993). Esses helmintos
sao hospedeiros-especificos  (Burrows,
1962), entretanto, ndo sao raras as
infecgdes humanas causadas por
Ancylostoma caninum, parasito de cao,
levando a um guadro de enterite eosinofilica
(Prociv & Croese, 1996) e Ancylostoma
ceylanicum, parasito do homem na Asia,
pode ser encontrado parasitando gatos
(Stewart, 1994).

Dentre as espécies de interesse na
medicina veterinaria ganham destaque A.
caninum (Ercolani, 1859) e A. braziliense
(Faria, 1910), parasitos do intestino delgado
de caes e gatos, nao so pela ampla
distribuicao geografica, como tambem pelos
danos causados aos seus hospedeiros,
alem de serem os principais agentes
etiologicos da "larva migrans" cutanea do
homem.

A identificacao especifica dos
ancilostomideos & extremamente importante
para o diagnostico da infecgdo, estudos

epidemiolégicos e medidas de profilaxia e
controle da doencga (Gasser et al., 1998).

O diagnodstico das espécies de interesse
medico veterinario pode ser feito a nivel
individual pelos sintomas clinicos, embora
estes possam ser confundidos com aqueles
de infecgdes virais entéricas. O diagnéstico
de certeza €& alcangado pelo exame
parasitologico de fezes, com o encontro de
ovos caracteristicos dos helmintos. Os
meétodos  utilizados, no entanto, nao
permitem identificar o agente etiologico
especificamente, uma vez que 0s ovos s30
morfologicamente semelhantes. Portanto, o
diagnoéstico especifico & conseguido através
da morfologia das larvas L3. obtidas por
coprocultura ou pelo exame dos exemplares
adultos coletados em necropsias.

Os adultos machos e fémeas apresentam
dimorfismo sexual acentuado. tanto pelo
maior tamanho das fémeas, como
principalmente pela morfologia da
extremidade posterior. Estas caracteristicas
associadas a morfologia e estrutura da
capsula bucal permitem identificar A.
caninum com certa facilidade.

Entretanto, ao examinarmos
morfologicamente exemplares adultos de
Ancylostoma caninum, em hospedeiros da
mesma especie ou de especies diferentes,
observamos pequenas diferengas nas
medidas de estruturas importantes na
identificacdo especifica, que nos leva a
suspeitar de variagdes intra-especificas.

Em um estudo comparativo com exemplares
de A. caninum de cées do estado de Goias
e gatos de outras partes do pais, Santos
(1980) verificou diferencas significativas no
comprimento e largura do corpo,
comprimento do eséfago e da boca e
largura da bolsa copuladora. Entretanto, as
medidas das estruturas basicas utilizadas
na diferenciagdo  especifica, como
comprimento dos espiculos e gubernaculo
nao apresentaram variagac significativa.
Estas pequenas variagbes, embora dentro
dos limites de estudos taxonémicos
utilizando  morfologia e  morfometria,
levantam duvidas sobre a posigao
taxonémica, pois os espécimes poderiam
ser morfologicamente similares. mas

13




geneticamente distintos (Stewart, 1994). O
autor comenta que estas espécies, cepas
ou populagcbes apresentando  estas
diferengas  poderiam  desenvolver a
capacidade de infectar diferentes espécies
de hospedeiros.

Por outro lado, ha diversos estudos
mostrando que mesmo na auséncia de
diferengas  morfolégicas  significativas,
muitas  espécies de parasitos sao
geneticamente distintas, (Chilton et al,
1992) e isto foi observado entre os membros
da familia Ancylostomidae, quando Romstad
et al. (1998) encontraram que Necator
americanus da Africa e da Malasia
apresentam diferentes seqiiéncias de ITS-2
(segundo espagador transcrito interno) de
rDNA. embora os helmintos fossem
morfologicamente semelhantes. Ha ainda
outros estudos mostrando que especies
morfologicamente distintas podem
apresentar variagbes geneticas minimas
(Hillis & Dixon, 1991).

Durante as trés ultimas decadas, estudos
bioquimicos e de genetica molecular tém
mostrado que a maior parte das populagdes
naturais de animais, dentre elas os
nematodas, sao geneticamente
heterogéneas (revisto por Powell, 1975;
Nevo. 1978; Nadler, 1990; Anderson et al.,
1998).

Atuaimente, o estudo dos heimintos tornou-
se mais abrangente, passando a utilizar
além das caracteristicas morfologicas e
morfométricas, dados moleculares. Em
relagcdo a taxonomia, por exemplo, além das
abordagens tradicionais de morfologia e
morfometria, estes estudos passaram a
incorporar dados sobre relacbes
filogenéticas, visto que as especies nao sao
entidades estaticas, mas estao em
constante adaptagao, principalmente
aguelas com reprodugac sexuada (Mayr,
1982).

L: fato, a moderna tendéncia no estudo dos
parasitos reconhece que as abordagens
morfolégicas e moleculares se integram e
cada uma tem vantagens e desvantagens, e
que em geral, os estudos que incorporam
ambos, dados morfolégicos e moleculares,
pogem fornecer melhores descricbes e
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interpretagdes da diversidade bioldgica, do
que aqueles que enfocam apenas uma
destas abordagens.

A utilizagdo de dados moleculares no
estudo dos parasitos de interesse
veterinario ganhou novo impulso com o
desenvolvimento da biologia molecular, que
trouxe novas e poderosas ferramentas para
melhorar e desenvolver o conhecimento e a
compreensao das relagbes hospedeiro-
parasita, da taxonomia e classificagao, do
diagnostico  especifico  utilizando os
parasitos em qualquer estadio do seu ciclo
bioclégico, de vacinas usando a tecnologia
do DNA recombinante, de novas drogas
antiparasitarias, dos mecanismos de
resisténcia dos helmintos aos
antiparasitarios, da sele¢ao de hospedeiros
geneticamente resistentes, da
epidemiologia molecular e  biologia
evolucionaria e fisiologia de parasitos e
seus hospedeiros  (Zarlenga, 1994;
Christensen et al., 1994; Stevenson et al.,
1995; Prichard, 1997; Hotez et al., 1999).

Muitas destas questdes s@o melhor
respondidas através do estudo da
variabilidade  genética dos  parasitos

utilizando marcadores genéticos, como por
exemplo isoenzimas, RFLP (Polimorfismo
por tamanho de fragmentos de restricao) e
RAPD-PCR (Amplificacao aleatdria de DNA
polimérfico), que tém permitido estabelecer
os padrées de variacao genetica dentro e
entre as populag¢des naturais.

Grande esforgo tem sido feito para
desenvolver técnicas de estudo de
variabilidade genética ou polimorfismo dos
nematodides que parasitam o homem,
animais e vegetais. Alem das observagoes
morfolégicas, o polimorfismo pode ser
detectado através de tecnicas bioguimicas
que mostram variagées a nivel de enzimas e
outras proteinas, embora este polimorfismo
possa estar diretamente relacionado e
influenciado por pressdes de selegao
externa. Metodos bioquimicos, como
eletroforese de proteinas e, em especial, o
estudo dos perfis isoenzimaticos tém sido
largamente empregados para detectar
variabilidade genetica. com vantagem sobre
a variabilidade detectadas pelas




caracteristicas morfolégicas. uma vez que
os fenotipos detectados podem ser
interpretados sob um contexto genético
(como alelos de um locos). enquanto a base
genética da maioria das variagbes
morfoloégicas € desconhecida (Esbenshade
& Triantaphyllou, 1990; Flockhart et al.,
1982; Nadler, 1990).

A deteccdo e exploracao da seqiiéncia de
DNA e RNA representam um dos mais altos
niveis de resolugdo para estudos de
variabilidade genética (Nadier, 1990) e de
fato, estas metodologias tém auxiliado os
parasitologistas a resolverem algumas
questdes como a identificacdo de espécies
e subespécies, estudo de variagdes inter e
intra especificas de nematdides, pois o
polimorfismo genético €& resultante de
variagoes na sequéncia de nucleotideos do
DNA, podendo ser detectado a este nivel
(Currant et al., 1985, 1986: Chambers et al_,
1986; Garate et al., 1991).

Para identificagdo e estudos filogeneticos,
nao € necessario que as caracteristicas
genéticas analisadas estejam diretamente
relacionadas com a fungcdo ou outra
diferenga fenotipica entre as formas.

O método baseado no DNA é relativamente
estavel, principalmente quando comparado
com aqueles que envolvem enzimas, € 0
material pode ser estocado para estudos
posteriores. Devido a sensibilidade para
detectar variacbes nas posigbes de
nucleotideos nas seqiiéncias de DNA e
sendo o genoma de uma espécie 0 mesmo
em qualquer estadio do seu ciclo de vida, o
estudo pode ser feito nos diferentes
estadios evolutivos dos helmintos; ovos,
larvas ou adultos machos ou fémeas
(Gasser et al.,, 1993; Humbert & Cabaret,
1995; Hawdon, 1996).

O desenvolvimento da tecnologia de DNA
recombinante e em especial o]
desenvolvimento da amplificagdo de
segmentos de DNA via PCR (“Polymerase
Chain Reaction” ou Reagdo em Cadeia da
Polimerase), abriram caminho para uma
verdadeira mudanga nz biologia e na
pesquisa, visando o entendimento de
processos biologicos fundamentais, como
nas areas aplicadas envolvendo diagnostico

e melhoramento genético de plantas e
animais domeésticos.

A revolugdo nos estudos de variabilidade
genética se iniciou com o desenvolvimento
de marcadores enzimaticos. Com o advento
das modernas técnicas de biologia
molecular, surgiram varios métodos de
deteccao de polimorfismo diretamente ao
nivel de DNA. Inicialmente, a utilizagdo de
enzimas de restricdo permitiu a analise de
polimorfismo de tamanho de fragmentos de
restricdo (“Restriction Fragment Length
Polymorphism™ RFLP) (Grodzicker et al.,
1974). Mais recentemente, o}
desenvolvimento do processo de
amplificacdo em cadeia (PCR), utilizando
uma DNA polimerase (Mullis & Faloona,
1987; Saiki et al., 1988) levou a descricao
de outras classes de marcadores
moleculares. Aliadas as técnicas de
clonagem e seqienciamento de DNA, estas
metodologias tém possibilitado um rapido
acumulo de informacdes sobre a estrutura
dos genomas eucariotos.

Um grande avango na area de marcadores
moleculares, baseados em PCR, ocorreu
em 1990 guando dois grupos,
independentemente, descreveram uma
modificagdo no protocolo de PCR, que
permitiu a analise gendmica de organismos,
de modo simples, rapido e altamente
informativo sem a necessidade do
conhecimento previo de sequliéncia do DNA
(Williams et al., 1990 e Welsh & McClelland,
1990). A técnica conhecida como RAPD
("Random Amplified Polymorphic DNA"), se
baseia na utilizacao de iniciadores curtos de
sequéncia arbitraria, que se ligam ao DNA
molde em estudo (Williams et al.,1990) e a
técnica denominada AP-PCR (“Arbitrarily
Primed-Polymerase Chain Reaction”) difere
desta apenas no tamanho dos inciadores
utilizados (Welsh & McClelland, 1990). A
diferenca da técnica desenvolvida ao
mesmo tempo pelos dois grupos citados
esta basicamente no comprimento do
inciador. Na técnica do RAPD sao utilizados
iniciadores mais curtos de 10 bases de
comprimento e na tecnica de AP-PCR
iniciadores mais longos de 20 bases de
comprimento. Apesar dos iniciadores
possuirem segléncia arbitraria, a
amplificacdo tecnicamente ocorre em
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lugares especificos do genoma. O
anelamento ocorre em baixas condi¢des de
estringéncia, sendo que os iniciadores se
ligam a multiplos sitios complementares a
eles que estejam separados  por
aproximadamente 2-3 Kb um do outro e
opostamente orientados ao sitio de ligagao,
de modo que um unico iniciador comega a
replicagao tanto na diregéo direta 5’- 3'como
na reversa 3- 5. A Figura 1 mostra um
esquema representativo da técnica do
RAPD-PCR.

Estas tecnologias trouxeram uma verdadeira
"democratizagao” da analise de
polimorfismo  molecular ao  permitirem
estudos de variabilidade genética em
especies anteriormente nao contempladas.
Elas vém sendo usadas nos estudos de
organismos nos quais a auséncia ou
diferenga de caracteres nao permitiam a
diferenciagdo morfolégica, tornando o
emprego de técnicas moleculares de
diferenciacao gendmica, bastante
interessante.

Independente do nome, se AP-PCR ou
RAPD-PCR, a técnica de PCR utilizando
iniciadores de seqUéncia arbitraria abriu
uma nova perspectiva para a analise
genémica de individuos e populagées. O
uso de marcadores RAPD na analise
genetica tem se difundido rapidamente e
dentre suas aplicagbes estdo a andlise da
estrutura e diversidade genética em
populagdes, o] estabelecimento de
relacionamentos filogenéticos entre
diferentes especies, a construcdo de mapas
geneticos de alta cobertura gendmica e a
localizagao de genes de interesse (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

A tecnica de RAPD-PCR baseia-se na
amplificagdo  simultanea de  regides
anénimas de DNA wusando um (nico
iniciador de sequéncia arbitraria, gerando
um padrao de multiplas bandas. Este
processo possibilita comparar similaridades
ou diferengcas do DNA (por presengca ou
auséncia de bandas e total de bandas
compartilhadas) mostradas na reacao de
PCR. Os fragmentos sintetizados sé&o
revelados por eletroforese em gel agarose,
corado com brometo de etidio, observados
sob luz ultra violeta, ou em gel de
polacrilamida. revelado com nitrato de
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prata. Assim, a natureza do polimorfismo
dos produtos gerados de diferentes
amostras de DNA pode ser comparada.

O RAPD-PCR teoricamente permite o uso
de um numero ilimitado de diferentes
iniciadores aleatorios capazes de
reconhecer sitios especificos, porém
desconhecidos, do genoma, muitos dos
quais sado polimérficos e podem ser Unicos
para cada populagao de organismos.

Utilizando a tecnica do RAPD-PCR o
presente trabalho tem por objetivo avaliar os
niveis de variagdo genética dentro de
populacées naturais de Ancylostoma
caninum (Ercolani, 1859), parasitos de caes
(Canis familiaris) provenientes de regides
geograficamente distintas, nos estados de
Minas Gerais (Belo Horizonte, Formiga e Sul
de Minas) e Espirito Santo (Vitoria).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1, Morfologia da
Ancylostomidae

Familia

Os membros da familia Ancylostomidae
apresentam extremidade anterior curvada
dorsalmente e a abertura oral direcionada
antero-dorsalmente, com capsula bucal
ampla e profunda e dentes ou |adminas
cortantes na margem ventral. Apresentam
nitido dimorfismo sexual, tendo os machos
uma bolsa copuladora bem desenvolvida.

A familia esta dividida em duas subfamilias:
Ancylostominae, com cavidade bucal
apresentando um a seis dentes na face
ventral, com dois géneros: Ancyiostoma e
Agriostomum e  Bunostominae, com
cavidade bucal provida de placas cortantes,
com trés géneros: Necator, Bunostomum e
Uncinania.

2.2. O Género Ancylostoma (Dubini,
1843)

O quadro abaixo mostra algumas
caracteristicas morfologicas, morfométricas
e os hospedeiros das espécies encontradas
no género Ancylostoma: A. duodenale
(Dubini, 1843); A. caninum (Ercolani, 1859);
A. braziliense (Faria, 1910); A. tubaeforme
(Zeder, 1800) e A. ceylanicum (Loos, 1911).




Quadro 1. Principais caracteristicas morfologicas e morfométricas das espécies do género

Ancylostoma

o i Comprimento do corpoem mm  Numero de dentes na :

Espécie Mache Femea cavidade bucal Hospedeiros

A. duodenale 8-11 10-18 4 grandes e 2 peguenos Homem
A. caninum 11-13 14-20 6 grandes Cao, gato
A. braziliense 5-7.5 6,5-9 2 grandes e 2 pequenos Cao, gato
A. ceylanicum 5-7,5 6,5-9 2 grandes e 2 pequenos Cao, gato
A. tubaeforme 9,5-11 12-15 6 grandes Gato

No género Ancylostoma, quatro espécies
tém interesse veterinario por parasitar
animais domésticos, destacando-se entre
elas o A. caninum parasito de caes
domeésticos (Canis familianis) e gatos (Felis
catus) ambos com ampla distribuicdo
mundial.

2.3. A Espécie Ancylostoma caninum

O A caninum tem cavidade bucal
infundibuliforme com trés dentes de cada
lado na margem ventral. No fundo da
capsula bucal um par de dentes dorsais
triangulares € um par de dentes ventro-
laterais podem ser vistcs. O macho
apresenta bolsa copuladora bem
desenvolvida com os raios ventrais unidos
longitudinalmente, raio dorsal bifurcado,
sendo cada ramo tridigitado, raio dorsal
externo originando-se do mesmo tronco do
dorsal e raios laterais saindo de um mesmo
tronco. Os espiculos tém o mesmo
comprimento, que variam de 0,73 mm a
0,96 mm e apresentam gubernaculo. A
fémea apresenta a vulva situada proximo a
jungao do segundo com o terceiro tergo do
corpo. O utero e os ovarios se enrolam em
forma de espiral em torno do tubo intestinal.
Os ovos medem 55-72,2 por 34447 |y e
contém um embrido de oito células no
momento da postura (Burrows. 1962).

2.3.1. Ciclo Biologico

Os adultos de A caninum. machos e
fémeas, permanecem fixados a mucosa do
intestino delgado, principaimente no jejuno
(97,5%) e ileo (1,2%), mas dependendo da
carga parasitaria podem estar distribuidos
por todo o intestino delgado (Melo et al,
1977). As fémeas, apos a copula, realizam
postura de ovos que sa@o eliminados com as

fezes. No solo, em condicoes favoraveis de
temperatura, umidade e oxigénio, em sete
dias eclode uma larva rabditdide de 1°
estadio (L1). Esta larva passa por dois
estadios de desenvolvimento: larva
rabditéide de 2° estadio (L2) e larva filaridide
infectante de 3° estadio (L3). As larvas
infectantes (L3) permanecem vivas no solo
por até 49 dias, dependendo da temperatura
e umidade (Mark, 1975), migrando sobre o
filme capilar de agua que se forma sobre as
particulas da superficie do solo, onde
aguardam o contato com seu hospedeiro
(Kalkofen, 1987). A infeccao dos
hospedeiros pode ocorrer pelas vias
percutanea, com penetracdo ativa na pele,
pela mucosa ou conjuntiva ou passivamente
por via oral.

No cao, a principal via de infecgao € a oral e
mais raramente a percutanea. A infecgao
pela via transplacentaria também pode
ocorrer, quando as cadelas se infectam
durante o periodo de gestagdo ou quando
larvas latentes saem do periodo de
quiescéncia nos tecidos da cadela e durante
sua migracao atravessam a placenta e se
fixam nos tecidos do feto. Apés o parto, as
larvas presentes nos filhotes caem na
corrente  sanguinea, migram pela via
hepato-traqueal e atingem o intestino
delgado, onde se tornam adultos. Outra via
de infeccao & através do colostro, onde ja
foram detectadas larvas de A. caninum
(Stone & Peckhan, 1970). Alguns insetos
também podem albergar as larvas
infectantes por algum tempo, funcionando
como hospedeiros paraténicos, ate serem
ingeridos pelos hospedeiros definitivos
(Little, 1961).
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A Infecgao por via oral se da através da
ingestdo de alimentos e agua contaminados
com as larvas infectantes (L3). As L3
perdem a cuticula externa no estémago por
acdo do suco gastrico e do pH. Apos trés
dias de infecg@o, migram para o intestino
delgado e penetram na mucosa, atingindo
as células de Lieberkihn, onde mudam para
L4 em, aproximadamente, cinco dias. Em
seguida as larvas L4 voltam a luz do
intestino, realizam muda para L5, fixam-se a
mucosa do intestino, iniciando o
hematofagismo. e apés amadurecimento de
seus oOrgaos genitais, copulam e comegam o
periodo de postura de ovos. Isto pode
ocorrer entre 14 a 21 dias.

Na infecgaoc percutanea as larvas
infectantes L3 penetram na pele auxiliada
por agcao de enzimas. As larvas migram
pelos tecidos do hospedeiro, alimentando-
se de nutrientes do soro, ateé atingirem um
vaso sanguineo ou linfatico (Hawdon &
Schad, 1991: Schad. 1991). Pela circulacao
as larvas (L3) sao carreadas para o coragao
e pulmdes, onde perfuram os capilares,
migram para os alvéolos, onde mudam para
L4 (Looss, 1911). As larvas L4 deglutidas,
alcangando o intestino delgado, penetram
nas glandulas intestinais, onde realizam a
muda de L4 para larva de 5° estadio (L5) ou
adulto jovem, que retornam a luz do
intestino, fixam-se a mucosa, copulam e
comegam o periodo de postura. O periodo
de pré-paténcia varia de 35 a 60 dias.

Nos caes, nos quais o parasito realiza o
ciclo pulmonar (Looss, 1911), as larvas ja
podem ser encontradas na faringe 48 horas
apés a penetragao cutanea (Matsusaki,
1950). Algumas larvas podem continuar na
circulagdo sistémica indo para os diversos
orgdos realizando uma migracdo somatica,
onde algumas serdo destruidas pelas
defesas do hospedeiro e outras se tornarao
latentes.

2.3.2. Ocorréncia Mundial

A espécie A caninum é de distribuicdo
mundial com altas taxas de prevaléncia no
mundo, ocorrendo em basicamente todos os
continentes (América, Asia, Europa, Africa e
Oceania). Em inquéritos copro-
parasitolégicos e necropsias de caes
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domiciliados e de rua, a incidéncia esta
entre 18% e 100%, dependendo da regido e
condigdes ambientais (Kulisic et al., 1998;
Wachira et al., 1993; Rep, 1975; Dada et al.,
1979, Hauslinger et al,, 1993; Franc et al,,
1997; Young & Ming, 1997; Blagburn et al.,
1996; Kazacos, 1978; Khuong et al., 1998;
Gaca et al., 1998; Lee & Lee, 1996; Daodi et
al, 1995; Vargas & Contreras, 1998;
Sandhu et al., 1997; Soeripto et al. 1978;
Makene et al., 1996; Jani et al, 1995),
constituindo assim um sério problema de
saude animal, principalmente em areas
rurais (Qiang et al.,2000).

Além da sua importancia na satde animal, o
A. caninum ganha destaque por ser
responsavel também pelos quadros de /arva
migrans, principalmente em criangas (Lima
et al.. 1984, Albanese et al., 1995; Hendrix
et al., 1996; Malgor et al., 1996; Larrieu et
al.,, 1997), além de ser considerado, por
alguns autores, como uma “nova” zoonose,
com relatos de infeccdo humana desde
1944 (Barreto & Amaral, 1944; Kenney,
1994, Prociv & Croese, 1994, Croese, 1995;
Croese et al., 1996).

2.3.3. Ocorréncia no Brasil

A prevaléncia da helmintose intestinal
canina, causada por A. caninum, tem sido
relatada ha varios anos em todas as regides
do Brasil. Gordon & Young em 1922, em
caes do estado do Amazonas, observaram
ocorréncia de 100% de A. caninum nos
animais necropsiados. Zago Filho & Barreto
(1957) relataram a prevaléncia de 98,76%
em Ribeirao Preto (SP). Costa et al. (1986),
na lista de helmintos parasitos de animais
domésticos do Brasil, relataram o encontro
de A. caninum em caes dos Estados de
Amazonas, Minas Gerais, Rio Grande do
Sul, Rio de Janeiro, Parana, Sao Paulo e
Piaui .

Carneiro et al. (1973) em Goiania (GO) e
Brito et al. (1980) no Rio de Janeiro
observaram prevaléncia de 93%, enquanto
Lara et al. (1981) em Pelotas (RS)
verificaram prevaléncia de 98%. No estado
de Sao Paulo, Farias et al. em 1995
observaram prevaléncia de 45% em
Aracatuba e Bittencourt et al. (1996), em




Espirito Santo do Pinhal, observaram
prevaléncia de 43%.

Em 1999. Porto et al. no Recife (PE)
observaram frequéncia de 90,29%, e Silva
et al. em Patos (PB) de 60%.

Em Belo Horizonte (MG), estudos atuais
sobre a distribuicao deste helminto nao tém
sido realizados, mas estudos mais antigos
mostram altas taxas de prevaléncia, sendo
de 96% nos estudos de Batista Jr. et al.
(1862) de 100% naqueles de Costa &
Freitas (1964).

2.3.4. Patogenia

A maior prevaléncia do A. caninum ocorre
em animais menores de um ano,
principalmente entre os 2 e 6 meses de
idade. decrescendo com © aumento da
idade (Franc et al., 1997; Itoh & ltoh, 1998;
Blagburn et al., 1996; Khuong et al., 1998;
Sandhu et al., 1997).

Nos animais, a patogenia se deve a
migracao das larvas e implantacao dos
vermes no intestino delgado. As larvas
provocam, no local de penetracao (pele ou
mucosas), lesbdes traumaticas que sao
acompanhadas por fenédmenos vasculares e
inflamatérios, com hiperemia, prurido e
edema. A extensdo das lesCes e da
sintomatologia estdo associadas ao numero
de larvas penetrantes e ao grau de
sensibilidade do hospedeiro, sendo mais
intensos nas reinfecgdes (Yuanging et al.,
1998). Infecgoes secundarias por
microrganismos podem ocorrer, levando a
formacdo de pustulas e pequenas
ulceragoes. Alteragdes pulmonares
envolvendo a passagem de larvas pelos
alvéolos sdo incomuns, mas podem ocorrer,
levando a tosse e febre.

A principal agao patogénica dos vermes no
intestino delgado de seus hospedeiros €
produzida pela espoliagcdo sangliinea e
depende do numero de vermes instalados.
Os sintomas se agravam quando a
oviposigdo se inicia e incluem dor
epigastrica, diminuicao do apetite,
indigestao, colica, indisposi¢cdo, nauseas,
vomitos, flatuléncia, diarréia, que pode ser
mucossanguinolenta e, mais raramente,

constipacdo. A anemia causada pelo
intenso hematofagismo, no qual um unico
espécime pode sugar 0,8 mL de sangue/dia,
€ o principal sinal da ancilostomose (Wells,
1831). Além da espoliagdo direta, ocorrem
constantes mudangas de local de fixacéo,
seja pelo edema local ou pela constante
procura da fémea e/ou macho para copula,
as lesbes continuam perdendo sangue,
levando assim a uma agravamento do
quadro com anemia por deficiéncia de ferro
e hipoproteinemia do hospedeiro.

A instalagéao e persisténcia da anemia
microcitica e hipocrémica, de leucocitose,
de eosinofiia e de baixa taxa de
hemoglobina levam a alteragoes
importantes que agravam o quadro clinico.
Embora os parasitos ingiram albumina, a
hipoalbuminemia  esta  associada a
diminuicao da capacidade de sintese de
albumina pelo figado, a perda de plasma
nos locais onde os vermes se fixam e a
desnutricdo (Foster & Cort. 1932). A
diminuicao do apetite €& comumente
observada, assim como o apetite
depravado, caracterizado sobretudo por
geofagia.

Histologicamente, as areas parasitadas
mostram um processo inflamatério com
predominio de eosinofilos integros e
degranulados, macréfagos e neutréfilos,
congestdo, edema e pequenas hemorragias
(no corio), fragmentos de células muciparas,
fibrilas colagenas desintegradas e
destruicdo de wvasos. Os casos fatais
revelam, no exame post mortem, jejunite e
jejuno-ileite, ulceragoes, hemorragias
severas, supuragfes, necrose, gangrena e,
mais raramente, peritonite fibrino-purulenta
(Alves, 1999).

Na etiologia das gastroenterites, as
infecgbes por A. caninum sao responsaveis
por altas taxas de morbimortalidade
associadas ou nao a infecgbes por corona
elou parvovirus (Alves, 1999).

2.3.5. Diagnostico Parasitologico

O diagnédstico das ancilostomoses €
realizado pelo encontrc de  ovos
caracteristicos nas fezes. Entretanto, nos
casos agudos de ancilostomose em filhotes,
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guando a infecgao ocorre no periodo fetal,
pode-se nao encontrar ovos nas fezes.

Freglentemente o} diagnostico
coproparasitolégico das helmintoses em
caes tem sido realizado através de métodos
qualitativos de sedimentagdo (Hoffman,
Pons & Janer, 1934), flutuagao (Willis) e
métodos quantitativos (Stoll & Hausheer,
1926), cujo resultado expressa o numero de
ovos por grama de fezes (OPG).

O diagnostico dos ancilostomideos pode ser
feito através da morfologia do ovo.
Entretanto, o diagnostico especifico s6 é
conseguido através da morfologia das larvas
L3 infectantes, obtidas de coproculturas
pelo método de Moraes (1948), através do
comprimento total, tipo de cuticula, cavidade
bucal, comprimento do esdfago e faringe,
tipo de cauda e presenga de primordio
genital (Schad, 1991) ou mais facilimente,
dos exemplares adultos. coletados em
necropsias. A diferenciacdo especifica dos
membros adultos da familia Ancylostomidae
¢ feita atraves da morfologia da capsula
bucal, bolsa copuladora e medidas dos
espiculos, dentre outros (Burrows, 1962).

2.4. Estudos Morfologicos e Bioquimicos

Os estudos morfologicos tradicionais, com
observacdes e medidas de estruturas, eram
os unicos meios de se fazer a classificagao
taxondmica dos helmintos. Com o
surgimento da microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e de métodos bioquimicos
de dosagens e separagao de proteinas, em
especial enzimas, estas novas metodologias
foram incorporadas aos estudos
taxonomicos.

Os estudos bioguimicos, sobretudo de
proteinas, estdo diretamente relacionadas
com as expressdes fenotipicas e por
conseguinte genotipicas de cada espécie,
permitindo separa-las ainda em subespecies
ou populagées variantes. de acordo com a
expressao de enzimas, principaimente
isc2nzimas, que podem ser expressadas
devido a pressao de selegdo do
ecossistema no qual o individuo esta
inserido. O estudo iscenzimatico tem sido
usado, quando os estudos morfologicos nao
sao conclusivos, para esclarecer dlvidas da
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situagao taxondmica de algumas espécies
(Cutillas et al., 1996).

Com relagao a familia Ancylostomidae, sua
identificagao especifica pode ser feita
através de estruturas caracteristicas,
examinando-se os parasitos adultos ou
larvas de terceiro estadio, ndo requerendo
assim, meétodos mais sofisticados de
diagnostico. Em ancilostomideos, sobretudo
aqueles de importancia na parasitologia
humana e veterinaria, os estudos
bioguimicos tém sido realizados com a
finalidade principal de identificar e
caracterizar antigenos de interesse no
diagnostico imunolégico e no
desenvolvimento de vacinas profilaticas,
além daqueles antigenos importantes na
compreensao dos mecanismos patogénicos
das larvas e adultos para seus hospedeiros
(Carr & Pritchard, 1996; Pritchard, 1995,
Ghosh et al., 1996; Qiang et al., 2000).

2.5, Biologia Molecular

A helmintologia molecular, bem como o
conhecimento do genoma de nematoides
cresceu rapidamente em anos recentes, em
parte, como resultado do projeto de
seqlienciamento do genoma do
Caenorhabditis elegans, nematodide de vida
livre, que se tornou um dos mais bem
conhecidos genomas eucariota. O projeto
ndo so6 trouxe um numero enorme de
informagées, mas tambem ferramentas
analiticas extremamente importantes,
permitindo o desenvolvimento de metodos
para estudo de outros genomas e facilitando
grandemente a analise de seqiéncia de
genes, com novos niveis de sofisticacao.
Para os parasitologistas que trabalham com
nematéides em particular, este modelo
tornou-se de enorme importancia para o
entendimento da biologia de parasitos (C.
elegans sequence to biology. Science, 282
(5396): 1240-1945, 1988). Outros projetos
genoma de helmintos estdo em
desenvolvimento como por exemplo os de
Brugia sp., Wuchereria bancrofti, dentre
outros (Blaxter & Kennedy, 2000)

Grande progresso foi, portanto, alcancado
em recentes anos usando as ferramentas da
biologia  molecular na  parasitologia
veterinaria. As aplicagbes especificas




incluem a classificacdo de parasitos, o
diagnéstico de infecgdo, a compreensao da
patologia e fisiologia dos parasitos, o
desenvolvimento de vacinas
antiparasitarias, o desenvolvimento de
novas drogas antiparasitarias, o mecanismo
de resisténcia a drogas antiparasitarias, a
selecdo de hospedeiros com resisténcia
genética e o aperfeigoamento de sistema de
controle biologico de parasitos.

Assim, sondas para diagnostico marcadas
radioativamente ou cromogenicamente, a
identificacao de antigenos que conferem
maior resisténcia produzidos pela tecnologia
do DNA recombinante para produgado de
vacinas, maior conhecimento da relagao
hospedeiro-parasita e elucidagao de
duvidas de origem taxondmica e evolutiva
estdo sendo alcancados (Prichard, 1997).

Em relagdc aos ancilostomideos, ha
inumeros trabalhos na area da biologia
molecular abordando varias questdes
ligadas sobretudo a identificagao especifica,
relacbes  filogenéticas, resisténcia a
antihelminticos, biologia do
desenvolvimento e imunologia. O genoma e
genes de Necator americanus e de outros
ancilostomideos estdo sendo desvendados
e inumeras informacdes vém sendo obtidas
sobre antigenos para vacinagao, como
proteinas tipo catepsina, conhecidas como
ASP (Ancylostoma Secreted Protein or
Ancylostoma  Activation -  associated
Secreted Protein) uma familia de proteinas
associadas a lisossoma e proteinas com
atividade anticoagulantes com baixo peso
molecular, com importante atividade
biologica na prevengao da coagulagcédo do
sangue ingerido por estes parasitos dos
seus hospedeiros. Em N. americanus o
sequenciamento do genoma tem mostrado
genes com diferentes funcdes na biologia
do parasito, que certamente ha
correspondentes nos demais
ancilostomideos (Arasu, 1998, Carr &
Prichard, 1996; Hawdon, 1996; Ghosh et al.,
1996: Blaxter & Kennedy, 2000).

A identificacdo especifica dos dois mais
importantes ancilostomideos do homem, o
N. americanus e o A. duodenale, tem sido
feita com a utilizagao do primeiro espagador

transcrito interno ITS-1 do DNA ribossomal
ou rDNA (Monti et al, 1998). Ainda
utiizando a sequéncia de ITS (ITS-2 de
rDNA) Romstad et al., (1998) mostraram
variabilidade em Necator americanus do
Togo (Africa) e Sarawak (Malasia),
concluindo que as populagbes das duas
areas sao geneticamente distintas, mas
morfologicamente semelhantes (espécies
cripticas). Ainda em N. americanus, Gasser
et al.,, 1998 mostram a diversidade genética
neste parasito através da utilizagao de
SSCP (Singles Strand Conformation
Polymorphism) por "mutation scanning.

Todos estes estudos poderao ter
implicagoes muito profundas na
compreensao de aspectos fundamentais da
biologia, eficacia de antiheiminticos, na
epidemiologia. profilaxia e controle de
ancilostomideos.

26. A Técnica do RAPD-PCR
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso)

O RAPD €& wusado para comparar a
similaridade ou diferengas de DNA
sintetizados durante a reacao de PCR
usando iniciadores aleatorios. Os
fragmentos sintetizados sao revelados em
forma de bandas em géis de agarose,
corados pelo brometo de etidio e expostos a
luz ultra violeta (Sambrook et al., 1989) ou
para obter melhor resolugao e sensibilidade,
pode-se usar géis de poliacrilamida, corados
pelo nitrato de prata (Caetano-Anolés et al.,
1991; Santos et al., 1993). O polimorfismo
mostrado pelas bandas obtidas com os
produtos de diferentes amostras de DNA
pode ser comparado. A natureza do
polimorfismo gerado pelo RAPD nao €
inteiramente conhecida. Evidéncias
experimentais indicam que a mudanga em
uma unica base do genoma & suficiente
para que nao ocorra o anelamento com o
iniciador (Williams et al., 1990).

Os produtos de RAPD fornecem numerosos
fragmentos de tamanhos diferentes, os
quais podem variar entre diferentes
especies. A utilizagdo de marcadores de
RAPD detecta a diversidade sobre todo o
genoma, com vantagem adicional sobre as
outras  tecnicas por sua rapidez,
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reprodutibilidade, simplicidade, alta
resolugdo e pela pequena quantidade de
DNA requerido para as analises de rotina. A
técnica pode ser utilizada para discriminar
entre espécies, cepas e individuos, sem a
necessidade de se conhecer previamente a
seqiéncia do DNA e de se utilizar
marcadores radioativos. Através das bandas
provenientes do RAPD pode-se, analisando
a porcentagem de bandas compartilhadas
ou nado, medir a distancia genética entre
individuos.

Uma caracteristica fundamental dos
marcadores de RAPD é o fato de que eles
se comportam como marcadores genéticos
dominantes. Ao se observar uma banda
gerada por RAPD, nao é possivel distinguir
se aquele fragmento se originou a partir de
uma ou duas copias de sequéncias
amplificadas. Isto significa que o genotipo
de um individuo heterozigoto com produtos
de amplificagao originados de um Unico
cromossoma, nao pode ser distinguido
daquele de um individuo homozigoto, cujos
produtos de amplificacao se originaram de
ambos cromossomas (Williams et al., 1990).
O gendtipo dominante (homo ou
heterozigoto) € revelado pela presenca de
uma banda de peso molecular especifico, e
o genodtipo recessivo e revelado pela
auséncia desta mesma banda. E possivel
comparar, genotipicamente, pares de
individuos analisando a porcentagem de
bandas compartilhadas ou nao (Apostol et
al., 1993), sendo que na analise filogenética
de populacao cada produto pode ser tratado
como um caracter (Ferreira & Grattapaglia,
1995).

Um dos primeiros trabalhos empregando o
RAPD-PCR na diferenciacao de nematoides
parasitos de plantas e avaliagdo da
variabilidade genética foi realizado por
Casweel-Chem et al. (1992). Os autores
conseguiram, além de diferenciar as
espécies de Heterodera cruciferae e H
schachtii, espécies muito proximas, e com a
mesma distribuigdo geografica, demonstrar
tambem a grande variabilidade
intraespecifica de H. schachtii. Os autores
discutem ainda as vantagens do RAPD para
avaliar a variabilidade genética. sua facil
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execucao, reprodutibilidade. além de nao
requerer uso de radioisotopos.

Cenis (1993) estudando 18 populagbes de
diferentes espécies do nematoide parasitos
de plantas, Meloidogyne sp., por analise
através de RAPD, observou que a técnica
permitiu a distingao de todas as espécies e
a avaliagdo da variabilidade genética
existente entre diversas populagoes.

Utilizando a técnica de RAPD, Siles et al,,
(1997) mostraram em Anisakis simplex
isolados de diferentes espécies de
hospedeiros de wuma mesma area
geografica, duas populagbes com alta
variabilidade genetica e com diferentes
adaptagoes a diferentes hospedeiros.

Chacon et al. (1994) utilizaram RAPD para
diferenciar populagbes pertencentes a
diferentes grupos de nematdides de dificil
diagnostico Trichinella spp. (parasitos de
mamiferos), Meloidogyne spp., Globodera
spp. e Heterodera spp. (parasitos de
plantas). Utilizando apenas um iniciador (M-
13-40 forward) o autor identificou espécies e
cepas de nematdides dentro destes
géneros, e em relacdo a Trichinella, este
iniciador  distinguiu  quatro  diferentes
padrées polimorficos.

Jacquiet et al. (1995), atraves de estudos
biolégicos, ecologicos, morfoloégicos e de
variabilidade genética de trés espécies de
Haemonchus, H. contortus. H. placei e H.
longistipes, da mesma origem geografica
(Mauritania), discriminaram. através da
analise dos produtos do RAPD, as trés
espécies, além de mostrarem uma menor
similaridade entre o H. placei e H. contortus.
Observaram maior variabilidade
intraespecifica em H. contortus, em relagao
as outras duas espécies estudadas.

A existéncia de espécies na familia
Trichostrongilidae, com pequenas
diferencas morfologicas parasitando
diferentes hospedeiros, que leva a algumas
confusbes sistematicas, estimulou os
estudos de Humbert & Cabaret (1995) que
testaram a praticabilidade do método de
RAPD na identificacdo de espécies e
analise filogenética de alguns nematoides
dessa familia. Os autores utilizaram larvas




(Lz) e vermes adultos machos obtidos de
animais natural ou experimentalmente
infectados, como as espécies Teladorsagia

circumeincta, Haemonchus contortus,
Spiculopteragia bochmi, Cooperia
oncophora, Ostertagia  leptospicularis,

Trichostrongylus vitnnus, T. columbriformis e
Ashworthius gagarini. Seus resultados
demonstraram ser possivel usar o RAPD
para identificacdo destes nematodides.
Entretanto, as  distadncias  geneticas
observadas com os iniciadores utilizados
nao permitiram construir arvores
filogenéticas para as especies pertencentes
aos diferentes géneros dentro da familia.

Rodriguez et al. (1996), através do RAPD,
enfatizam a especificidade, sensibilidade e
simplicidade desta técnica no diagnoéstico ou
identificacao de espécies de Trichinella spp.

Joachim et al. (1997). usando RAPD-PCR
para  definir  marcadores  genéticos,
conseguiram separar espéecies, cepas e
grupos de cepas empregando larvas de
Oesophagostomum spp. parasito de suino,
inclusive cepas resistentes e susceptiveis a
antihelminticos.

A despeito da simplicidade e da informagao
de alto valor fornecida pelo RAPD-PCR na
identificagao, estudos de variabilidade
genética intra e inter especifica de helmintos
nematdides, poucos trabalhos com
ancilostomideos de interesse em medicina
humana e veterinaria tém sido realizados,
utilizando esta técnica. Os estudos com
Ancilostomideos tém se concentrado
principalmente na identificacao e
diferenciacdo especificas utilizando varios
estadios do ciclo de vida destes helmintos,
adultos, ovos e larvas.

Hawdon et al. (1996) usando RFLP-PCR, foi
capaz de diferenciar com alta especificidade
ancilostomideos humanos Ancylostoma
duodenale e Necator americanus a partir de
ovos e larvas, diferenciando ainda entre
infecgdes puras ou mistas.

Mieszczanek & Wedrychowicz (1999),
através da PCR com DNA extraido de ovos
de dois ancilostomideos de caes
Ancylostoma caninum = Uncinana
stenocephala, conseguiram diferenciar estas

duas espécies. Os autores usaram como
iniciadores cDNA especifico para a cisteina
proteinase de A. caninum, o que resultou
em alta sensibilidade, sendo o método
indicado para diagnostico de rotina de
infecgdes de ancilostomideos dos caes.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Estudar a variabilidade genética de
populagbes naturais de Ancylostoma
caninum (Ercolani, 1859) parasitos de Canis
familiaris procedentes de diferentes areas
geograficas do estado de Minas Gerais e
Espirito Santo.

3.2. Objetivos Especificos

Utilizar a técnica do RAPD como um
marcador molecular no estudo de
variabilidade genética de Ancylostoma
caninum.

Identificar  diferencas intra e inter
populacionais de Ancylostoma caninum
procedentes de diferentes areas
geograficas.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencao dos Ancylostoma caninum

41.1. Procedéncia dos Caes para
Obtencao de Adultos de Ancylostoma
caninum

Dos 34 caes machos e fémeas, sem raga
definida e com idade variando entre 6 a 24
meses, utilizados no presente estudo, eram
procedentes de cinco municipios, quatro do
Estado de Minas Gerais: Belo Horizonte,
Formiga, Pogos de Caldas e Trés Coragoes,
e um do Estado do Espirito Santo, Vitoria.

Os caes foram capturados pelos Centros de
Zoonoses das Secretarias Municipais de
Salde das Prefeituras dessas cidades.

Os caes procedentes de Belo Horizonte e
Formiga foram necropsiados no Laboratdrio
de Helmintologia do Departamento de
Parasitologia do |Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. Aqueles procedentes de
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Pocos de Caldas e Trés Coragbes foram
necropsiados no Departamento de Patologia
e Parasitologia da Universidade de Alfenas,
Alfenas (MG), enquanto o0s animais
procedentes de Vitéria foram necropsiados
no Centro de Zoonose da Prefeitura
Municipal de Vitoria (ES).

4.1.2. Identificacdo dos Ancylostoma
caninum

Os animais foram anestesiados com
tionembutal (25mg/Kg/pv) e sacrificados
com solugdo de cloreto de potassio 10%
(5mL/animal) intra venosa. A técnica de
necropsia seguiu os protocolos padrées do
Departamento de Parasitologia para coleta
de helmintos intestinais, brevemente
descritas a seguir. Na necropsia, os animais
tiveram o intestino delgado removido e
aberto em solugdo salina 0,85%. as
mucosas foram raspadas para promover o
desprendimento dos vermes adultos ali
fixados e os sedimentos lavados em tamis
de malha de 0,25 mm. Em seguida, os
sedimentos foram transferidos com jatos de
agua para um pirex de vidro transparente,
de onde os ancilostomideos foram
coletados, identificados a vista desarmada e
transferidos para placas de Petri com
solugdo salina 085%. A placa foi
examinada ao microscopio estereoscopico e
os exemplares machos. foram lavados em
salina 0,85% e identificados ao microscopio
optico, sem wuso de fixadores el/ou
diafanizadores. Alem da visualizagao de
estruturas caracteristicas do A. caninum
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utilizados na identificagcdo especifica,
proposta por Burrows, (1962), como capsula
bucal com trés pares de dentes e bolsa
copuladora, foram realizadas tambem
medidas do comprimento total, amplitude da
cavidade bucal, da bolsa copuladora e
espiculos, para identificagao desta espécie.

Os espécimes machos selecionados foram
lavados trés vezes em salina 0,85% e
colocados em placas de Petri contendo
meio de RPMI (SIGMA-1640) em
guantidade suficiente para cobri-los. As
placas foram incubadas em estufa com 5%
de CO; a 37°C durante 48 horas, com uma
troca de meio de cultura, para limpeza da
cavidade bucal e tubo digestivo. Apos este
periodo, os espécimes foram examinados
ac microscopio  estereoscopico  para
observar se a cavidade bucal e tubo
digestivo se mostravam limpos, sem
conteldo aparente.

Em um experimento piloto para avaliar a
sobrevivéncia dos A. caninum, fémeas
adultas coletadas nas necropsias, apos
lavadas em solucédo de salina 0,85%, foram
colocadas em meio RPMI e mantidas a
37°C em estufa com 5% de CO,, com trocas
diarias de meio. Observou-se que as
fémeas sobreviviam por até sete dias, e
durante este periodo realizavam postura de
ovos de onde emergiram larvas de 1°
estadio.

O Quadro 2 mostra a origem e a data da
coleta dos exemplares utilizados no
presente trabalho.




Quadro 2. Origem geografica dos Ancylostoma caninum utilizados no presente estudo

ESPECIE ORIGEM GEOGRAFICA CODIGO DE REFERENCIA
Ancylostoma caninum Belo Horizonte - MG CAN/BR/99/BHO1
Ancylostoma caninum Belo Horizonte - MG CAN/BR/99/BH02
Ancylostoma caninum Belo Horizonte - MG CAN/ BR/99 /BH03
Ancylostorna caninum Belo Horizonte - MG CAN/BR/S9/BH04
Ancylostoma caninum Pocos de Caldas - MG CAN/BR/99/PCO1
Ancylostoma caninum Pogos de Caldas - MG CAN/BR/99/PC02
Ancylostoma caninum Pogos de Caldas - MG CAN/BR/99/PCO03
Ancylostoma caninum Pocos de Caldas - MG CAN/BR/99/PC04
Ancylostoma caninum Trés Coragdes - MG CAN/BR/99/TCO1
Ancylostoma caninum Trés Coragtes - MG CAN/BR/99/TC02
Ancylostoma caninum Formiga - MG CAN/BR/00/Fo01
Ancylostoma caninum Vitéria - ES CAN/BR/00/Vt01
Ancylostoma caninum Vitoria - ES CAN/ BR/00/Vt02
Ancylostoma caninum Vitéria - ES CAN/BR/00/Vt03
Ancylostoma caninum Vitoria - ES CAN/BR/00/Vt04

Os machos e fémeas, nao utilizados neste
estudo, apés identificados e lavados em
salina 0,85%, foram fixados em alcool 70%,
AFA. Formol 10% a 60°C e arquivados no
Laboratério de Helmintologia Veterinaria do
Departamento de Parasitologia do
ICB/UFMG para estudos posteriores.

4.2. Obtengao do DNA Gendmico dos
Ancylostoma caninum

4.2.1. Extragcao do DNA

A extragdo do DNA foi realizada segundo a
metodologia proposta por Humbert &
Cabaret (1995), com peguenas
modificacdes propostas por Silva, 1999.

Os parasitos, em numero de dez machos,
escolhidos  aleatoriamente de  cada
necropsia entre aqueles colocados em meio
de RPMI-1640, foram retirados do meio e
lavados trés vezes em PBS (Solucdo de
Salina Tamponada) estéril pH 7,2. Apos
este procedimento, os helmintos foram
transferidos em numero de um exemplar

para tubos Eppendorf estéreis, triturados
com pistilos de vidro, previamente moldados
para os tubos Eppendorf, em 37.5ul de
solugcao de lise (0,1M Tris-HCI, 0.1M NaCl,
50mM EDTA pH 8,0, 1% SDS), acrescida de
75 ul de solugdo aquosa de proteinase K
(20 mg/mL) (GiBco-BRL). O volume final foi
completado, com solugao de lise para 150,
os tubos foram homogeneizados em
agitador mecanico e incubados em banho-
maria a 40°C durante a noite.

As extracbes dos DNAs foram realizadas
com igual volume de fenol/cloroformio/alcool
isoamilico (24:24:1). Ap6s homogeneizados
por dez minutos, os tubos foram
centrifugados por cinco minutos a 4.000 rpm
a 4°C, a fase aquosa foi retirada e
transferida para um novo tubo. O DNA foi
precipitado com duas vezes o volume do
sobrenadante com etanol 95% gelado. Apds
a homogeneizagdo, os tubos foram
colocados na geladeira por 15 minutos, em
seguida o DNA foi centrifugado por dez
minutos a 10.000 rpm. Logo apods este
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procedimento, o} sobrenadante foi
desprezado por inversdao e os tubos
permaneceram invertidos sobre papel
absorvente até completa secagem do
sedimento. O precipitado obtido nesta etapa
foi ressuspendido em metade do volume
inicial, utilizado na extracdo, em solugéo
aquosa de ribonuclease (80 mM NaCl, 5 mM
EDTA pH 8,0) contendo 50 mM/mL de
Ribonuclease A (GIBCO-BRL) e incubado a
37°C por duas horas. Nova extracdo
usando-se fenol e cloroformio foi realizada e
as amostras, precipitadas com etanol, foram
deixadas a —20°C até o dia seguinte. O DNA
obtido foi ressuspendido em 10 pl de agua
destilada e deionizada e conservado em
geladeira até o momento de uso.

4.2.2. Quantificacao do DNA

O DNA foi quantificado por eletroforese em
gel de agarose (GIBCO-BRL B97) a 1%, e
corado pelo brometo de etidio (150 mL de
TBE, 1,2 g Agarose, 10 ul brometo de etidio
0,5 ul/mL). Para quantificagdo foram
utilizados 2 ul de cada amostra, aos quais
foram adicionados 8 pul de tampao da
amostra 2X (TBE 5X, azul de bromofenol
0,25%, xilenocianol, 0,25%, Ficcoll 400 a
25%), Sambrook et al. (1989).

A concentracao de DNA de cada amostra foi
estimada pela comparagdo visual das
bandas do DNA dos ancilostomideos com
as bandas de seis diferentes concentrages
(15ng, 31ng, 63ng, 125ng. 250ng e 500ng)
de um padrdao de DNA do fago . (DNA
Quantification Standards Phage .. DNA —
GIBCO-BRL). Este procedimento permitiu
ainda observar a integridade do DNA
purificado.

O DNA foi visualizado no gel sob luz ultra
violeta e fotografado com filme polaroid 600
plus para comparacao visual com o0s
padrdes de DNA. onde a intensidade das
bandas esta relacionada com a guantidade
de DNA da amostra.

4.3. Amplificagao Aleatoria de DNA
Polimoérfico (RAPD)

Na amplificacdo foram utilizados DNAs
extraidos de apenas um exemplar de cada
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necropsia, aleatoriamente selecionado entre
aqueles obtidos dos varios espécimes
machos utilizados. O processo de
amplificacdo foi o mesmo descrito por
Gomes et al. (1995).

4.3.1. Padronizagdo da Reagdo de
RAPD-PCR

As condigées de amplificagdo do DNA
genémico dos A caninum  foram
padronizadas em relagao a concentragao de
DNA. Para padronizagdo da concentragao
ideal a ser utilizada nas reacbes de
amplificacado foram testadas trés diferentes
concentracdes, 1ng, 2ng e 5ng de DNA por
reacao.

O iniciador utilizado foi o G06 (Tab. 1) na
concentracac de 64pmoles/mL e o
protocolo de amplificagéo foi aguele no item
4.3.3.

Os produtos foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida como
descrito nos itens 451 e 452 A
concentragao de DNA utilizada nas
amplificagbes foi escolhida a partir da
visualizagao dos produtos amplificados.

As amostras de DNA foram diluidas em
agua miliQ autoclavada. Todas as medidas
sabidamente recomendadas para evitar
contaminagdes nas reacgdes de PCR foram
previamente tomadas (Kwork & Higushi,
1989).

4.3.2. Selecao dos Iniciadores para a
Reagiao de RAPD-PCR

Foram testados oito iniciadores aleatdrios,
sintetizados pela OPERON
TECHNOLOGIES (Alameda, CA - USA)
com excegdo do iniciador M13-40 forward
gue foi sintetizado pela GIBCO-BRL
(Gaithersburg, MD - USA). A Tabela 1
mostra a seqléncia e algumas
caracteristicas dos iniciadores utilizados.




4.3.3. Reacgao de RAPD-PCR

Para obtencdo do padrao de RAPD,
reagbes de amplificacdo foram realizadas
com volume final de 10 pl contendo 10mM
Tris-HCI pH 8,5, 50mM KCI, 1,5mM MgCl,,
200mM de dNTP, 6.4 pmoles do iniciador
(GOos, G11, G15, G18, M1340 Forward,
L15996, Reverse 2 e QG1), 0,8 unidades de

Tag DNA Polimerase (Centro de
Biotecnologia — CENBIOT, RS, Brasil) junto
com 1pl de DNA (1 ng/uL). Os controles
negativos receberam todos os componentes
acima nas devidas proporgdes, necessarios
a reagao, com exceg¢do do DNA. A mistura
foi coberta com uma gota de éleo mineral

(10 ).

Tabela 1. Iniciadores utilizados nos experimentos de RAPD-PCR

INICIADOR SEQUENCIA
GO6  5GTGCCTAACC3
G11 5TGC CCG TCG T3
G15 5ACT GGG ACT C 3'
G18 5GGC TCATCTC 3

M13-40 Forward 5'GTT TTC CCAGTC ACGAC 3

Reverse 2 5'CAG TAT TCA GGG CGT CAA
GC¥

L15996 5CTC CAC CAT TAG CAC CCA
AAGC 3

QG1 5'CCA TTA GCA CCC AAA GCA

GAC CTCACCCTG TGG AGC 3

N° DE %G C REFERENCIA
NUCLEOTIDEOS

10 80% HUMBERT & CABARET (1995)
10 70% HUMBERT & CABARET (1995)
10 60% HUMBERT & CABARET (1995)
10 60% HUMBERT & CABARET (1995)
17 52%  HU etal (1982)
20 55% BARTA etal. (1997)
22 54%  DIRIENZO et al. (1991)
36 58%

Tabela 2. Componentes da RAPD-PCR por tubo de reacéo

COMPONENTES

Tampao
Deoxinucleotideos Trifosfatos (dNTPs)
Iniciadores

Tag DNA Polimerase

DNA 1 ng/uL
Volume final 10 pL
Oleo mineral estéril 10 uL

QUANTIDADE

1,0 uL (50mM KCI. 15:’;1?9-(“2 e 10 mM Tris HCI pH 8,5)
0.5 ul(2,5 mM de cada (dCTP, dATP, dGTP, dTTP)

1,0 puL (6,4 pmoles)

0.4 ulL (0,2 unidade/ul )
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O procedimento para amplificacao foi aquele
gescrito por Gomes et al, 1995, para
Leishmania (LRAPD). Os ciclos de
amplificagdo consistiram de um passo inicial
de desnaturacdo a 95°C por cinco minutos,
dois ciclos de anelamento a 30°C por dois
minutos, extensao a 72°C por um minuto e
desnaturacgao a 95°C por 30 segundos, num
total de 33 ciclos, quando a temperatura de
anelamento foi aumentada para 40°C. No
ciclo final, a etapa de extensao foi estendida
para 5 minutos. Para as reacbes de
amplificagdo foi utilizado um termociclador
M.J. Research PTC-100.

4.5 Analise dos Produtos Amplificados

451. Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida Corado pela Prata

Os produtos amplificados foram analisados
através de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 5% nao desnaturante em
TBE (89mM TRIS-BORATO, 2mM EDTA pH
8.0) por aproximadamente 4 horas ou ate
que o corante xileno-cianol tivesse
percorridc 9 cm. O marcador, de peso
molecular conhecido, utilizado foi o 1Kb
DNA Ladder (PROMEGA), com fragmentos
variando entre 250 pb a 2036 pb. Foram
aplicados 10 uL de cada amostra (3 uL do
produto amplificado em 7 ul de tampao da
amostra 2X) por canaleta do gel, ao qual foi
submetido uma tensao de 100 volts .

4.5.2. Revelagao do Gel de Poliacrilamida

Apbés a eletroforese, os fragmentos
amplificados  foram  visualizados  por
coloragao pelo nitrato de prata, conforme
protocolo descrito por Santos et al., 1993. O
gel foi fixado a temperatura ambiente em
solugdo fixadora (etanol absoluto 10% e
acido aceético 0,5%) por 5 minutos e corado
em solugdo de nitrato de prata 0,17%
initrato de prata e solugao fixadora) por 10
minutos. Em seguida, o gel foi lavado em
agua destilada para retirada do excesso de
prata e revelado em solugdo de NaOH 3%
(p/v) e 0,3 de formaldeido 37% (v/v) por
aproximadamente 10 minutos ou ate o
aparecimento das bandas.

o
(0]

A revelacao foi interrompida com solucao de
fixacdo e os geéis fotografados com filme
Kodak 35 mm - 50 1SO/18 DIN sob luz
branca, utilizando-se filtrc azul e camara
NIKON FM2. Os negativos foram revelados
em papel fotografico KODAK 18 x 24 cm
para posterior analise das bandas. As
revelacbes e ampliagbes foram realizadas
com produtos Kodak, contendo misturas
reveladoras adequadas.

4.6. Analises dos Dados e Construgao
dos Fenogramas

As fotografias dos geis foram analisadas
visualmente, sendo os padroes de bandas
inseridos manualmente no computador.

O programa DNA-POP (Pena & Nunes,
1890), foi usado para calcular a proporgao
de bandas compartilhadas entre diferentes
espécimes. Este programa usa como
principio basico a divisao vertical do gel em
niveis de mobilidade. Um nivel & definido
pela presenga de, pelo menos, uma banda
em qualguer uma das canaletas do gel. O
gel & analisado do topo ao final e quando
uma banda €& encontrada. definindo assim
um nivel, o nimero da canaleta onde ela se
encontra, bem como o numero de outras
canaletas contendo bandas exatamente no
mesmo nivel sdo colocados no programa.
Depois de computar todas as bandas, de
acordo com o numero da canaleta onde se
encontram e o nivel de mobilidade, o
programa calcula a proporcao de bandas
compartilhadas entre n amostras corridas no
mesmo gel em n(n-1)/2 comparagdes de
pares baseando-se em S$=2 nxy(nx+ny)
onde nx e ny sao o numero de bandas
compartilhadas nas amostras x e y e nxy &
o numero de bandas compartilhadas entre
as amostras x e y. O numero total de
bandas e a proporgdc de bandas
compartilhadas para cadza par e, no final
para todos os pares sao calculados pelo
programa.

Os dados obtidos pelo programa DNA-POP
foram utilizados para construir tabelas de
comparagdo do numerc de bandas
compartilhadas entre os especimes de A
caninum de diferentes localidades.




Os valores foram comparados e testados
estatisticamente utilizando-se o teste t de
Student para determinar  diferencas
significativas, ao nivel de significancia de
95%

A proporgao de bandas compartilhadas ou
coeficiente  de  similaridade (S) foi
transformado em coeficiente de
dissimilaridade (D) a partir de D=1-S. Os
valores D foram usados como medida da
distancia genética para construgao de
arvores fenéticas ou fenogramas pelo
meétodo da Média Aritmética ndo Ponderada
ou UPGMA - Método de Agrupamento aos
Pares Utilizando Médias Aritméticas (Sneath
& Sokal, 1973).

No UPGMA, as medidas das distancias
geneticas (D) sdao computadas para todos
os pares de Unidades Taxondémicas
Operacionais (OTUs) e os valores obtidos
sao dispostos em uma matriz triangular
semelhante a que se segue:

Onde D i j e a distancia de duas OTUs “i" e

e

oTuU 1 2 3
2 D12
3 D13z Daz3
E D1a D2z Das

O agrupamento das OTUs inicia-se a partir
das duas OTUs que apresentam menor
valor de distancia. Estas duas OTUs,
agrupadas com o ponto ramificagdo
localizado na distancia Dij/2, sao
combinadas como se fossem uma unica
OTU. Novas distancias sao calculadas entre
a nova OTU combinada e as demais usando
a média aritmética de distancia. Novamente
as duas OTUs com menor distancia sao
agrupadas e o processo continua, até que
todas as OTUs tenham sido adicionadas.
sendo assim construida a arvore fenética, a
partir da relacao matematica entre os
valores das distancias calculadas.

Todo processo de agrupamento e
construgcao de arvore final através da
UPGMA foi realizado pelo software MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis)

versao 1.01 desenvolvido por Kumar et al,,
1993,

5. RESULTADOS
5.1. Obtencao dos Ancylostoma caninum

Os 34 caes do presente estudo, sem raca
definida e de ambos os sexos, com idades
variando de 6 a 24 meses, apresentavam-se
as necropsias poliparasitados, sendo os
helmintos encontrados: Ancylostoma
caninum, Ancylostoma braziliense,
Dipylidium caninum, Toxocara canis e
Trichuris vulpis.

Os animais com idade de até 18 meses
encontravam-se com maior numero de
parasitos,  principalmente  Ancylostoma
caninum, Ancylostoma braziliense,
Dipylidium caninum e Toxocara canis.

Dos 34 animais necropsiados, 27 (79%)
encontravam-se parasitados por A. caninum
e 20 (59%) por Ancylostoma braziliense.
Estes ancilostomideos foram identificados
inicialmente ao nivel de género e depois os
machos ao nivel de espécie. Os machos de
A.  caninum foram examinados ao
microscopio optico e as medidas dos
exemplares examinados encontravam-se
dentrc da variagdo proposta por Burrows
(1962).

5.2. Extracao e Quantificagdo do DNA
dos Ancylostoma caninum

O DNA gendmico foi extraido de 10
exemplares machos, aleatoriamente
escolhidos, segundo a técnica descrita em
material e metodos.

O DNA foi extraido de um espécime
individualmente. A guantificagdo dos DNAs
mostrou que cada exemplar forneceu DNA
em quantidade gue variou de 20ng a 450ng,
suficiente para realizar as reacdes de RAPD
com apenas um individuo empregando os
iniciadores selecionados. A Figura 2 mostra
o resultado da dosagem. em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio, do DNA
dos espécimes de A. caninum utilizados
nas reacoes de RAPD.
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5.3. Amplificagdo Aleatoria de DNA

Polimérfico (RAPD)

5.3.1. Padronizagdao da Amplificacao pela
Técnica de RAPD

Os resultados da quantificagdo do DNA,
utilizando o iniciador G086, permitiu a
otimizagdo da RAPD-PCR em relacéo a
concentragdbes de DNA. Das trés
concentragdes, 1ng, 2ng e 5ng testadas, a
de 1ng mostrou melhor resultado na
amplificagdo com o iniciador G06, o qual foi
reprodutivel, sendo entao esta concentragao
utilizada com todos os iniciadores (Fig. 3).

5.3.2. Selecao dos Iniciadores para a
Reagao de RAPD-PCR

Dos oito iniciadores testados (Tab. 1), cinco
foram selecionados para as reagoes de
RAPD-PCR, sendo eles G06. G11, G15,
G18 e M13-40 forward, por apresentarem
perfis com maior numero de bandas, boa
definicdo e reprodutibilidade. A partir da
escolha dos iniciadores, foram realizadas as
reacbes de RAPD-PCR .

5.3.3. Perfis de RAPD-PCR com os
Iniciadores Selecionados

As Figuras 4, 5, 6, 7 e 8 mostram os perfis
de RAPDs com os iniciadores G06, G11,

G15, G18 e M1340 forward,
respectivamente. Foi usado como controle
positvo DNA de Leishmania braziliensis
(Dados nac mostrados).

Os controles negativos ou nao resultara:
em amplificacao de fragmentos ou banda:
ou quando presentes estas bandas forar:
muito fracas e sem homologia com os
produtos da amplificagdo dos DNAs dos
espécimes analisados.

A meédia do numero de bandas visualizadas
nos géis, com todos iniciadores utilizados,
foi de 56,2 + 14,3 (SD), variando de 37 a 76.

A média de bandas compartilhadas entre
todos os A. caninum foi de 274 + 142
(Média + desvio padrdao) com minime de 37
e maximo de 76 bandas entre 250 pb a
2036 pb. A proporgic de bandas
compartilhadas entre quaisquer dois A.
caninum foi de 78%, variando de 74% a
86% e a media de bandas por linha com os
mesmos iniciadores foi de 34,4 + 15,2 (SD),
variando de 193 £ 1,7 (SD) a 596 + 52
(SD) (Tab. 3). Nao foram observados
padrées idénticos de bandas entre os A.
caninum estudados.

Tabela 3. Numero de bandas, média e proporcac de bandas compartihadas e média de
bandas por linha entre Ancylostoma caninum obtidos pela metodologia do RAPD, com 5
iniciadores utilizados

—— Numero de Meédia Bandas

Bandas Compartilhadas
G-06 37 14,8 + 1,7 (SD)
G-11 50 20,4 +2,0(SD)
G-15 76 51,4 + 58 (SD)
G-18 59 23.0+24 (SD)
M-13 59 276 +4,3(SD)
MEDIA 56,2 + 14,3(SD) 27.4+142(SD)

Proporcao de Bandas
~ Compartilhadas

Média de Bandas
por Linha

77 % 19,3+ 1,7 (SD)
74 % 275+ 1,9 (SD)
86 % 59.6 + 5,2 (SD)
75 % 30.6+2.2(SD)
79 % 35.1+ 5.2 (SD)
78 % 34.4 + 152 (SD)




O padrao de bandas obtido com os
iniciadores, G-06, G11, G15. G18 e M13-40
forward mostraram que cada exemplar de A.
caninum apresenta um perfil caracteristico,
composto por varias bandas polimérficas e
algumas bandas monomorficas. Com o
iniciador G-06 (Fig. 4), a media de bandas
compartilhadas entre todos os exemplares
foi de 14,8 + 1,7 (Média + desvio padrao)
com nenhuma banda compartilhada e o
maximo de 35 bandas entre 250 pb e 2036
pb. A propor¢ac de bandas compartilhadas
entre quaisquer dois exemplares foi de 77%,
variando de 65% a 100% (Tab. 3).

Com o iniciador G-11 (Fig. 5) a média de
bandas compartilhadas entre todos os
exemplares foi de 204 = 2,0 (Média *
desvio padrac) com minimo de 5 e o
maximo de 40 bandas entre 250 pb e 2036
pb. A proporgao de bandas compartilhadas
entre quaisquer dois exemplares foi de 74%,
variando de 60% a 95% (Tab. 3).

Com o iniciador G-15 (Fig. 6) a meédia de
bandas compartiihadas entre todos os
exemplares foi de 514 + 58 (Média =
desvio padrdo) com minimo de 2 e o
maximo de 29 bandas entre 250 pb e 2036

pb. A propor¢do de bandas compartilhadas
entre quaisquer dois exemplares foi de 86%,
variando de 71% a 98% (Tab. 3).

Com o iniciador G-18 (Fig. 7) a média de
bandas compartilhadas entre todos os
exemplares foi de 23.0 + 24 (Média +
desvio padrao) com minimo de 6 e o
maximo de 36 bandas entre 250 pb e 2036
pb. A proporgao de bandas compartilhadas
entre quaisquer dois exemplares foi de 75%,
variando de 64% a 94% (Tab. 3).

Com o iniciador M13-40 forward (Fig. 8) a
média de bandas compartiihadas entre
todos os exemplares foi de 276 = 4.3
(Média + desvio padrdo) com minimo de 10
e o maximo de 34 bandas entre 250 pb e
2036 pb. A proporgdo de bandas
compartilhadas entre  quaisquer  dois
exemplares foi de 79%. variando de 66% a
90% (Tab. 3).

A analise dos perfis de RAPD de acordo
com a procedéncia, regides, metropolitana
de Belo Horizonte, Sul de Minas Gerais e
metropolitana de Vitoria (ES), € mostrado na
Tabela 4.

Tabela 4. Bandas compartilhadas entre Ancylostoma caninum de acordo com a procedéncia,

obtidas pelo RAPD com 5 iniciadores utilizados

MEDIA DE BANDAS COMPARTILHADAS + DESVIO PADRAO

Procedéncia

Belo Horizonte

Sul de Minas

Vitoria — ES

Iniciadores
G06 G11 G15 G18 M13 Média
242+38 248+25177+18 218+32 182+40 21,3%3,3
215+36 238+20 94+23 20144 155+16 18157
137+52 117+30 82+06 237+44 177+18 150+6,0
200%+4,2 206%57 11,4+40 216+15 169+1,2 181%24

Media Ponderada
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A media de bandas compartilhadas entre A.
caninum da regiao metropolitana de Belo
Horizonte foi de 21,3 = 3,3 (Média + desvio
padrao), do Sul de Minas Gerais de 18,1 &
5.7 (Média + desvio padrao) e da regiao
metropolitana de Vitéria (ES) de 15,0 + 6,0
(Média + desvio padrao).

A analise dos RAPDs dos A. caninum das
regides metropolitana de Belo Horizonte
(MG), Sul de Minas Gerais (Pogos de
Caldas e Trés Coragdes) e metropolitana de
Vitoria (ES), com os diferentes iniciadores,
mostrou que com o iniciador G06, a média
de bandas compartilhadas foi de 24,2 + 3.8
(Média + desvio padrao), 21,5 £ 3,6 (Média
+ desvio padréo) e 13,7 = 52 (Meédia %
desvio padrdo). Com o iniciador G11 a
média de bandas compartilhadas foi de 24,8
+ 2,5 (Média + desvio padrao), 238 + 20
(Média * desvio padrao) e 11,7 = 3,0 (Média
+ desvio padrao). Com o iniciador G15, a
meédia de bandas compartilhadas foi de 17,7
+ 1,8 (Média t desvio padrao), 94 + 23
(Média + desvio padrao) e 8,2 £ 0,6 (Média
+ desvio padrac). Com o iniciador G18 a
média de bandas compartilhadas foi de 21,8
+ 3,2 (Média % desvio padrao), 20,1 + 44
(Média £ desvio padrao) e 23,7 + 4,4 (Média
+ desvio padrao). Com o iniciador M13-40
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forward, a média de bandas compartilhadas
foi de 18,2 £ 4,0 (Média * desvio padrao),
15,5 + 1,6 (Média + desvio padrao) e 17,7
1.8 (Média + desvio padrao).

Comparando as meédias de bandas
compartilhadas entre os A. caninum das
regides metropolitana de Belo Horizonte, Sul
de Minas e regiao metropolitana de Vitoria
(ES), pelo teste t de Student com os
diferentes iniciadores, observamos
diferencas significativas com os iniciadores
G06 e G11 entre os agrupamentos de Belo
Horizonte e Sul de Minas, com aquele de
Vitoria (ES).

Com o iniciador G15 foram observadas
diferencgas significativas entre 0s
agrupamentos de Belo Horizonte com
aqueles do Sul de Minas e Vitona (ES), os
quais nao  apresentaram  diferengas
significativas entre si. Com os iniciadores
G18 e M13-40 forward nao observamos
diferencas significativas entre 0s
agrupamentos.

O fenograma construido pelo programa
MEGA a partir da média dos valores D
obtidos nos RAPDs, com os cinco
iniciadores utilizados (G06, G11, G15 e
G18) e mostrado na Figura 9.
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Figura 1. Esquema representativo da técnica de RAPD-PCR.
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Figura 2. Dosagem de DNA de espécimes de Ancylostoma caninum em gel de agarose
1%, corado com brometo de etidio. Canaletas 1 - 6: DNA do fago A (DNA Quantification
Standards Phage A DNA Gibco-BRL em concentragdes de 15ng, 31ng, 63ng, 125ng,
250ng e 500ng, respectivamente. Canaletas 7-23: Ancylostoma caninum de Canis

familiaris de diferentes localidades.
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Figura 3. Perfil de RAPD em gel de poliacrilamida com iniciador GO6 de Ancylostoma
caninum com diferentes concentracoes de DNA (ing. 2ng e bng). PM = Peso
molecular 1 Kb (PROMEGA)
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Beloc Horizonte Pogos de Caldas Trés Coragbes Vitoria Farmiga
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Figura 4. Perfil de RAPD em gel de poliacrilamida 5% corado pela prata, com o iniciador GO6,
de Ancylostoma caninum de diferentes localidades. Canaletas: PM = Marcador de peso
molecular 1 Kb (PROMEGA), 1-4 = Belo Horizonte - MG (CAN/BR/99/BHO1,
CAN/BR/99/BH02, CAN/BR/99/BH03 , CAN/BR/99/BH04); 5 - 8 = Pogos de Caldas - MG
(CAN/BR/99/PC01, CAN/BR/99/PC02, CAN/BR/99/PC03, CAN/BR/99/PC04); 9 - 10 = Trés
Coragoes - MG (CAN/BR/Q9/TCO1, CAN/BR/99/TC02), 11 - 14 = \Vitéria - ES
(CAN/BR/00/Vt01, CAN/BR/00/Vt02, CAN/BR/00/Vt03, CAN/BR/00/Vt04) e 15 = Formiga -
MG (CAN/BR/00/Fo01).
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Belo Horizonte Pogos de Caldas Tres Coragoes Vitona Formiga
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Figura 5. Perfil de RAPD em gel de poliacrilamida 5% corado pela prata, com o iniciador
G11, de Ancylostoma caninum de diferentes localidades. Canaletas: PM = Marcador de
peso molecular 1 Kb (PROMEGA), 1-4 = Belo Horizonte - MG (CAN/BR/99/BHO1,
CAN/BR/99/BH02, CAN/BR/99/BH03 , CAN/BR/99/BH04); 5 - 8 = Pogos de Caldas - MG
(CAN/BR/99/PC01, CAN/BR/99/PC02, CAN/BR/Q9/PC03, CAN/BR/99/PC04); 9 - 10 = Trés
Coragoes - MG (CAN/BR/Q9/TCO1, CAN/BR/Q9/TC02), 11 - 14 = Vitoria - ES
(CAN/BR/00/VtO1, CAN/BR/00/Vt02, CAN/BR/00/VI03, CAN/BR/00/Vt04) e 15 = Formiga -
MG (CAN/BR/00/Fo01)
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Figura 6. Perfil de RAPD em gel de poliacrilamida 5% corado pela prata, com o iniciador
G15, de Ancylostoma caninum de diferentes localidades. Canaletas: PM = Marcador de
peso molecular 1 Kb (PROMEGA), 1-4 = Belo Horizonte - MG (CAN/BR/99/BHO1,
CAN/BR/99/BH02, CAN/BR/99/BH03 , CAN/BR/99/BH04); 5 - 8 = Pogos de Caldas - MG
(CAN/BR/99/PCO01, CAN/BR/99/PC02, CAN/BR/99/PC03. CAN/BR/99/PCO04); 9 - 10 =
Trés Coragoes - MG (CAN/BR/99/TCO1, CAN/BR/99/TC02), 11 - 14 = Vitoria - ES
(CAN/BR/00/Vt01, CAN/BR/00/Vt02, CAN/BR/00/Vt03, CAN/BR/00/Vt04) e 15 = Formiga
- MG (CAN/BR/00/Fo01)
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Belo Horizonte Pogos de Caldas Tres Coragoes Vitoria Formiga
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Figura 7. Perfil de RAPD em gel de poliacrilamida 5% corado pela prata, com o iniciador G18,
de Ancylostoma caninum de diferentes localidades. Canaletas: PM = Marcador de peso
molecular 1 Kb (PROMEGA), 1-4 = Belo Horizonte - MG (CAN/BR/99/BHO1,
CAN/BR/99/BH02, CAN/BR/99/BH03 , CAN/BR/99/BH04); 5 - 8 = Pogos de Caldas - MG
(CAN/BR/99/PCO1, CAN/BR/99/PC02, CAN/BR/99/PC03, CAN/BR/99/PC04); 9 - 10 = Trés
Coragdbes - MG (CAN/BR/99/TCO1, CAN/BR/Q9/TCO02), 11 - 14 = Vitoria - ES
(CAN/BR/00/VIO1, CAN/BR/00/V102, CAN/BR/00/VI03, CAN/BR/00/Vt04) e 15 = Formiga -
MG (CAN/BR/00/Fo01).
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Figura 8. Perfil de RAPD em gel de poliacrilamida 5% corado pela prata, com o iniciador
M13:40 forward, de Ancylostoma caninum de diferentes localidades. Canaletas: PM =
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Figura 9. Fenograma construido por UPGMA, com valores da distancia genética (D)
entre Ancylostoma caninum de diferentes localidades, obtido por RAPD com os
iniciadores G068, G11, G15, G18 e M1340 forward. Os numeros indicam a distancia
genética entre os especimes, calculados pelo programa MEGA.




6. DISCUSSAO

A comparagao de niveis de diversidade
genetica dentro de uma populagdo nao €
tarefa simples. Abordamos esta questdo em
Ancylostoma caninum atraves de marcador
genético multilocal RAPD (Amplificagéo ao
Acaso de DNA Polimérfico) baseada na
PCR. Naoc ha na literatura trabalhos
estudando variabilidade genética em A
caninum, sobretudo utilizando RAPD. Em
outros ancilostomideos a variabilidade
genética tem sido mostrada como em N.
americanus e A. duodenale através de
outras metodologias que tém apontado
inclusive diversidade geografica em N.
americanus (Gasser et al., 1998; Romstad
et al., 1998; Blaxter, 2000).

O A. caninum, entretanto, tem sido muito
estudado em relagao a sequéncia de genes
que codificam proteinas com importante
atividade biologica nestes parasitos, embora
seu genoma nao seja Inteiramente
conhecido. O RAPD torna-se portanto uma
metodologia que pode ser empregada em
estudo de variabilidade deste parasito, ja
que nao requer o conhecimento prévio de
sequ’ =ia do DNA a ser amplificado.

Os caninum aqui estudados foram
cc J3s de animais de diferentes
lo  Jades dos estados de Minas Gerais e
Espirito Santo, ambos da regido Sudeste.
Os cées necropsiados, na sua grande
maioria, apresentavam-se poliparasitados,
sendo que as espécies de helmintos
encontradas foram semelhantes aquelas
encontradas por outros autores que
trabalharam com helmintos intestinais de
cdes de outras areas do Brasil (Carneiro ef
al., 1973; Brito et al., 1980; Lara et al, 1981,
Farias et al., 1995; Bittencourt et al.; 1996,
Porto et al, 1999, Silva et al, 1999) e
mesmo do mundo (Rep, 1975; Dada et al,
1979; Hauslinger et al, 1993; Lee & Lee,
1996, Franc et al, 1997, Vargas &
Contreras, 1998; Kulisic et al., 1998).

Em relacdo a origem geografica dos
animais, ndo houve variagcado nas especies
de helmintos encontradas quando
comparamos Belo Horizonte. Sul de Minas e
Vitéria. Apesar de nao existirem trabalhos
atuais com prevaléencia de helmintos

intestinais em cades procedentes das areas
geograficas de origem dos animais do
presente trabalho, em um trabalho realizado
na regiao metropolitana de Belo Horizonte
(Batista Jr. et al, 1962), mostram as
mesmas especies de helmintos, acrescidos
das espécies Dipetalonema sp e Spirocerca
lupi, que nao foram encontrados NOs NOSsOs
animais.

Embora ndo tenhamos separado os animais
por faixa etaria, podemos observar que em
geral os animais com até 18 meses de idade
encontravam-se mais parasitados,
principalmente por Ancylostoma caninum,
Ancylostoma braziliense, Dipyhidium
caninum e Toxocara canis. Estes resultados
sao diferentes daqueles de Farias et al
(1995) que, em Sao Paulo, observaram que
animais mais jovens com idade de até seis
meses apresentavam-se parasitados com
maior numero de espécies e exemplares de
helmintos.

Em relagao ao parasitismo  por
ancilostomideos nos 34 animais
necropsiados, 79% encontravam-se
parasitados por Ancylostoma caninum.
Estes resultados diferem daqgueles
encontrados por Batista Jr. et al, (1962)
que, trabalhando com animais procedentes
de Belo Horizonte, mostraram o encontro
desta espécie em 96% dos 100 animais
necropsiados. No entanto, nossas
porcentagens de parasitados encontram-se
dentro da média de resultados de outros
autores que em trabalhos realizados em
varias regioes do Brasil no periodo de 1973
a 1999 em caes domiciliados ou de rua,
encontraram prevaléncias que variaram
entre 43% e 98% (Carneiro et al.. 1973
Brito ef al., 1980, Lara et al., 1981, Silva et
al., 1999).

Como, ao lado do A. caninum, encontramos
também um parasitismo de 59% por A
braziliense, foi necessario, Inicialmente,
separar os ancilostomideos dos outros
helmintos e examina-los ao microscopio
otico para identificagdo espécie-especifica
Para esta identificagdo nos baseamos nas
medidas das estruturas caracteristicas
como proposto por Burrows (1962). Isto nos
permitiu separar A cannum de A
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braziliense, além de possibilitar diferencia-
los de A. tubaerforme (Zeder, 1800), outra
espécie do género, parasito de gato que
pode ser encontrada parasitando caes, e
que se apresenta muito semelhante ao A
caninum, diferindoc  basicamente no
comprimento do esofago e tamanho do
espiculo. Esta espécie até o momento nao
foi descrita no Brasil.

As observagbes e medidas ao microscopio
otico das estruturas caracteristicas dos
espécimes machos de A caninum se
encontravam dentro da variagdo proposta
por Burrows, (1962), permitindo o
diagnostico especifico.

Antes de proceder a extragdo do DNA para
os estudos propostos, os A. caninum foram
colocados em meio de RPMI - 1640
(SIGMA), incubados a 37°C em estufa de
CO, por 48 horas com uma troca de meio.
Este meio € comumente usado para cultivo
celular e, recentemente, vem sendo utilizado
na manutencdo de nematoides para
produgdo de antigenos secretados e
excretados e cultivo de larvas in vitro (Farrar
& Klei, 1985, Hata, 1993; Iglesias et
al,1997, Von Samson-Himmelstierna et
al,1998). Este procedimento visou manter
os helmintos vivos até a extragdo do DNA e
eliminar o conteudo da capsula bucal e dos
intestinos a fim de minimizar o efeito de
contaminantes, como por exemplo sangue
ingerido  pelo helminto dos seus
hospedeiros, o que poderia interferir na
amplificagao do DNA por PCR. Esta nao foi
uma preocupacac de varios autores gue
trabalharam com ancilostomideos (Hawdon,
1996, Gasser et al, 199 e 1998
Mieszczanek & Wedrychowicz, 1999
Blaxter, 2000) e outros nematoides
hematé6fagos parasitos do trato digestivo de
vertebrados (Stevenson et al, 1995
Humbert & Cabaret, 1995; Jacquiet et al .
1995).

Ha uma enorme variedade de protocolos
para obtengdo de DNA de nematdides
(Gasser & Hoste, 1995, Humbert & Cabaret.
1995, Joachim et al., 1997. Hung et al,
1996 e 1997) incluindo ancilostomideos
Hawdon et al, 1996; Meszczanek &
Wedrychowicz, 1999) O método utilizado
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neste trabalho foi o proposto por Humbert &
Cabaret, 1995 Este método havia sido
anteriormente utilizado para extragdo de
DNA de nematoides, quando Silva (1999)
padronizou as condigbes de extragdo de
DNA de ciatostomineos parasitos de
equideos, testando quatro diferentes
protocolos, sendo este o que mostrou
melhor resultado. Este método foi o mais
adequado para obter DNA de um exemplar
de A caninum em quantidade suficiente
para realizar as reacées de RAPD com
todos iniciadores utilizados.

A utilizagdo de um protocolo ja testado e a
introducao da trituracdo com um pistilo de
vidro esmerilhado, artesanalmente fabricado
e adaptado ao tubo Eppendorf de 1.5 mL,
facilitou romper a cuticula dos helmintos
aumentando a eficiéncia da extragéo (dados
nao mostrados), permitindo obter o DNA de
modo rapido e de boa qualidade para
realizagcao do estudo proposto.

A dosagem do DNA em gel de agarose
permitiu ndo s6 observar a quantidade de
DNA extraido de cada exemplar, que variou
de 20ng a 450ng de DNA, mas ainda
observar a integridade do mesmo. A grande
variagdo observada na quantidade de DNA
dos exemplares pode ser devido a varios
fatores, por exemplo a perda de DNA
durante a extracac.

Na padronizacdo da reagdo de RAPD em
relagdo a quantidade de DNA foram
testadas concentragdes de 1ng, 2ng e 5ng
utilizando o iniciador G06. A concentragio
de 1ng foi a melhor concentracdo para se
obter boa resolucZo e reprodutibilidade dos
resultados nas condigbes utilizadas

A influéncia da concentragdo de DNA molde
nos perfis de bandas de RAPD tem sido
relatada entre os autores, embora com
algumas divergéncias. Assim, Muralidharan
& Wakeland (1993), Van Belkum (1994) e
Welsh & McClelland (1990) concluem que a
reprodutibilidade dos perfis de bandas do
RAPD é pouco afetada pela concentracéo
de DNA molde. Entretanto, outros autores
observaram que o DNA molde, quando
adicionado em grandes quantidades na
reagao, pode resultar no aparecimento de
rastro ou na falta de definicao das bandas




no gel, enquanto pouco DNA gera padrdes
de bandas nao reprodutiveis. Isto foi
observado por Wiliams et al. (1993),
quando utilizou varias diluigbes de um
mesmo DNA para reagoes de RAPD-PCR,
obtendo  resultados que  mostraram
variagbes ndo s6 na intensidade das
bandas, como nos perfis gerados.

Utilizando a dosagem do DNA em agarose e
a padronizagdo da concentragao em 1ng,
obtivemos padrdes de bandas reprodutiveis
com todos os iniciadores utilizados.

Todos os géis foram analisados, e foi
possivel observar diferengcas quantitativas
na intensidade de algumas bandas. Estas
diferencas nao foram consideradas neste
estudo, uma vez que fatores que poderiam
afetar a reprodutibilidade e intensidade das
bandas como concentragdo de sais,
magnésio, dNTPS, iniciadores, Tag DNA
polimerase e concentracdo de DNA molde
foram previamente testadas para A.
caninum e haviam sido anteriormente
padronizados com outros helmintos (Silva,
1999).

De fato, varios estudos com diferentes seres
vivos mostram que o] numero,
reprodutibilidade e intensidade de bandas
nos perfis de RAPD sao fungao de multiplos
parametros ja bem documentados por
Welsh & McClelland, (1990) e revistos por
DAVIN-REGLI et al., (1995) e LIMA et al.,
(1998).

Em relagao ao protocolo de amplificagao da
RAPD-PCR foi utilizado aquele descrito para
Leishmania sp., LRAPD (Gomes et al. 1995)
o qual foi previamente testado num
experimento piloto com o iniciador G06. Ele
havia sido empregado nd&o sO6 com
Leishmania (Gomes et al., 1995), mas ainda
com nematoéides ciatostomineos parasitos
de equideos (Silva, 1999), mostrando
excelentes resultados na amplificacao de
DNA de trés espécies da Subfamilia
Cyathostominae.

Conforme os dois grupos que descreveram
a reagao de RAPD-PCR ou AP-PCR pode-
se utilizar tanto iniciadores curtos com 10
pares de bases (Williams et al., 1990), como

iniciadores longos com 20 ou mais pares de
bases (Welsh & McClelland, 1990).

Devido a alta sensibilidade da técnica, a
escolha dos iniciadores € um fator da maior
importancia na utilizagdo do RAPD-PCR.
Diferentes autores tém mostrado que o uso
de iniciadores com o contetido de Guanina
+ Citosina (G C) entre 50 a 70% apresenta
produtos com maior niumero de bandas e
melhor resolugdo em gel de agarose ou
poliacrilamida (Caetano-Annolés et al.,
1991; Williams et al., 1993; Haymer et al.,
1994).

No nosso estudo ndo houve preocupacio
com o tamanho dos iniciadores. Testamos
oito iniciadores aleatorios, sendo quatro
curtos, com 10 pb, um iniciador,
considerado universal (M13-40 forward),
com 17 pb e trés inciadores longos, Reverse
2 com 20 pb, L15996 com 22 pb e QG1 com
36 pb. Destes iniciadores apenas os com 10
pb e o M13-40 forward foram utilizados por
mostrarem resultados reprodutiveis e
adequados ao estudo proposto e se
encontrarem dentro das porcentagens de G
C recomendada pelos autores ja citados. Os
trés restantes nao apresentaram numero e
padrées de bandas adequados para analise
da variabilidade genética nas populagoes de
A. caninum estudadas (dados nao
mostrados).

Os resultados do presente trabalho
demonstram que o numero de bandas
polimérficas geradas pelos iniciadores
empregados foi suficiente para mostrar a
variabilidade genética intra-especifica de A.
caninum.

A variabilidade genética, ou polimorfismo de
DNA, pode ser atualmente avaliada por
varias técnicas, mas o surgimento da
técnica do RAPD-PCR em 1990, por ser
uma tecnica simples, com resultados
rapidos, sensibilidade e reprodutibilidade,
levou a um grande avango no estudo do
DNA para produgdo de marcadores
geneéticos.

De fato, o uso de marcadores genéticos,
produzidos pelo RAPD, permite estabelecer
os padrdes de variagao genética dentro e
entre as populagoes naturais. A partir destes
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conhecimentos & possivel fazer inferéncias
sobre importantes parametros da biologia
dessas especies. Estes marcadores,
associados a estudos da dinamica
hospedeiro-parasito e da epidemiologia,
representam uma poderosa ferramenta para
analise detalhada e melhor compreensao
dos processos de transmissao e genética de

populagéo.

A sensibilidade e eficacia desta técnica ja foi
comprovada em diversos trabalhos com
varios nematodideos (Caswell-Chen et al,
1992; Humbert & Cabaret, 1995; Jacquiet et
al., 1995; Joachim et al., 1997; Siles et al,,
1997), inclusive ancilostomideos (Hawdon et
al., 1996; Mieszczanek & Woedrychowicz,
1999).

A utilizagao da técnica da RAPD-PCR em
nematoides tem possibilitado separar
grupos, observar variagdes intra-especifica
mostrando divergéncia em populagbes de
diferentes localidades, identificar géneros e
espécies utilizando adultos, larvas e ovos
(Humbert & Cabaret, 1995; Silva, 1999). No
estudo da variabilidade genética de outros
helmintos, sobretudo nematdides, o RAPD
tem mostrado variagdo intra-especifica em
espécies de Radopholus similis,
Steinemema  sp., Haemonchus  sp.,
Oesophagostomum sp., Trichinella sp. e
Trichostrongylidae (Hahn et al., 1994; Liu &
Berry, 1995; Jacquiet et al., 1995; Humbert
& Cabaret, 1995; Semenova et al., 1996;
Rodriguez et al., 1996; Joachim et al,
1997).

No nosso estudo, o RAPD mostrou
variabilidade genética com os iniciadores
utilizados. O numero de bandas polimorficas
foi suficiente para distinguir entre as
populacdes analisadas. Os perfis genéticos
gerados apresentaram varias bandas
polimorficas e bandas monomorficas,
presentes em individuos de todas as
localidades geograficas estudadas,
significando que o genoma de A. caninum
possui regidbes conservadas independente
da sua procedéncia. Este fato reflete
ancestralidade entre os individuos das
varias populagbes (Kambhampati et al.,
1992).

As diferencas na intensidade de algumas
bandas nao foram consideradas em nosso
estudo, sendo computado apenas presenca
ou auséncia da banda, independente da
intensidade.

Houve baixa frequéncia de bandas
exclusivas em cada grupo, indicando que a
maior parte da divergéncia entre as
populagbes  determinada por estes
marcadores, deveu-se a variagdes na
freqiéncia de bandas mais do que na
presenca de bandas exclusivas para uma
populagao de mesma origem geografica.

A média do nimero de bandas visualizadas
nos geéis, com todos iniciadores utilizados,
foi de 56,2 variando de 37 a 76 e a
proporgao de bandas compartilhadas foi em
média 78% variando de 74% a 86%,
dependendo da sequéncia e tamanho do
iniciador utilizado.

Considerando a procedéncia dos A
caninum, nos observamos que os perfis de
bandas entre os espécimes da mesma
localidade foram mais homogéneos com a
maior parte dos iniciadores utilizados e
permitiram agrupa-los parcialmente de
acordo com sua origem geografica.

Existe uma maior variabilidade
interpopulacional do que intrapopulacional.
A homogeneidade intrapopulacional
observada foi maior na regiao metropolitana
de Vitéria (ES), seguida pela regiao
metropolitana de Belo Horizonte e depois o
Sul de Minas.

Nos nos baseamos na proporgao de bandas
compartihadas para construgado do
fenograma pelo método UPGMA, método
fenético que se baseia na hipotese de que
cada OTU’s sofreu a mesma pressao
evolutiva.

O fenograma revelou que os individuos, de
acordo com a sua procedéncia geografica,
se agrupam de forma marcante ou de forma
discreta. Pode-se verificar a existéncia de
dois ramos distintos onde se observa a
separagao dos agrupamentos de Belo
Horizonte e parte do Sul de Minas (Pogos
de Caldas) no ramo superior e o0
agrupamento de Vitoria (ES), incluindo




espécimes do Sul de Minas (Trés Coragdes)
no ramo inferior. O significado do
agrupamento de espécimes de Trés
Coragdes junto com os de Vitdria
permanece obscuro em virtude da falta de
um maior conhecimento da genética destas
populagdes. A associagdo com a populagao
de Vitéria (ES) também ndo pode ser
explicada pela proximidade geografica que
favoreceria o fluxo génico entre as
populagdes. Esperava-se que os individuos
de Trés Coragdes (MG) se agrupassem com
os de Pogos de Caldas (MG) pela
proximidade das duas cidades, que fazem
parte da mesma regido do Sul do estado de
Minas Gerais e que nao apresentam
grandes diferencgas ecologicas,
biogeograficas ou mesmo outras
caracteristicas como numero de habitantes
e renda per capta.

Nem sempre diferentes origens geograficas
levam a variabilidade genética,
principalmente em espécies com
reproducé@o sexuada e que tém uma grande
mobilidade, podendo ser transportados de
um local para outro.

O espécime de Formiga, representado por
apenas um individuo, foi incluido no
fenograma geral com todos iniciadores,
guando se associou ao grupo de Vitoria
(ES), mas foi excluido da andlise por
procedéncia geografica pois neste caso
seria um individuo fora do contexto
analisado.

O estudo da variabilidade genetica de A.
caninum  abre perspectivas de se
caracterizar geneticamente  populagdes
deste parasito e de se estudar fatores
importantes ligados a biologia funcional
deste helminto, como por exemplo
patogenicidade e viruléncia, dentre outros
aspectos. -
7. CONCLUSOES

A partir da analise genetica de populagdes
de A. caninum atravées de marcadores
moleculares do tipo RAPD foi possivel
chegar as seguintes conclusoes:

A técnica de RAPD-PCR revelou-se uma
ferramenta muito Gtili no estudo da
variabilidade genética de A. caninum dos

estados de Minas Gerais e Espirito Santo,
Brasil.

A partir deste estudo € possivel considerar a
utilizagao de alguns iniciadores daqueles
testados neste trabalho e que resultaram em
melhores marcadores de variabilidade
genética para estudos futuros com outras
populagées de A. caninum.

A técnica de RAPD-PCR com os iniciadores
utilizados e nas condigdes testadas permitiu
observar polimorfismos uteis no
conhecimento gendémico de A. caninum,
detectando nas populagbes estudadas um
menor nivel de variabilidade genética
intrapopulacional e um maior nivel de
variabilidade intraespecifica.

No fenograma construido, os A. caninum
das diferentes localidades foram agrupados
em dois ramos distintos, um com a
populagéo da regiao metropolitana de Belo
Horizonte e parte do Sul de Minas Gerais
(Pogos de Caldas) e o outro com a
populagdo da regido metropolitana de
Vitéria (ES) e a outra parte do Sul de Minas
Gerais (Trés Coragdes). O significado do
agrupamento dos espécimes de Trés
Coragdes (MG) junto com os da regiao
metropolitana de Vitéria (ES) permanece
obscuro por falta de maior conhecimento da
genética destas populagoes.

8. PERSPECTIVAS

Esperamos que este estudo possa servir
como uma base de dados genéticos que
poderdao ser usados como ponto de partida
para estudos mais abrangentes incluindo
espécimes de outros municipios de Minas
Gerais e do Brasil, contribuindo para o
entendimento da genetica de A. caninum
em especial e dos ancilostomideos de um
modo geral, favorecendo a compreensao da
epidemiologia e a busca de gendtipos
correlacionados a  aspectos  clinicos
relevantes.
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