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RESUMO

O sistema reprodutor feminino do filaridéitomosoides chagasfilhogé os
efeitos de drogas filaricidas sobre esta espéaeds&critos pela primeira vez por
microscopia eletrdnica de transmissédo. O ovaric®@posto por odécitos primarios
envolvidos por uma simples camada de células ep#glistapostas a lamina basal. Os
oocitos primarios estdo arranjados radialmente t&esentralmente conectados em
torno da raquis. A parede uterina consiste de dilonaisculares envolvidas por uma
lamina basal e por um epitélio abaixo desta lamitspermatozoides aflagelados e
ameboides estdo presentes dentro da porcado proxdmaltero. Os zigotos séo
recobertos por uma casca de ovo eletrondensa bénmdde Na regido média do
sistema reprodutor das fémeas ha a presenca déemliEstes embribes crescem e se
diferenciam ao longo do Utero e na regido distalstddema reprodutor da fémea
microfilarias em desenvolvimento sdo observadasa damacteristica importante te
chagasfilhoié a presenca d&'olbachialike no cordé@o hipodermal, nos odécitos, zigotos,
embrides e microfilarias. Nematdides provenientesagddorederiones unguiculatus
tratados com uma dose Unica via oral de albendadol apresentaram nenhuma
alteracdo na parede do corpo. As alteracOes ultna@sis produzidas pelo tratamento
com 40 mg de albendazol foram o maior numero dagimacées de membrana no
labirinto baso-lateral do epitélio uterino e a preg de figuras de mielina nesta regido e
a maioria dos embrides e microfilarias estavamntiegiados dentro do Utero. ApGs o
tratamento com 80 mg de albendazol todas as niémie8 observadas no interior do
Gtero estavam completamente danificadas. Os neseat@ubmetidos a acdo de 6
mg/kg ou 12 mg/kg de DEC demonstraram muitos erabré microfilarias destruidos
no interior do utero. Os nematdides submetidos & ate 6 mg/kg de DEC co-
administrados com 40 mg de albendazol ou 12 m@gkDEC co-administrados com 80
mg de albendazol apresentaram alteracfes na hipederno corddo hipodermal, na
regido ndo-contratii da camada muscular e muitgetas, embrides e microfilarias
estavam completamente degenerados. O present® estttibui para o conhecimento
dos efeitos de DEC, albendazol e da co-adminisirdeétas duas drogas nos filarideos,
e enfatiza o potencial embriotéxico e microfilaizidestas duas drogas. A presenca de
Wolbachialike esta sendo referida pela primeira vez nesta espéodstrando a

importancia deste modelo de estudo experimental.



ABSTRACT

The female reproductive system of the filatiitomosoides chagasfilhaind the
effects of filaricid drugs on this species are diégd for the first time by transmission
electron microscopy. The ovary is composed by piynoacytes surrounded by a single
layer of epithelial cells aposed on the basal lamirhe primary oocytes are arranged
radially and are centrally connected around théiisacThe uterine wall consists of
muscular fibers surrounded by a basal lamina aae@pithelium underlying this lamina.
Ameboid and aflagellate spermatozoa are preserdeirthe proximal portion of the
uterus. An electrondense well-defined eggshell otiee zygotes. In the middle region
of females reproductive system there are many emsbryhese embryos grow and
differentiate along the uterus and in the distglae of female reproductive system, the
final microfilariae development can be observed. Anportant feature ofL.
chagasfilhoiis the presence &f/olbachialike in the hypodermal cord, oocytes, zygotes,
embryos and microfilariae. Rodenteriones unguiculatusreated with a single-oral
dose of albendazole presented no alterations inbtiy wall. The ultrastructural
alterations produced by treatment with 40mg of mdlazole were the higher number of
membrane invaginations in the basal labyrinth of titerine epithelium and the
presence of myeline figures in this region, and themsbryos and microfilariae were
damaged inside the uterus. After the treatment Bhmg of albendazole all the
microfilariae observed inside the uterus were cetgy damaged. The nematodes
submitted to the action of 6 mg/kg or 12 mg/kg &@®demonstrated many embryos
and microfilariae destructed inside the uterus. nématodes submitted to the action of
6 mg/kg of DEC plus 40 mg of albendazole or 12 gtk DEC plus 80 mg of
albendazole demonstrated alterations in the hypadeand hypodermal cord, in the
non-contractile region of muscle cell and many 2ggpembryos and microfilariae were
completely degenerated. The present study conésbiat the knowledge of the effects
of DEC, albendazole and the co-administration @séhtwo drugs in filariids, and
emphasizes the embryotoxic and microfilaricidalepetal of these drugs. The presence
of Wolbachialike is reported for the first time in this speciespwing the great

importance of this experimental model of study.
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1. INTRODUCAO

1.1 Filo Nematoda

O Filo Nematoda € constituido por organismos quaép@a quase todos 0s
habitats. A maioria é de vida livre, vivendo em @ntes terrestres e aquaticos e uma
minoria é parasita de animais e plantas. Os nededdo organismos cilindricos,
alongados, afilados em ambas as extremidades eintgria bilateral. Possuem
dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores queackon (Roberts & Janovy, 1996;

Rey, 2001).

1.2 Importancia dos Nematoéides

Embora em sua grande maioria os nematoides sejgamismos de vida livre,
alguns sdo importantes agentes de infeccdo humanatezinaria e outros sao
responsaveis por grandes prejuizos na agricultDiaponto de vista médico e social, é
notorio o fato de que estes organismos constitugia $eria ameaca a saude publica e
ao bem estar da humanidade, além de prejudicarel@senvolvimento econdmico,
devido a reducédo da produtividade ou mesmo a irdagao para o trabalho (Walsh &
Warren, 1979).

Crompton (1999) estimou que, numa populacdo mumtacerca de 5.753
bilhdes de pessoas, havia a presenca de aproxireat#h.457 bilhdes de infeccbes
por helmintos. Considerou ainda que das 342 espétge helmintos parasitando
humanos, 138 pertenciam ao Filo Nematoda, demauasirgue os nematodides tém

ocupado o primeiro lugar nas infec¢cdes humanas.



As infec¢des por helmintos aumentam e persistemcemunidades onde as
condicOes de moradia, educacéo e saude sédo psecditaha esgoto sanitario e a renda
por pessoa € baixa. Nos paises em desenvolvimgnidyanizacdo e a migracdo da
populacao rural pobre para as cidades pode lenatugges no numero de infec¢des por
ancilostomideos e oncocercose. No entanto, ha umerso do risco de adquirir
infeccdes poAscaris lumbricoides., 1758, Trichuris trichiura L., 1771 éWuchereria
bancroftiCobbold, 1877 (Crompton, 1999).

A maioria dos nematéides filarideos ndo apres@émfaortancia meédica ou
econdmica apenas, mas alguns causam as mais $rdgiceveis e debilitantes doencas
no mundo hoje. Entre estas espécies podemosWit&ancroftj Brugia malayiBrug,
1927,0nchocerca volvuluRaillet & Henry, 1910 d.oa loa Guyot, 1778 (Roberts &
Janovy, 1996).

A filariose linfatica humana, que é causada pbEmintosW. bancrofti(90%
dos casos) e pds. malayi (10% dos casos), afeta aproximadamente 120 mildées
pessoas, sendo que um bilh&o corre o risco defemtada (Michael & Bundy, 1997).
A filariose linfatica tem sido identificada pelaganizacdo Mundial de Saude como a
segunda principal causa de incapacidade permamerte longo prazo do mundo
(WHO, 1997 a, b). Além dos problemas meédicos, hdas&onseqiéncias sociais e
psicolégicas, especialmente em pessoas que sofenelafantiase ou hidrocele
(Bandyopadhyay, 1996; Dreyet al, 1997; WHO, 1997a). A filariose linfatica também
apresenta um grande impacto econdmico nas comwsdadiémicas. Além dos custos
diretos incluidos em tratamentos médicos ou cicdsyi ha enormes custos indiretos

resultantes da reduzida capacidade de trabalhada pabalhista (WHO, 1997a).



B. malayiparasita humanos na China, Coréia, Jap&o, sudedisia, india, Sri
Lanka e Filipinas.W. bancroftiocorre na Africa Central, Turquia, india e sudeste
asiatico, Filipinas e llhas oceanicas, Australipaete da América do Sul. Esta doenca
provavelmente entrou no novo mundo com o traficeesieravos africanos durante o
periodo colonial (Laurence, 1989). O parasito tegrimontrado no Brasil um bom vetor
(Culex quinquefasciatussay), além de condi¢cdes climaticas apropriadasj ag
adaptou e dispersou (Rachou, 1956).

No Brasil, focos da filariose bancroftiana sdo em@mos em Pernambuco e
Alagoas, estimando-se em 49 mil o numero de inflestd WHO, 2000a). E, apesar da
mortalidade ndo estar associada a doenca, a maebitevido as manifestacdes clinicas
€ altamente significante (Partono, 1985). A apeg@o clinica da filariose é bastante
diversificada e depende, entre outros fatores, dl@d® do parasito envolvido e da
resposta imunoldgica do paciente (Dregeal, 1997).

A pesquisa das filarioses humanas envolve véiiguldades, ndo s6 as de
carater ético, mas também relacionadas ao seuhimldgico. Um aspecto importante
relaciona-se a pesquisa em pessoas naturalmeptgaiaids, pois se torna impossivel
determinar a idade da infeccdo, o numero de feégmsdadultos presentes, o niUmero de
infeccBes sofridas pelo hospedeiro e a presencinfdecdes prévias com outros
helmintos, impedindo estudos sobre a resposta ilbgica especifica. Muitas destas
questdes podem ser resolvidas através da utilizagdoodelos experimentais, o que
permite o estudo de diferentes estadios larvarepadasito e sua interacdo com o
hospedeiro. Estes modelos sdo de grande impatéocdesenvolvimento de drogas
filaricidas, bem como para a compreensao dos aspdet relacdo parasito-hospedeiro.

Algumas espécies da familia Onchocercidae, comtoagénera.itomosoidesforam



descritas parasitando naturalmente roedores e S#adas em larga escala como
modelos experimentais (Framt al, 1987; Franzet al, 1990; Moraes-Net@t al.,

2006).

1.3 Morfologia

O corpo dos nematoides é coberto por uma cuti@decelular, que € secretada
pela hipoderme e é trocada quatro vezes durameéogemia (Roberts & Janovy, 1996).
Esta cuticula, juntamente com a hipoderme e coamada muscular constitui a parede
do corpo que delimita uma cavidade pseudocelompat®anchida por liquido, onde se

encontram os orgaos mergulhados (Wright, 1987)u&sa 1).

1.3.1 Cuticula

Os nematdides sdo recobertos externamente pelaulaytiuma estrutura
extracelular de multiplas camadas que envolvem tatampente o animal (Coet al,
1981). A cuticula € uma matriz extracelular rica eatageno, que age como um
exoesqueleto (Wright, 1987), além de ser a prihanperface do nematéide com o meio
ambiente (Politz & Philipp, 1992).

A superficie dos parasitos parece ser especialmempertante na estreita
relacdo que ha entre estes organismos e seus bosge@lackenziest al, 1978). No
caso dos Nematoda, a cuticula apresenta funcdesadasnportantes, como sua
capacidade de proteger os organismos da desidratapé@sao, predacao (nas espécies

de vida livre) e do ataque imunoldgico (em esp&uazasitas) (Maizelst al, 1993).



A cuticula das diferentes espécies de nematoidesupdipicamente quatro
camadas: a epicuticula, a camada cortical, a camagldia e a camada fibrosa
(Thompson & Glary, 1995).

A epicuticula, face externa da cuticula, tem de 3 aim, € rica em lipideos
(Maizelset al, 1993; Thompson & Glary, 1995). Devido ao seueato trilaminar em
micrografias eletrbnicas de transmissao, esta carfmctchamada de “membrana” por
Lee (1965). Mais tarde, Lee (1977) se referiu a sgperficie como uma “membrana
celular modificada”. Wright (1987) definiu epicuila como sendo uma estrutura de
conteudo lipidico de aspecto trilaminar presentsupgerficie dos nematoéides, chegando
assim a um consenso.

Estudos utilizando a técnica de congelamento rapidwiofratura seguida de
“deep-etching” permitiram a visualizacdo da epmutd de forma muito similar ao das
membranas biologicas, uma vez que ha duas fackatdea nesta camada (Peixoto &
De Souza, 1994; Martinez & De Souza, 1995). Norgatgpor microscopia eletrénica
de transmissdo, esta epicuticula se apresentaldmptar na microfilaria dew.
bancrofti (De Souzaet al, 1989), pentalaminar na microfilaria drugia pahangi
Buckley & Edeson 195€Sayerset al, 1984), e como uma Unica lamina em adultos de
W. bancrofti(Aradjoet al, 1995).

Associado a epicuticula h4 um invélucro adiciowaglicocélice, uma camada
superficial rica em carboidratos, que é mais amerévanescente que a epicuticula, e
gue apresenta uma espessura de 5 a 20 nm, deperttieadpécie. Em muitos casos, é
este involucro eletrondenso externo, ao invés tiawa, que esta envolvido na evasao
do sistema imune do parasito. Em espécies de wda lo glicocalice tem como

principal fungdo promover a lubrificacdo e proteg@mtra abrasdo, desidratacéo e



predacdo. Na maioria das espécies parasitas haspatede 10 nm separando esta
camada da epicuticula (Blaxtet al, 1992). Em alguns nematdides a camada
superficial € visivel em preparacoes de rotina, @oino caso deStrongyloides
venezueleniBrumpt, 1934 (Martinez & De Souza, 1995Nppostrongylus brasilienis
(Travassos, 1914) (Les al, 1993).

Métodos para deteccdo de carboidratos tais comdrastecdo utilizando
vermelho de ruténio e técnica do acido periodioseimicarbazida-proteinato de prata
tém sido realizadas em nematoides cdmohinella spiralis(Owen, 1835) (Wright &
Hong, 1988),Trichinella nativa (Britov & Boev, 1972)e Trichinella pseudospiralis
(Garkavi, 1972) (Hulinska & Shaihenov, 198Zpxocara canigWerner, 1782) (Page
et al, 1992), Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) (Cherianet al, 1980) e em larvas
infectantes dé&trongyloides venezuelengidartinez & De Souza, 1997), indicando que
a camada superficial € geralmente glicosilada. Alfgstas técnicas, a técnica de
ferritina cationizada também tem sido empregadadamrsos nematdides, tais como
Caenorhabditis elegangZuckermanet al, 1979; Peixoto & De Souza, 1992),
Caenorhabditis briggsag(Himmeloch et al, 1977; Zuckermanet al, 1979) e
microfilaria de W. bancrofti (De Souzaet al, 1989), demonstrando que a camada
superficial € negativamente carregada.

Abaixo da epicuticula, ha a camada cortical, quemérfa e eletrondensa e
possui uma proteina chamada cuticulina (ThompsoBl&y, 1995). Tal proteina é
resistente a solubilizacéo por dodecil sulfato@#cs(SDS) e agentes redutores como o
2-mercaptoetanol (Politz & Philipp, 1992; Maizeds al, 1993). Muitas vezes esta
camada é dividida em uma regido externa e outeanat(Ruppert & Barnes, 1996). A

camada média é um compartimento preenchido patoflie também pode conter finas



fibras de colageno (Thompson & Glary, 1995). A cdandibrosa contém fibras de
colageno em um arranjo helicoidal cruzado que pgadam em torno do nematodide a
um angulo de cerca de 7&m relacdo ao eixo longitudinal, variando de asaroim a
espécie (Thompson & Glary, 1995). Tais colagenas sdlubilizados a partir da
cuticula apenas com ajuda de agentes redutore®ridespde dissulfeto, como o 2-
mercaptoetanol (Politz & Philipp, 1992).

A cuticula de adultos deitomosoides cariniiTravassos, 1919 apresenta, além
da epicuticula trilaminada, quatro subcamadas. thmaada mais externa homogénea, e
que limita as estria¢cdes cuticulares; uma seguadsada mais eletronluscente; uma
camada eletrondensa que apresenta finas fibrastam@es circularmente ao eixo
principal do nematdéide e, por ultimo, uma camad#s rimderna, que € espessa e esta
intimamente associada com a hipoderme subjacemtgya € separada por membranas
altamente convolutas. Estas membranas podem aeaviesla a hipoderme e entrar em
contato com a lamina basal que circunda as céhlasculares, fornecendo assim
sustentacao estrutural (Franz & Andrews, 1986;e$t& Ogbogu, 1991).

A cuticula deLitomosoides chagasfilhdfloraes-Neto, Lanfredi & De Souza,
1997 se caracteriza pela presenca de uma epieutidladminada e pelas camadas
cortical, intermediaria, fibrosa e basal. As egfiegs cuticulares estdo limitadas a
camada cortical, a qual é relativamente homogéheacamada intermediaria €
relativamente eletronluscente, e a camada fibrosa éamada mais espessa e
eletrondensa. A camada basal, mais interna, estdaimente associada a hipoderme,
onde é possivel observar diversas fibras e mito@dMoraes-Neteet al, 2002,

2003).



Réplicas observadas através da técnica do congeiam&pido e criofratura
seguida de “deep-etching” permitiram a observac@odetalhes da arquitetura das
camadas cuticulares dk. chagasfilhoi que ndo puderam ser visualizadas por
microscopia eletrbnica de transmissao. A camad@écabgé formada por uma rede de
fibras e por particulas globulares; a camada iredramnia possui uma rede de fibras com
orientacao longitudinal; a camada fibrosa apres@mas finas e grossas, as quais estao
conectadas umas as outras de um modo particulameuma orientacdo diferente da
observada na camada intermediaria; a camada lzasbEm € composta por fibras e
esta intimamente associada com a hipoderme. Asamds as camadas cuticulares foi
possivel observar canais, 0s quais eram mais deslena camada fibrosa e
aparentemente conectavam a epicuticula a camadallaygpassando pela hipoderme.
Vérios poros foram observados ao longo destes céivaraes-Netet al, 2002).

A técnica de congelamento rapido e criofratura islegde “deep-etching” tem
sido utilizada em diversos nematéides, tais c&tmongyloides venezuelengidartinez
& De Souza, 1995)Caenorhabditis elegan@eixotoet al, 1997) eHassalstrogylus
epsilon (Oliveira-Menezeset al, 2003) e tem revelado uma arquitetura cuticular
formada por uma rede de fibras.

A observacao de microfilarias de chagasfilhoipor microscopia eletrénica de
transmissao mostrou que a bainha desta larva apaesgicamente trés camadas: uma
camada mais interna, moderadamente eletrondensa eoltato com o0 espaco que
envolve a epicuticula da microfilaria; uma cama@&renluscente intermediaria; e uma
camada mais externa densa e homogénea. Réplicamfatura mostraram a presenca
de particulas formando a bainha. Contudo, umatasarbilaminada foi observada em

tais réplicas, a camada interna com uma supeffitcieada por particulas globulares



arranjadas firmemente, enquanto a camada maisnexema relativamente lisa. O
espaco entre a bainha e a cuticula apresentou eseade fibras que conectavam a

camada interna da bainha a sua superficie (Moragseal, 2001).

1.3.2 Composicéo da Cuticula

A cuticula dos nematéides € uma estrutura extriretomposta primariamente
de proteinas além de pequenas quantidades deo$ipélicarboidratos (Fetterer &
Rhoads, 1993).

Trés categorias de componentes de proteinas argsutém sido identificadas
(Politz & Philipp, 1992): 1) colagenos, que sdoubdizados apenas com ajuda de
agentes redutores de pontes de dissulfeto tais @mercaptoetanol e os quais séo
hidrolizados por colagenase; 2) cuticulina, quengaterial que permanece apos tratar a
cuticula com o detergente desnaturante SD$-neercaptoetanol; 3) proteinas e
glicoproteinas presentes no glicocalice que revaesfa@cuticula.

Os lipidios, como ja dito, tém sido observados p&uwicula de diversos

nematoéides (Proudfoet al, 1990; Proudfooet al., 1991).

1.3.3 Hipoderme

Proteinas cuticulares estruturais, tais como eoldg, sao sintetizadas e
secretadas a partir da hipoderme (Cox, 1990). Add@pne € um sincicio que forma
uma camada imediatamente abaixo da cuticula e eciapada para o transporte e

secre¢do. Constituintes tipicamente citoplasmatesifo uniformemente distribuidos



nesta camada. A face exterior da membrana hipodlggrogavelmente representa a
verdadeira membrana limitante dos nematoéides (Teom@& Glary, 1995) (Esquema
1).

Uma caracteristica constante da hipoderme dos pafaaté a sua expansao na
direcdo da cavidade pseudocelomatica para formstasrao longo das linhas meio-
dorsal, meio-ventral e meio-lateral do corpo. Podewer quatro ou mais cristas
chamadas de corddes hipodermais que se estendeimdpos comprimento do corpo.
Os nudcleos epidérmicos restringem-se a esses co(uppert & Barnes, 1996). A
hipoderme é responsavel por sintetizar a cuticutarde o desenvolvimento e pelo
crescimento que ocorre apos a quarta muda (Walg@ih; Lumsden, 1975; Wright,
1987). Além disso, ela armazena nutrientes e pdgsas que ligam a musculatura a

cuticula (Ruppert & Barnes, 1996).

1.3.4 Musculatura

Abaixo da hipoderme encontramos a musculatura scanajue também faz
parte da parede do corpo. A musculatura soméatica pseudoceloma, contendo o
liguido pseudocelomético, juntamente com a cutjdulacionam como um esqueleto
hidrostatico (Roberts & Janovy, 1996). A camada aqulas € composta por fibras
longitudinais, que se estendem ao longo de todorpocdo nematdide e se localizam
nos quatro quadrantes entre os corddes hipode(Raipert & Barnes, 1996). A célula
muscular possui uma por¢cdo contratii composta fwilas contrateis adjacentes a

hipoderme e a porgéo ndo contratil ou midcito demeecomprimento, interiorizado no



pseudoceloma. No midcito localizam-se os nucled®cdndrias, ribossomos, reticulos
endoplasmaticos, glicogénio e lipidio (Roberts &algy, 1996) (Esquema 1).

Rosenbluth (1965) estudou a musculatura Alecaris lumbricoidespor
microscopia eletrénica de transmisséo e verificoe &s fibras musculares sdo, de fato,
comparaveis a musculatura estriada dos vertebradosfilamentos grossos de miosina
e filamentos finos de actina. As bandas H, A eld@gresentes, mas as linhas Z estao
ausentes. No entanto, as estriacdes ndo sao trssisyanas obliquas, formando um
angulo de 6° com o eixo do filamento. Por isso,usaulatura € dita “obliquamente
estriada”. Uma caracteristica da musculatura estrdliqua dos nematoides € a ligacao
direta a cada corpo denso, e entdo de cada saénmembrana da célula muscular, o
que nao é observado nos vertebrados (Burr & G&98)1

Atualmente, a superficie dos Nematoda tem side resiudada do que a de
outros helmintos dada a sua importancia patogén®eu grande interesse econdmico

(Thompson & Glary, 1995).
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Esquema 1: Parede do corpo do Filo Nematoda sendo compostaipar cuticula, uma
hipoderme e uma camada muscular (Adaptado de 196&, Parasitology55:

173-181).



1.3.5 Sistema Reprodutor

O estudo do sistema reprodutor de filarideos éfemamenta importante para a
compreensao da oogénese, fertilizacdo e desenwitdmdos nematoides, além de
permitir o melhor entendimento de acédo de drogasiudo, poucos estudos tém sido

realizados neste assunto a niveis ultraestrut(iiikaren, 1973; Rogermst al, 1976).

1.3.5.1 Sistema Reprodutor Masculino

O sistema reprodutor masculino € tubular, formaeto testiculo, vesicula
seminal e vaso deferente. O testiculo € subdividdo duas regides, uma zona
germinal, onde ocorrem as divisdes das espermatsgéruma zona de crescimento. A
zona de crescimento tem a forma de um cordédo ctutasé&onectadas radialmente a
uma estrutura denominada raquis. No final da zana&rdscimento ha uma estrutura
tubular, a vesicula seminal, que € responsaveegtmcar os espermatozoéides. O vaso
deferente € um ducto que separa a zona de cresoinhetesticulo da vesicula seminal.
Ele é dividido numa regido anterior glandular, enauregido posterior muscular, o

ducto ejaculatorio, que se abre na cloaca (Chitwb®d4; Roberts and Janovy, 1996).

1.3.5.2 Sistema Reprodutor Feminino

O sistema reprodutor feminino dos nematoides élaubformado pelo ovario,
oviduto, utero, vagina e vulva. Sabe-se que 0 ovaansiste de um saco tubular
formado por uma camada epitelial e por um cord@migal, sendo composto por uma
zona germinal e por uma zona de crescimento (Chdwb974). A regido posterior do

ovario dos nematoides é ocupada por um sinciciaol@ado contendo mitocondrias



arredondadas, enquanto oogonias de formato irneg@adesenvolvem no sincicio
(McLaren, 1973).

Estas oogbnias sofrem divisbes mitéticas rapidéenessultando em o0citos
primarios que sdo muito numerosos e preenchem etanpénte o [limen do ovario.
Estes odcitos contém um ndcleo grande e arredondadam denso nucléolo. O
citoplasma é granular e contém ribossomos, mitat@ndeticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi (McLaren, 1973).

Na regido de crescimento do ovario, 0s oocitassam células ainda maiores,
apresentando um nudcleo com grande e denso nuckesties odcitos sdo organizados
em torno de um eixo central chamado de raquisigeedo a ela através de pontes
citoplasmaticas. A raquis € uma massa sincicialmédeada. Os od6citos primarios se
desprendem entdo da raquis e passam atraveés ddoop@aia um canal de fertilizacédo
(McLaren, 1973; Prestage, 1960; Lee & Lestan, 1971)

O canal de fertilizac&o € preenchido por oOcitespermatozoides maduros. Em
Dipetalonema vitaeKrepkogorskaya, 1933 quando a regido anterior ul@andos
espermatozoides faz um primeiro contato com o odcétusa uma invaginagdo no
oolema (McLaren, 1973). O efeito imediato da fexditdo do odcito € a producdo de
uma segunda unidade de membrana além do oolem&(Lestan, 1971).

O zigoto deD. vitaeé uma célula alongada com citoplasma granular ndote
ribossomos, mitocéndrias e nucleo. Este zigoto camentdo a sofrer clivagens se
tornando um embrido multicelular que continua sesedvolvimento até formar
microfilarias no Gtero e estas sdo encaminhadasgpaagina (McLaren, 1973).

O atero é a parte mais longa do trato reprodutsemdo formado por uma

camada muscular de fibras circulares e obliqguasest@ embebidas numa lamina



basal, e por um epitélio celular (Chitwood, 197dgriz, 1988; Pilakasiet al, 2005).

No seu interior pode-se observar diferentes etdpadesenvolvimento, desde zigoto
(célula fecundada com casca de ovo), embrido &/&éhilas em divisdo com casca de
ovo) até microfilaria, que € uma larva de primezstagio que pode estar envolta por

uma bainha.

1.3.6 Microfilarias

Em algumas espécies de filarideos as microfil@@msenvolvidas por uma fina
membrana ovular frouxa denominada bainha. Abaixoailzha, a microfilaria apresenta
uma cuticula e, sob a cuticula, ha a presencaldesé&ub-cuticulares que formardo a
hipoderme e a musculatura, enquanto as célulastisasi&onstituirdo o tubo digestivo
e outros 6rgaos do verme adulto. O poro excretoarel nervoso séo observados numa
regido mais clara, sem nucleos. O poro genitalséepor e na regido terminal da cauda
sdo encontradas células germinativas que corresporabs primordios do aparelho
genital (Manson-Barh, 1952) e ndo apresentam pselaioa (Laurence & Simpson,
1971).

A maioria das espécies de microfilarias € envolia pma bainha que tem
origem embrionaria, surgindo das membranas dososd@asca de ovo) (Rogersal,
1976; Elliset al, 1978; Furhrman & Piessens, 1985). Embora a batehha uma
origem embrionéria, ela se difere da casca do awo estrutura e composicdo
(Schraermeyeet al, 1987a, b). Foi observado em carinii e emB. malayique a

quitina estad presente na casca do ovo que envaj@oz, mas estd ausente em

microfilarias mais maduras. A degradagdo da quitieste estagio de desenvolvimento



provavelmente ocorre para que seja possivel o aloaegto e a elasticidade da bainha
da microfilaria (Schraermeyeet al, 1987a). Acredita-se que as mudancas de
composicdo da bainha durante o desenvolvimento @mofitaria possam ser o
resultado da incorporacdo de produtos secretaddsipgaerme, o qual atravessa a
cuticula e se acumula adjacentemente a porcaoanter bainha (Aradjet al, 1994).

A bainha é uma estrutura composta de diferentesdasnas quais envolvem
todo o corpo da microfilaria de forma frouxa. Etddepresente apenas neste estagio de
algumas espécies de filaria, coinooa, L. carinii, L. chagasfilhoie W. bancrofti Em
algumas espécies tém-se observado que a bainhpamda da parede do corpo da
microfilaria por um espaco que contém material fogineo, enquanto em outras
espécies esta bainha mantém um contato com o darpacrofilaria (McLaren, 1972;
Lawrence & Simpson, 1974; Tongu, 1974; De Soefzal,. 1989; Moraes-Netet al.,
2001).

O estudo ultraestrutural de. loa e L. carinii demonstrou que a bainha é
composta por uma camada uniforme de material elg#rmso, ndo limitado por
membranas. Além disso, a observagcdo das micrefildm Utero de espécies destinadas
a estar desembainhadas no sangue demonstrou cmeniadfilaria é envolvida por
uma bainha tipica (McLaren, 1972).

Estudos prévios tém demonstrado que a bainh&/.deancroftié formada por
pelo menos quatro camadas bem definidas, enquamtB.emalayi hd apenas duas
camadas (De Sous al, 1989).

Acredita-se que a bainha e a epicuticula sdo aledgrimportancia na interacao
parasito-hospedeiro. Estas estruturas parecemesstalvidas no processo de evasao do

sistema imune (Klonisclet al, 1991). Estudos tém demonstrado a presenca de



diferentes residuos de carboidratos através dal@dectinas em diferentes espécies de

microfilarias (Araudjoet al, 1993, 1994; Shraermeyetral, 1987b).

1.4 Bactérias Intracelulares de Nematoda

Bactérias intracelulares de nematoides filariaigrh descobertas nos anos 70,
através da microscopia eletrdnica por McLaetnal (1975). Estes pesquisadores
especularam que esta bactéria poderia se tratdfottzachiasp., simbionte de insetos
vetores. Contudo, apenas em 1995 com o adventatbaib molecular, Sironet al
(1995) identificaram a endobactéria presente emimmitiscomo sendo do género
Wolbachia

Wolbachiasp. é uma bactéria da ordem Rickettsiaceae, eitlridentificada
na maioria das espécies de filarias, incluindo HBcipais espécies parasitas de
humanos:W. bancroftj O. volvuluse B. malayi Contudo, esta bactéria nao foi
observada emcanthocheilonema vita@Veiss & Tanner, 1979nchocerca flexuosa
Wedl, 1856L. loa e Setaria equingAbildgaard, 1789) (Taylor & Hoerauf, 1999; Hise
et al, 2004).

A bactéria pode ser detectada em todos os estédiatesenvolvimento do
nematoide e € muito abundante em vermes adultogdofT& Hoerauf, 1999). Esta
endobactéria esta presente em vacuolos intracsim@dliecos dos corddes hipodermais
de machos e fémeas, nos orgaos reprodutivos daaséennas microfilarias (Taylor &
Hoerauf, 1999; Kramert al, 2003). Analises ultraestruturais indicam quea est
endobactéria € arredondada, com cerca deuf,8le diametro, e € envolvida por uma
dupla membrana trilaminada e por um citoplasmaerwt granulos ribossonie

(Peixotoet al, 2001). Elas podem estar presentes em colénmleservacdo das



bactérias em divisdo no cordao hipodermal sugeeesga multiplicacdo ocorra neste
momento (Taylor & Hoerauf , 1999).

Diversos estudos em varios modelos filariais témahstrado que o uso de
antibioticos como tetraciclina e doxiciclina conti&olbachia sp. pode afetar
profundamente o desenvolvimento, a viabilidade fer@lidade dos parasitos filariais
(Taylor et al, 2000a; Taylor & Hoerauf, 2001). Os maiores efeilo tratamento com
antibioticos sdo: (1) ndo ocorre muda da larvaciafge para verme adulto; (2)
incapacidade reprodutiva do nematdide (esterilzadd verme adulto); (3) eventual
perda da viabilidade, incluindo atividade adult&cidayloret al, 2000a). Desta forma,
estudos indicam queNolbachia sp. € fundamental para o desenvolvimento e
sobrevivéncia do nematdide filarideo.

Estudos recentes com oncocercose humana demansijae o tratamento com
doxiciclina pode eliminar Wolbachia sp., levando ao completo bloqueio da
embriogénese e reducdo das microfilarias na pele epratamento com ivermectina
(Hoeraufet al, 2001).

Atualmente, tem sido demonstrado que uma potente igidade inflamatéria
dos nematoides filarideos € mediada por uma atividi@ endotoxinalike derivada
de bactérias simbidticas intracelulares (Tayloet al., 2000b; Brattig et al., 2000). A
atividade endotoxinalike desta bactéria € mediadora da inflamacéo sistémica
ap0s tratamento com ivermectina e também ¢é respong pela patogénese
inflamatdéria de ceratite ocular em murinos utilizados como modelo da
oncocercose (Saint Andret al., 2002).

Em filariose humana, a liberacdo da bactéria mgsa apos o tratamento anti-

filarial dos vermes esta fortemente associada @andes inflamatdrias sistémicas em



pessoas infectadas coBr malayi (Crosset al, 2001). Isto sugere que na morte do
nematoide, Wolbachia sp. € liberada no sangue e exposta ao sistema imune do
hospedeiro. Produtos da bactéria também parecelibeedos dos vermes vivos e sédo
responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos gandb o adultd®. volvulus(Brattig
et al, 2001). Isto confirma que os antigenos do enddsente sao reconhecidos pela
resposta imune e suportam a idéia de que a respoatee aWolbachiasp. pode
contribuir para a patogénese filarial (Taylor, 2002

Em vista da importancia daWolbachia sp. para a sobrevivéncia,
desenvolvimento e patogénese do parasito linféilexdal no hospedeiro humano, uma
nova estratégia quimioterapeutica utilizando aétibdbs da classe tetraciclina deve ser
investigada (Taylor & Hoerauf, 1999; Taylat al, 2000a). Aléem disso, estudos
adicionais sdo necessarios para que haja uma nwhgpreensao da interacdo entre o

nematodide e a bactéria.

1.5 Classificacdo Taxon6mica

O Filo Nematoda se divide em duas grandes clasSkesse Adenophorea
(=Aphasmida) e Classe Sercenentea (=Phasmida). a&s€lAdenophorea contém
nematoides que nao apresentam fasmideos (6rgaesiveEnlocalizados na regido
posterior do corpo). A maioria das espécies € dea livre e apenas algumas sao
parasitas. As espécies de vida livre incluem fortea®stres e de agua doce e quase
todas as formas marinhas (Roberts & Janovy, 19app&t & Barnes, 1996).

A Classe Sercenentea ou Phasmida contém nematpidgsossuem fasmideos.

A maioria das espécies parasitas faz parte destaechléem das espécies de vida livre



que habitam no solo. Nesta classe podemos encamii@Ero ordens principais:
Ascaridida, Spirurida, Rhabditida e Strongylida fRert & Barnes, 1996).

Os nematoides pertencentes a ordem Spirurida @omsgm es6fago dividido em
uma porcao muscular anterior e uma porcao glanghdsaterior (as vezes indistinto),
sendo a regido anterior mais curta que a post@meestadios larvares se desenvolvem
até a forma infectante (larva de 3° estadio) dedegoum hospedeiro intermediario
(Chabaud, 1975). As superfamilias Acuarioidea, Clamaidea, Diplotriaenoidea,
Dracunculoidea, Filarioidea, Gnathostomatoidea, rbedadmatoidea, Physalopteroidea,
Spiruroidea e Thelazioidea pertencem a esta ordem.

A superfamilia Filarioidea abrange um grupo deanigmos que invadem com
sucesso a corrente sanguinea, o tecido conjuntiaaavidade dos vertebrados. Todas
as espécies sdo de importancia meédica ou veteriedapresentam como hospedeiro
intermediario um artropode hematofago (Smith, 1992)

Na familia Onchocercidae (Leiper, 1911) (= Dipet@&matidae (Wehr, 1935))
as fémeas tém a vulva bem atras do anel nervosnaoBos apresentam espiculos de
tamanhos e formas diferentes e o es6fago podevédidd ou ndo. As microfilarias séo
encontradas no sangue, linfa ou pele do hosped€@go.vetores sao artrépodes
hemat6fagos. Os nematoides desta familia sdo fzrade anfibios, répteis, aves e
mamiferos (Chabaud, 1975).

A subfamilia Onchocercinae é caracterizada por cawaa longa, ndo alada e
espiculos marcadamente desiguais (Chabaud, 19ik&ysDs géneros pertencem a esta
subfamilia, entre eldstomosoidesWuchereriae Brugia.

O génerd.itomosoideChandler, 1931 inclui 28 espécies de parasitoseptes

na cavidade toracica e/ou abdominal de morcegesiores, e marsupiais. Algumas



espécies foram descritas de roedores do BraslctanoL. carinii (Travassos, 1919)
em Sciurussp. Linnaeus, 1758;itomosoidessilvai Padilha & Faria, 1977 emkodon
cursor [syn. A. arviculoides (Winge, 1887)]; Litomosoideslegerae Bain, Petit &
Berteaux, 1980 er@xymycterus quaestgsyn.O. hispidusPictet, 1843)Litomosoides
galizai Bain, Petit & Diagne, 1989 e@ecomys trinitatis tapajinu@illen & Chapman,
1893); eLitomosoideskohnaeBain, Petit & Diagne, 1989 emectomys squamipes
Brants, 1827.

Litomosoides chagasfilhdNematoda: Filarioidedpi descrito por Moraes-Neto
et al (1997) parasitando a cavidade abdominaAdeursot no Brasil. Este filarideo
apresenta um corpo branco, alongado e cilindrico.eAremidade cefélica é
arredondada, apresenta cuticula com padrdo dentabiebertura oral simples, sem
labios, circundada por quatro papilas cefalicasrivets e duas externas e dois anfideos
bem desenvolvidos. Ha quatro papilas cefalicagnatee duas externas, dois anfideos
bem desenvolvidos, e alteracdes cuticulares formama labirinto. A abertura oral é
levemente deslocada do eixo principal do corpo. #@psala bucal apresenta
comprimento maior que a largura, tem paredes @siéis finas, e a extremidade
posterior esta inserida na extremidade posteritifosa do es6fago. O esbéfago ndo é
dividido em duas porgbes. O corpo € cilindrico,dsemais estreito ap6s a abertura
cloacal dos machos e apo0s o anus das fémeas, iadegm uma cauda alongada (Fig.
1).

Os machos apresentam espiculos desiguais, sendoo gespiculo maior
apresenta um cabo mais longo que a lamina e posguhaste quitinizada; as bordas da
primeira metade da lamina apresentam grandes asambnanosas, dobradas

longitudinalmente e vistas claramente, mesmo s&sed¢do. As asas se tornam mais



estreitas na segunda metade da lamina, a quakapeasma bainha muito mais longa

que o espiculo. O espiculo direito ndo € bem de#do, possui uma extremidade

estreita e com uma pequena porcao lanceolada. ranexiade posterior do corpo €

espiralada com 4 giros e apresenta 1 par de paulatoacais, 4 a 6 pares de papilas
pos-cloacais e 1 papila impar subterminal (Moraete bt al, 1997) (Fig. 1).

As fémeas apresentam uma vulva localizada ap@sgig eséfago-intestino
sendo envolvida por um labio anterior fino e por ywosterior mais grosso. A
terminacdo caudal é arredondada e apresenta udegasmidios. A fémea é vivipara.
As microfilarias apresentam bainha (Moraes-Natal, 1997) (Fig. 1).

Deste modo, podemos classificaitomosoides chagasfilhoMoraes Neto,
Lanfredi & De Souza, 1997 da seguinte forma:

Filo Nematoda
Classe Sercenentea (=Phasmida)
Ordem Spirurida
Superfamilia Filarioidea Weinland, 1858
Familia Onchocercidae (Leiper, 1911P{petalonematidae (Wehr, 1935))
Subfamilia Onchocercinae Leiper, 1911
Génerhitomosoidehandler, 1931
Espécigitomosoides chagasfilhdvloraes Neto, Lanfredi & De Souza,

1997



Fig. 1: Microscopia de luz deitomosoides chagasfilhoi

A-M: Fémeas dé.. chagasfilhai A. Regido anteriorB. Regido do esbdfagd;-E. Capsula bucal de 3
espécimesk. Vista frontal da regido anteridG, H. Vulva, visdes ventral e lateral, respectivamehté;
Cauda, visbes lateral e ventral, respectivameliteSeccdo transversal abaixo da vulia; Seccéo
transversal proximo a regido posterigl; Microfilaria. Barras: A, B, G-L 10@m; C-E 50um; F 5um;

M 25 pm.

N-X: Machos dd.. chagasfilhai N. Regido anteriorQ-Q. Capsula bucal de 3 espécimes, vista lateral;
R. Vista frontal da regido anterios, Cauda com espiculos direito e esquerdo, vistealafe Detalhe da
area rugosa presente na regido postedorEspiculo esquerdo apresentando longas asas meyshasan
dobradas longitudinalmentd/. Espiculo direito apresentando uma porcdo semahartingua” na
porcéo distal, visdo lateraK. Regido posterior espiralada apresentando areaaug@spiculos, visao

lateral. Barras: N, S, T, U, X 1Q0n; O-Q, V 50um; R 2um.






1.6 Ciclo de Vida

Litomosoidesspp. apresentam como hospedeiro invertebrado experiinenta
acaro hematéfagoOrnithonyssus bacoti(Hirst, 1913). Este acaro, ao realizar
hematofagia, ingere as microfilarias, que perddmaiaha em poucas horas (Betrai
al., 1946). Estas larvas perfuram a parede intedfima@icaro e caem na hemocele, onde
sofrem duas mudas, originando uma larva de 2°iedtiag) salsichdide e, em seguida,
uma larva de 3° estadiojL(Bertramet al, 1946; Williams, 1948). As larvas de 3°
estadio constituem a forma infectante para o haspedhvertebrado. O intervalo de
tempo da ingestao das microfilarias a maturacadasteas infectantes é de 14 a 36 dias
(Bertram, 1947; Bertram, 1965). Ao praticar hemaga, as larvas infectantes
presentes no acaro penetram no roedor através glzeme lesdo feita durante a
alimentacdo. Na pele, as larvas penetram nos gas@glineos periféricos e migram por
guatro a seis dias para os locais de permanéntiratida (cavidade abdominal). Ao
chegar na cavidade, ocorrem duas mudas que origaisdarvas de 4° estadio e adultos
jovens e finalmente os vermes se tornam adultastt(8&cal, 1951; Bertram, 1965). As
microfilarias liberadas pelas fémeas adultas legarna de um dia para sair da cavidade
abdominal e atingir a corrente sanguinea atravégdiindes ou do coracao (Kershaw,
1949) (Esquema 2). O ciclo biolégico experimentalLd chagasfilhoié mantido no
Laboratério de Biologia de Helmintos Otto Wucheun#tizando Ornithonyssugacoti
como hospedeiro intermediario experimentaD periodo pré-patente, ou seja, da

infeccdo a deteccao de microfilarias sanguineaalpahagasfilhoié de 65 a 75 dias.






1.7 Tratamento

Em 1997 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) deeidotar medidas para
eliminar a filariose linfatica como um problema daude publica (WHO, 1997a).
Dentre as diversas medidas de controle da filariasmais eficaz é o tratamento em
massa utilizando quimioterapicos, uma vez que destaa todos os membros de uma
comunidade com infec¢des no periodo pré-patentefeccoes patentes sdo tratados ao
mesmo tempo (WHO, 19%/ b).

Até pouco tempo, dietilicarbamazina (DEC) era o aini@rmaco utilizado
(WHO, 1994). Contudo, uma combinacao de 6 mg/kdiel@carbamazina e 400 mg de
albendazol surgiu como uma alternativa adicionatratamento da filariose (WHO,
2000b). A marcante atividade microfilaricida destessd@rmacos faz deles adequados
ao tratamento anual designado para controlar artnasdo imediata e, em longo prazo,
prevenir a morbidade (Ottesehal, 1997). Entretanto, estes farmacos ndo devem ser
administrados a criancas com menos de dois anadade, mulheres gravidas ou
amamentando e a pessoas com sérias doencas aguaasioas (WHO, 2000).

Em regides da Africa ond®. volvulusou L. loa s&o co-endémicos Cohv.
bancrofti o uso de DEC precisa ser evitado, uma vez qeefésnhaco pode induzir
sérias reacoes adversas pela rapida morte dasfitarias destes dois outros filarideos
africanos (Ottesen, 1993).

Em pacientes tratados com uma dose Unica de DHBendazol, observou-se
que além da significante atividade microfilaricida, nivel de antigenos filariais
circulantes provenientes de vermes adultos viaeeigziu progressivamente (Ismatl

al., 1998).



Num estudo na india, ap6s a administracio de DE@Is® (6mg/kg) e da co-
administracdo de DEC (6 mg/kg) com albendazol (#@f) em individuos comW.
bancrofti observou-se que a combinagcdo dos dois farmacdozitea prevaléncia da
microfilaremia em 61%, enquanto que os individucstatos apenas com DEC
apresentaram uma reducéo de apenas 36%. Deste foioctmcluido que a dose Unica
anual combinando DEC + ALB tem um efeito elevadot@ microfilarias dew.
bancroftise comparado com a terapia que utiliza apenas imaééd (Rajendraet al,
2006).

A comparacao da utilizacéo de diferentes anti-h&iods foi testada em grupos
de individuos infectados pdvansonella perstangMansons, 1891). Apesar de DEC
reduzir a microfilaremia na maioria dos casos,fecigho néo foi eliminada, enquanto a
utilizacdo de mebendazol apresentou-se mais efetivaducao da infeccdo. Contudo, a
combinacdo DEC + mebendazol resultou em uma atleidaais significativa que o uso
de apenas um farmaco sozinho (Bregdril, 2006).

Estudosin vivo com modelos experimentais podem elucidar muitpeass do

tratamento e do mecanismo de acdo destes farmacos.

1.7.1 Albendazol

O albendazol € um benzimidazol que foi originalreestésenvolvido como um
fungicida de plantas e mais tarde como um anti-ii¢éloo de uso veterinario. O
primeiro benzimidazol desenvolvido e licenciado aparso em humanos foi o
tiabendazol em 1962. Desde entdo, quatro outrogirb@lazoles (mebendazol,
flubendazol, albendazol, triclabendazol) foramd@ados para uso em humanos em

todo o mundo (Horton, 2000).



Os benzimidazoles sdo anti-helminticos de ampleatgp que apresentam um
mecanismo de acao principalmente contra nemat@aksointestinais. Sabe-se que seu
modo de acdo envolve sua ligacdo a moléculag-tibulina do nematdide mais
seletivamente do que a moléculas fletubulina do hospedeiro. Desta forma, a
formacdo dos microtubulos € inibida havendo umalgete transporte de vesiculas
secretorias e incapacidade das células intestd®isaptarem glicose (Martiet al,
1997). O albendazol apresenta atividade tantitro comoin vivoem modelos animais
e em humanos. Entretanto, pouco se sabe sobre anis®o de acdo de albendazol,
principalmente sobre filarideos. A administracdo 3@ mg/ kg de mebendazol
diariamente por trés semanas em pacientes ©omaolvulus demonstrou que este
farmaco teve um efeito apenas fracamente micrwiitkx. Contudo, foi observado um
efeito bastante embriotoxico nas fémeas adultaafxvet al, 1982).

Em muitas comunidades em desenvolvimento, a corastnsicdo de albendazol
com DEC ou ivermectina também proporciona uma sdeiebeneficios para saude
publica, uma vez que albendazol age contra divdrsimsintos intestinais (Ismaét al.,
1998; Beau de Rochaes al, 2004). A raz&o para o0 uso desta combinacaordeds
€ primeiramente o desejo de um regime dose Unitav@fpara o tratamento em massa,
em segundo a morte de vermes adultos e micro8laeiafinalmente prevenir a

emergéncia de cepas resistentes (Mak, 2004).

1.7.2 Dietilcarbamazina (DEC)

Dietilcarbamazina (DEC), o farmaco mais utilizadntratamento de infec¢des

causadas por varias espécies de filarideos, fobdesta como tendo atividade filaricida



por Hewittet al (1947) usando como modelo experimehigdmosoides sigmodontis
parasitando o roedoBigmodon hispidusSay & Ord, 1825. Sua atividade contra
microfilarias deW. bancroftiem pacientes humanos foi subsequientemente dendmstra
por Santiago-Stevensagt al (1947). Apesar de estar sendo largamente utdizax
tratamento da filariose por mais de 60 anos, como afietivo microfilaricida, o
mecanismo de acdo deste farmaco ainda nédo é camplete compreendido.

Estudos farmacologicos tém demonstrado que DEeEfene no metabolismo do
acido araquidbnico, bloqueando assim a producdo edsandides como as
prostaglandinas, que sédo potentes vasodilatadoaéisagn inibidores de agregacao de
plaguetas e adesdo endotelial (Daeieal, 1984). Estas prostaglandinas, como PGE2 e
PGI2, sdo produzidas por microfilarias, o que fi@cisua passagem pela rede de
capilares por aumentar o diametro destes. DEC blacau producédo de PGE2 e PGI2
tanto das microfilarias quanto das células endotglcausando assim a constricdo dos
capilares e impedindo a passagem da larva (Kanessafet al, 1991). Outros
estudos tém demonstrado que DEC aumenta o nivabencia da microfilaria ao
endotélio vascular, a plaguetas e granulécitoss¢eies & Beldekas, 1979; Maizels &
Denham, 1992). Desta forma, juntamente com a vastrigho, a adesdo celular do
hospedeiro contribui para a atividade antifiladalDEC.

Sabe-se que DEC exerce uma resposta imadiatao. Apds quatro minutos de
uma injecao intravenosa de DEC em pacientes podadte filariose bancroftiana, a
microfilaremia sanguinea diminuiu em 60% (Hawkind &urie, 1949). En®. hispidus
foi observado um decréscimo de 80% nas microfdésenguineas apdés um minuto da

injecdo de DEC (Hawkingt al, 1948).



No entanto, alguns autores demonstraram que D& apresenta nenhum
efeito filaricidain vitro (Hawking et al, 1948; Hawking & Laurie, 1949), a ndo ser
quando utilizado em concentracbes supraterapéufl@ashamet al, 1978). Num
estudain vitro verificou-se que DEC aumenta a aderéncia de greibegoderivados do
sangue de gato a superficie de microfilariaBd@ahangi Os parasitos se tornaram
imobilizados e em seguida degeneraram, sugerinde Q&EC deve agir nos
componentes do hospedeiro (Johnsoral 1988). Deste modo, acredita-se que DEC
apenas estimula a defesa do hospedeiro, aumerdaamtieréncia microfilarial as células
endoteliais e granulécitos, ndo apresentando umontickto de acdo (Maizels &
Denham, 1992). Schardegt al (1968) descreveram modificacdes ultraestruturas
microfilarias delL. carinii apés administracdo de DEC a gerldisriones unguiculatus
(Milne-Edwards, 1867). Estes autores observaramofilérias desembainhadas e, apos
4 horas, foram observadas a lise e fagocitosedkstas. No entanto, estes autores ndo
excluem a possibilidade da destruicdo da micradilaer causada pelo sistema imune,
nao sendo claro se DEC causa o desembainhameatangénte ou indiretamente por
fatores do soro.

Contudo, estudos recentes utilizando microscdpiadmica de transmissao e de
varredura tém demonstrado os efeitos de EGtro na ultraestrutura de larvas e
bancrofti sugerindo que DEC apresenta um modo direto de &¢éréncio & Peixoto,
2003; Peixoteet al, 2003; Alveset al, 2005). Apés o tratamento de microfilariasvile
bancrofticom DECin vitro, foram verificadas diversas alteracdes ultraastaig como
perda da bainha, formacdo de vacuolos, lise celulasorganizagdo celular com

abundantes organelas eletrondensas e formacaorpiesdamelares. Além disso, foi



observada a presenca de leucdcitos aderidos disigdas microfilarias (Floréncio &
Peixoto, 2003; Peixotet al, 2003).

Larvas infectantes @ de W. bancrofti também foram analisadas
ultraestruturalmente apos tratameimovitro com DEC. As larvas incubadas com 3
ug/ml de DEC nao sofreram nenhuma alteracdo. Enteetapés a incubagcéo com 5 e
10 ug/ml de DEC foi observada uma desorganizacdo celaan organelas
eletrondensas degenerando e numerosos vacuol@ndonesiduos de organelas, além
da presenca de corpos lamelares na hipoderme. Bumas microfilarias, houve
completa destruicdo da célula muscular e danoscélatas neuronais (Alvest al,
2005).

Os efeitos de DEC sobre a ultraestrutura de nii&risls de W. bancrofti
também foram estudados apos trataméntavo. Passados 40 minutos do tratamento
de um individuo microfilarémico com 6 mg/kg de DEfliase todas a microfilarias
perderam suas bainhas e, em algumas delas, a @ariada bainha da microfilaria na
superficie da larva pode ser detectada. A cromatinadensada também foi observada
nas células somaticas, e varias microfilarias amtasam numerosos vacuolos. Apés
uma hora do tratamento de outro individuo com D&Cdanos foram mais severos,
com completa lise de todas as organelas celularpsegenca de uma membrana
plasmatica intacta envolvendo um espaco eletroahisec sugerindo um processo
autolitico. Deste modo, acredita-se que DEC posSm@ar um processo de apoptose
(Peixotoet al, 2004).

Peixoto (2005) verificou que algumas fémeas We bancrofti obtidas de
voluntérios que receberam o tratamento recomendad® dias com DEC, mostraram

regides do Utero com poucos embrides, e outrasa@mé@o mostraram nenhum



embrido, indicando um possivel decréscimo da iftatie no nematdide causado por
este farmaco.

Em um experimento utilizando gerbis infectados ddnpahangi verificou-se
que 30 minutos ap6s uma dose de 100 mg/kg de DfeGda intraperitonealmente
houve uma rapida reducdo da microfilaremia. Cont@da 4 horas depois, este valor
comecou a aumentar. Também foi observado que 30tosirapos o tratamento houve
uma reducdo das microfilarias que estariam nos @sne um aumento destas na
musculatura, sugerindo uma migracdo das micradagie um sitio para o outro. Como
a concentracdo de DEC 30 minutos ap0s o tratanegatuito menor na musculatura
do que nos pulmdes, acredita-se que as microBl@stariam evitando o contato com
estas altas concentracfes e, além disso, suazbgidi extravascular previniria ataques
por células efetoras do hospedeiro (Shigetral., 2006).

O tratamento de um grupo de individuos infectadws @&. bancrofticom 6
mg/kg de DEC a cada 6 meses, por 4 anos, demonstraueducado da intensidade dos
antigenos filariais circulantes especificos paranes adultos. Verificou-se entdo que a
acao de DEC na viabilidade dos vermes adultosté Emgradual, e que a repeticdo do
tratamento tem um profundo efeito na viabilidadste® helmintos (Simonsest al,
2005).

Apesar dos programas de administracdo de farmavnoma&ssa apresentarem
sucesso na reducdo da microfilaremia, os progragea®liminacdo dependem de
escassas verbas da saude publica (Bakl, 2004). Na China, o uso de sal fortificado
com DEC contribuiu enormemente para a eliminacatvatemisséo da doenca (et
al., 1992). O estabelecimento de um programa quizeutdl sal fortificado com DEC

parece ser uma alternativa capaz de eliminar aola de forma econdémica, além de



oferecer uma enorme possibilidade de reduzir aafii@remia a limiares bastante
baixos, diminuindo a transmissao (Lamreiel, 2007).

Pouco se sabe sobre o real mecanismo de acdo QECiem um papel
fundamental no controle e tratamento da filaridSeste modo, estudos adicionais
precisam ser realizados.

Esforcos para interromper a transmisséao e elinarfdariose linfatica como um
problema de saude publico certamente dependenadgsanhas efetivas de tratamento
em massa e outras estratégias de saude publibandc controle de vetores quando
apropriado. Contudo, a auséncia de dados sobrent@xto sdcio-cultural de cada
comunidade tem se tornado um obstaculo fundamgpatal articular os programas de
forma apropriada e com capacidade de resposta lidagsa de cada comunidade.
Acredita-se que ndo haja conhecimento suficiensefatores socio-culturais associados
a presenca e ao tratamento da enfermidade. Mésmbisdgicos devem ser utilizados
para corrigir esta deficiéncia e assegurar a codgido da comunidade na execugao dos
programas da filariose linfatica, e a manutencadcéxito em diferentes localidades
(Wyndet al, 2007).

Devido as dificuldades de obter filarideos humamapiestdes éticas, modelos
experimentais tais como. sigmodontiChandler 1931 &. chagasfilhoiMoraes-Neto,
Lanfredi & De Souza, 1997 tém sido mantidos em wgies laboratoriais em diversos
centros de estudo. O uso destes modelos permitenetr compreenséo da biologia
filarial, da relagdo parasito-hospedeiro, além deilar no desenvolvimento de

farmacos e permitir uma melhor compreenséo do nsoarde acdo dos mesmos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

A proposta do presente estudo foi descrever ulttgesalmente o sistema
reprodutivo das fémeas dle chagasfilhoipor microscopia eletrénica de transmissao e
verificar a presenca da bactéria endossimbiomMelbachia sp. Além disso, a
observacdo da microfilaremia e das alteracOes esliaurais causadas pela
administracaan vivo de albendazol, DEC e da co-administracdo destas diwmas

foram estudadas a fim de elucidar o mecanismo &@le @gs mesmas.

2.1 Objetivos Especificos

e Caracterizar ultraestruturalmente fémeas d#&omosoides chagasfilhoi

provenientes de roedorebldriones unguiculatysndo tratados, descrevendo

principalmente o sistema reprodutor feminino;

» Verificar através de microscopia eletrénica dedmaisséo a presenca da bactéria

endossimbiont&Volbachiasp.;

* Analisar ultraestruturalmente as fémead.dehagasfilhoiapds o tratamentm

vivo deM. unguiculatusom albendazol;

* Analisar ultraestruturalmente as fémead._dehagasfilhoiap6s o tratamentm



vivo deM. unguiculatussom DEC;

» Analisar ultraestruturalmente as fémead.dehagasfilhoiapds o tratamentm

vivo deM. unguiculatusom a co-administracdo de DEC com albendazol.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Infeccdo Experimental de Roedores da Espédweriones unguiculatus

Os roedoresMeriones unguiculatusforam infectados experimentalmente
utilizando como vetor acaros da espé@enithonynssus bacotcontendo a larva
infectante de 3° estadio, de acordo com Beraal (1946). O ciclo dd.itomosoides
chagasfilhoié mantido no infectério do Laboratorio de Biologia Helmintos Otto

Wucherer desde 1995, com temperatura de 28-30#@dade de 80-85%.

3.2 Diagnostico e Andlise da Microfilaremia

O sangue dos roedor@s. unguiculatusfoi analisado 70 dias apds a data de
infeccdo, através do método de gota fresca parandagsio de microfilarias de.

chagasfilhoi.

3.3 Tratamento dos Roedores:

Os roedores foram tratados com uma dose Unicayralade dietilcarbamazina
(DEC) (6 mg/kg ou 12 mg/ kg), albendazol (Zent¢40 mg ou 80 mg) ou com a co-
administracdo de DEC + albendazol (Zentéé mg/kg de DEC + 40 mg de albendazol
ou 12 mg/ kg de DEC + 80 mg de albendazol), 126 d@s a infec¢do. Eles foram
tratados pela manha, apds periodo de 15 horas jdm. jgComo controle foram

utilizados os nematoéides provenientes de roedo@iestratados. Todos os roedores



apresentavam a mesma idade.

3.4 Obtencédo de Vermes Adultos

Os roedores experimentalmente infectados, tratado®io, foram necropsiados
14 dias apdés a administracdo das drogas, e o0s yvadchdtos presentes na cavidade
abdominal foram lavados em solucédo salina 0,9%afis em glutaraldeido 2,5 % +

paraformaldeido 4% em tampé&o cacodilato de sodid,(pH 7,2.

3.5 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

O processamento do material para microscopia eieaéde transmisséo foi
realizado de acordo com Haddadl al. (1998). Apdés a fixacdo as fémeas de
chagasfilhoiforam cortadas em pequenos pedacos com auxiliomdemicroscépio
esteroscopico para permitir assim uma melhor pagédrda resina durante o processo
de inclusdo. Para isto eles foram colocados em plaea de Petri forrada com um
pedaco de Parafilfnpara amenizar a pressdo durante o corte, queifoi dom uma
lamina cortante. Foram processadas amostras derdds regides do corpo da fémea.

Em seguida, o material foi lavado em tampéo caatmdid,1 M pH 7,2 e pOs-
fixado em tetroxido de 6smio a 1%, ferricianetopdgassio 0,8% e cloreto de calcio
5mM em solugdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 genca de uma hora. Foram
realizadas trés lavagens de cinco minutos cadaesmm tampé&o. A desidratagéo foi
feita em uma série crescente de acetona (30%, B0%, 90% e 100%, 30 minutos em

cada, sendo as duas ultimas vezes em acetonasagagr O material foi lentamente



infiltrado em uma série crescente de acetona-réBioigbed): (5:1), (4:1), (3:1), (2:1),
(1:1), (1:2), (1:3), (1:4), (1:5) e resina purastréezes (24 horas cada etapa) e
polimerizado na mesma resina em estufa a 60° C4fohoras. Os blocos foram
trimados, e em seguida foram feitos cortes ulteafide aproximadamente 60 nm com
auxilio do Ultramicrotomo Supernova ou RMC. Os esrtoram recolhidos em grades
de cobre com 200 ou 300 malhas. A contrastacdeifaicom acetato de uranila aquosa
5% e citrato de chumbo 1%. O material foi observadoicrografado no microscépio

eletronico de transmissao Zeiss 900, JEOL 1200eiss206.



4. RESULTADOS

No momento da necropsia, 0s nematodides provesiee diferentes roedores

(tratados e nao tratados) estavam vivos, e comnuotiidade aparentemente normal.

4.1 Ultraestrutura das fémeas dé itomosoides chagasfilhoi

4.1.1 Parede do corpo

Através da microscopia eletronica de transmissdopdssivel observar que
Litomosoides chagasfilhoapresenta uma parede do corpo formada por cuticula
hipoderme e camada muscular (Figs 2,3). Em cootegitudinais foi possivel observar
invaginacdes na cuticula, denominadas estriacogsulewes (Fig. 5). A cuticula é
composta por diferentes camadas morfologicamestmt@is. A camada mais externa é
a epicuticula, que é trilaminar. Logo abaixo dacegicula, temos a cuticula
propriamente dita formada por quatro camadas: caroadical, camada intermediaria,
camada fibrosa e camada basal. Entre a camadméuiria e a camada fibrosa ha a
presenca de uma linha eletrondensa. A camada batalintimamente associada a
hipoderme, e a partir dela saem membranas congdbatstante eletrondensas que estéo
mergulhadas na hipoderme ou no cordao hipodernwl g}

A hipoderme é uma camada sincicial presente logixalda cuticula onde ha,
além das membranas convolutas que a atravessafis pafocondriais e reticulo
endoplasmatico (Figs 4,5). Esta camada emite pgaloentos entre as fibras
musculares na direcdo do pseudoceloma, formandordées hipodermais (Figs 6, 7).

Perfis mitocondriais podem ser encontrados emattes regides da hipoderme, mas se



encontram mais concentrados principalmente préximoscuticula, proximo as
membranas convolutas (Fig. 6). Abaixo destes penit®condriais ha uma grande
quantidade de bactérias (Figs 6, 7). A regidao ddam hipodermal mais proxima do
pseudoceloma apresenta um aspecto esponjoso (FIgse possui finas fibrilas (Fig.
7). Todo o citoplasma hipodermal apresenta um é&sjgeanular.

Abaixo da fina camada de hipoderme ha uma muscalasitriada, formada por
fibras presentes entre cada corddo hipodermal gudispoem longitudinalmente ao
longo do corpo (Figs 2, 3). Cada fibra possui usgiao contratil e uma regido néo-
contratil. Em cortes transversais € possivel olbsejue a porcao contratil € formada
por miofilamentos organizados entre corpos denBi@s.porcdo ndo contrétil, mais
proxima do pseudoceloma, se encontram organelagad tais como reticulo

endoplasmatico e perfis mitocondriais (Figs 2,3).

4.1.2 Sistema Reprodutor

O ovério del. chagasfilhoiquando observado em secc¢des transversais € circula

e composto por um epitélio envolvido por uma lantiasal, que consiste de uma Unica
camada de células alongadas contendo citoplasmaulgra com reticulo

endoplasmatico, complexo de Golgi, perfis mitoca@isre um nucleo com um denso
nucléolo (Figs 8). O ovario ndo apresenta fibrasaulares. Ele é composto por odcitos
primarios que estdo arranjados radialmente. Cadatoo@rimario apresenta um

citoplasma granular com perfis mitocondriais, rdtcendoplasmatico e nucleo com
nucléolo (Figs 8-10). Estes odcitos priméarios nsid livres no gonotucto, mas estao

centralmente conectados em torno de um eixo cen#&alraquis, por pontes



citoplasmaticas até que eles se tornem madurosi(Ejg

A parede uterina consiste de finas fibras muscsilaneculares e obliquas
envolvidas por uma lamina basal e por um epitéliaix dessa lamina. Na célula
epitelial, imediatamente abaixo da lamina basalutmalabirinto baso-lateral formado
por invaginacdes da membrana. Neste epitélio, h@asvé@rganelas tais como perfis
mitocondriais, complexo de Golgi, reticulo endopiatco e nucleo com nucléolo e, na
membrana adjacente ao limen, apresenta invaginagieaspecto esponjoso (Figs 12-
14). Algumas vezes a parede uterina esta adjaeepéeede do corpo, ao intestino ou,
em outros cortes, foi possivel observar duas pareeinas adjacentes sendo separadas
pelo pseudoceloma (Figs 2, 12, 14).

A porcao distal do utero apresenta diversos esperndides ameboides e
aflagelados livres no limen ou adjacentes a swupeitiminar do epitélio uterino (Figs
15, 16). Em cortes longitudinais, foi possivel obae o formato amebdide do
espermatozoide, que apresenta organelas concenteadauma extremidade e um
citoplasma granular livre de organelas na outrareextlade (Fig. 15). Cortes
transversais da regido com organelas do esperni@dodémonstraram a presenca de
um cromossomo eletrondenso, varios perfis mitodaisdarredondados e organelas
membranosas. Estas organelas membranosas estaramemte em contato com a
membrana plasmatica (Figs 18 e 19). Alguns espemfiales estavam proximos aos
o0citos, que apresentam em seu citoplasma retécoplasmatico e algumas bactérias
ovais ou arredondadas (Fig. 17).

Dentro da regido distal do utero, foram observazigstos. Estes zigotos séo
cobertos por uma casca de ovo eletrondensa bemd#eé, abaixo desta casca ha uma

tipica unidade de membrana ou oolema. O citoplaénggianular contendo reticulo



endoplasmatico, perfis mitocondriais e ndcleo cawlgolo. Além disso, no citoplasma
h& a presenca de bactérias que estavam organigadaslonias em algumas regides
(Figs 20-23). Algumas destas bactérias estavamias@d (Fig. 23).

Na regido média do sistema reprodutor da fémeaéhdas embrionarias
estavam em divisdo envolvidas pela casca do ovenualgumas regides estavam em
intimo contato com a parede uterina (Fig. 24). Moptasma dos embrides foram
observados reticulo endoplasmatico, vacuolos eealedm nucléolo, e neste estagio de
desenvolvimento, algumas bactérias foram obsery&iigs 24-27).

Os embribes crescem e se diferenciam ao longo ato étna regido distal do
sistema reprodutor da fémea, o desenvolvimentd diaa microfilarias foi observado.
Estas microfilarias sdo envolvidas por uma baintdrandensa, ndo limitada por
membranas (Figs 28-31). Elas apresentam uma fineutaicom estriacdes transversais.
Abaixo da cuticula ha a presenca de uma hipodencenspicua, formando corddes
hipodermais onde o nucleo foi observado. A porcéotrétil da célula muscular
também foi observada. Além do nucleo hipodermagg#io pseudocelbmica apresenta
uma regido nuclear proveniente das células somsafitig. 32). Algumas microfilarias
tém sua bainha em intimo contato com o epitélioinde O epitélio apresenta, nesta
regido, uma grande quantidade de vesiculas préxambainha, em contato com a
microfilaria (Fig. 33).

O estudo da fémea de chagasfilhoipermitiu o conhecimento ultraestrutural
desta espécie, servindo como controle para os iexg&ios subsequlentes utilizando

tratamentos com albendazol, DEC e com a co-admagéb de DEC com albendazol.



4.1.3 Parede intestinal

A parede intestinal € composta por uma fina cantel@&élulas epiteliais de
formato irregular envolvida por uma lamina basaltr& estas células ha a presenca de
juncdes septadas, e no interior de cada célulatiné ha a presenca de vacuolos e

inclusdes lipidicas (Figs 34, 35).

4.1.4 Bactérias Intracelulares de Nematoda

Andlises ultraestruturais indicam a presenca deolmaxtériasWolbachia-like
ovais ou arredondadas, medindo medindo de 0,385a6). Sdo envolvidas por dupla
membrana e por um citoplasma contendo granulossdmo-like (Figs 6, 7, 17). Estas
bactérias foram observadas nos odcitos, zigotofyriées, microfilarias e corddes

hipodermais (Figs 20-23, 25, 27).

4.2 Tratamento com Albendazol

Os nematoides submetidos a acdo de 40 mg de altwénto demonstraram
nenhuma alteragcdo na parede do corpo, apresentaidolla, hipoderme e camada
muscular com aspectos normais (Figs 36, 37).

A parede uterina, que é formada por uma fina camadgscular envolvida por
uma lamina basal, e por um epitélio abaixo destainid, apresentou, em algumas
sec¢Oes, uma maior quantidade de invaginacdes deraea na regido do labirinto

baso-lateral presente logo abaixo da lamina basakendo a formacdo de corpos de



mielina e de vesiculas em algumas micrografiass(B@, 39). A regido da parede
uterina préxima ao lumen, que estd em contato cobaiaha de embrides ou de
microfilarias apresentou uma grande quantidade eddgculas (Figs 44, 53, 54, 55).
Proximo a estas vesiculas uma maior quantidadeniplexo de Golgi foi observada
(Figs 52, 53).

Na regido média do utero dechagasfilhoiobservou-se a presenca de diversos
embrides em desenvolvimento (Figs 40-43, 45). Gadarido era envolvido por uma
casca de ovo e apresentava em seu interior umdegrprantidade de ndcleos. Apesar
de muitos embrides apresentarem um aspecto nommaitos se encontravam
completamente desintegrados, tendo em seu ineepoesenca de vacuolos. Em alguns
embrides nenhuma célula péde ser diferenciada,ndavauséncia de organelas. Os
embrides apresentavam diferentes graus de eletrsiddele em seu interior, havendo
algumas regides mais eletrondensas e outra meatrenelensas, com aspecto vazio
(Figs 40-43). Alguns embrides, entretanto, estaapenas iniciando seu processo de
degeneracéo (Fig. 45).

Na regido do Utero préxima a vulva, havia a presete diversas microfilarias
em formacgdo, envolvidas pela bainha (Figs 46-5Ihbd&a algumas microfilarias
apresentassem um aspecto integro, muitas estavapletamente degeneradas, nao
sendo possivel diferenciar nenhuma organela (FB¢gs13. Em seu interior era possivel
apenas observar uma completa desorganizacdo cehdsendo regibes bastante
eletrondensas e regibes menos eletrondensas siatlanbservado nos embrides.
Mesmo as microfilarias degeneradas eram envolvjas uma bainha de aspecto
normal (Fig. 47). Algumas microfilarias estavam regee iniciando seu processo de

desintegracdo, havendo a presenca de vacuolosueimiesgor (Fig. 49).



O intestino destes nematdides permaneceu intsgra, nenhuma alteracéo,
sendo composto por células epiteliais de formatgirdar. No interior de cada célula
intestinal havia a presenca de vacuolos, e as @gsng@ptadas presentes entre cada célula
foram observadas (Figs 56, 57).

Os nematoides submetidos a 80 mg de albendazsgdeayparam uma parede do
corpo sem nenhuma alteracdo, sendo formada porcuti@ila, hipoderme e camada
muscular (Figs 58-60). A hipoderme apresentou-tgyia, € as membranas convolutas
foram observadas (Fig. 59). Na regido n&o-contrdéil camada muscular foram
observados diversos perfis mitocondriais (Fig. 60).

O cordéao hipodermal ndo apresentou nenhuma ate@@cao do farmaco. No
seu interior foram observadas diversas bactélimdases ao controle (Figs 61, 62).

A parede uterina permaneceu inalterada (Fig648,No entanto, a regido do
epitélio uterino que estd em contato com a bainba @nvolve as microfilarias
apresentou uma quantidade de vesiculas reduzida @, 69). Uma caracteristica
marcante dos nematdides submetidos a esta dosébeledazol foi que nenhuma
microfilaria integra foi observada apds o trataraeftodas as microfilarias estavam
completamente destruidas (Figs 64-72). Seu intexiar formado por um contelddo
eletrondenso apresentando diversos vacuolos (FBgH6® 70-72). A bainha ainda
estava presente, apesar de apresentar uma degaggani ndo estando similar a
observada no controle (Figs 67, 68). Em alguma®esdoi possivel observar figuras
de mielina sendo formadas (Fig. 68).

O intestino destes nematodides também ndo apreseattwma alteracéo (Fig.

73).



4.3 Tratamento com Dietilcarbamazina (DEC)

Os nematodides submetidos ao tratamento com 6 mg/d&kgDEC ndao
apresentaram nenhuma alteracdo na cuticula, hipedercamada muscular (Figs 74,
75).

A parede uterina apresentou um aspecto normanastsimilar ao controle
(Figs 76, 79).

No liumen da porcdo média do utero das fémeas dssipel observar uma
grande quantidade de embrides. Muitos destes easbs® encontravam integros, nao
apresentando nenhuma alteracdo gerada pelo farfatetanto, alguns embrides se
encontravam completamente degenerados, apresentinelsos vacuolos em seu
interior, e uma completa desorganizacdo celulan sé&ndo possivel diferenciar
nenhuma organela (Figs 77, 78).

Em algumas regibes em que o Utero estava em contah embrides ou
microfilarias, ndo foram observadas vesiculas ngleputerino (Fig. 79), enquanto em
outras regides estas vesiculas foram observadas/@ji

A porcdo mais proxima da vulva demonstrou a pigsede diversas
microfilarias em formacdo. Muitas delas apresentemaspecto similar as do grupo
controle, parecendo refratarias ao tratamento cang/bkg de DEC (Figs 80-87). Elas
apresentam uma fina cuticula com estriaces tresage e € possivel verificar a
presenca de corddes hipodermais com nucleos hipageralém de ndcleos das células
somaticas (Fig. 83). Em algumas microfilarias irdegambém foi possivel verificar a
presenca de bactérias (Figs 83, 86). No entargameds microfilarias se encontravam

completamente degeneradas devido a acdo do DEEsempando uma completa



desorganizacao celular (Figs 79-85, 87). Em seuianthavia a presenca de vacuolos e
regides mais eletrondensas e outras menos elefrsegleapresentando um aspecto
vazio (Figs 84, 85, 87). Nestas microfilarias nenaworganela pode ser diferenciada. A
casca do ovo e a bainha néo apresentaram nenhiemagab (Figs 78-80).

Os nematoides que sofreram acdo de 12 mg/kg de &#€sentaram uma
parede do corpo sem alteracbes, apresentando utitalau hipoderme e camada
muscular de aspecto normal (Fig. 88). O corddoddpual também apresentou um
aspecto similar ao do controle (Fig. 89). Em corksgitudinais, as estriacoes
cuticulares estavam bem nitidas (Figs 88, 89).

Alguns embrides presentes na porcdo média do G& apresentaram nenhuma
alteracédo, sendo possivel observar uma série deasuoo interior de suas células, e
uma casca do ovo bem definida (Figs 90, 91, 98htimw, a maioria dos embrides
presentes nesta regido estava completamente alteFail observada uma grande
guantidade de figuras de mielina, de vacuolos eralizulo endoplasmatico nas
diferentes células embrionérias, que estavam mdciaim processo degenerativo (Figs
92-97). Em muitos embrides os nucleos j4 ndo eraidertes, diferentemente do
observado no controle.

A parede do utero ndo apresentou nenhuma altergu@ssuindo perfis
mitocondriais e complexo de Golgi (Figs 103, 10¥)na grande quantidade de
vesiculas foi encontrada tanto em areas adjacanéesbrides e microfilarias integros
quanto em &reas adjacentes a embribes e micradilém degeneracao (Figs 99, 100-
102, 106).

Na regido do utero proxima a vulva foi observadpresenca de diversas

microfilarias em formac&o. Embora algumas micrafig ndo tenham sofrido acdo do



farmaco (Fig. 98), muitas se encontraram complatéendegeneradas (Figs 100-102,
105). Algumas destas microfilarias degeneradasapdiesentavam bainha (Figs 100,

105).

4.4 Tratamento com a co-administracédo de DEC + Allmelazol

Os nematoides submetidos a acdo de 6 mg/ kg dedoE@ministrados com 40
mg de albendazol apresentaram uma cuticula de taspeuilar ao controle, néo
demonstrando nenhuma alteracdo (Fig. 107). No &ntam algumas regides da
hipoderme foram observados vacuolos (Figs 107,.188¢gido contratil da camada
muscular ndo apresentou nenhuma alteracdo, masegiao r ndo-contratil foram
observados diversos vacuolos demonstrando o idé&iam processo degenerativo (Figs
107-110).

No corddo hipodermal, além de perfis mitocondriaisle bactérias, foram
observadas estruturas bastante eletrondensasrssndafiguras de mielina (Figs 111,
112). Tais estruturas nao foram observadas no gropivole e indicam uma alteracao.

Embora alguns zigotos e espermatozéides ndo tend@indo nenhuma
alteracéo (Fig. 113), muitos zigotos apresentarigords de mielina em seu interior,
sugerindo uma consequéncia da acdo dos farmacas gtimde quantidade de reticulo
endoplasmatico também foi observada nestes zigbigs 114, 115).

Na porcdo média do utero foram observados embmiesnicio de seu
desenvolvimento completamente alterados. Suasaséipresentaram corpos de mielina
e diversos vacuolos, indicando um processo deg@éreraMuitas células destes

embrifes ja ndo apresentavam mais nenhuma orgeaisélal (Figs 116, 117, 119 e



120-125). Bactérias também foram observadas nestesdes (Fig. 118).

No interior da porcao distal do utero foram obseéagadiversas microfilarias em
formacdo, sendo que a maioria estava completardegenerada. Nenhuma célula péde
ser diferenciada, e o citoplasma apresentava untewdo eletrondenso possuindo
vacuolos (Figs 130, 133-136). Mesmo as microfikriaparentemente menos
degeneradas ja apresentavam uma desorganizacéo eetuinicio de um processo de
desintegracdo, contendo nucleos rompidos e repi@&snte eletrondensas (Figs 128,
131, 132).

A parede do utero apresentou na regido nao-cbmtadtamada muscular alguns
vacuolos (Fig. 127). O epitélio uterino apresenima quantidade de invaginacdes na
regido do labirinto baso-lateral bastante exacexbdiferente do observado no controle.
Algumas areas destas invaginacfes demonstrarammstr eletrondensas, indicando
um processo degenerativo em regides da paredeai{€igs 126, 127, 129, 130). Além
disso, uma grande quantidade de complexo de Gmlgbkervada (Fig. 131). Na regido
do epitélio uterino que faz contato com os embrifiesa intensa quantidade de
vesiculas foi observada, mesmo quando estes emlgidaviam degenerado (Figs 131-
136).

Os nematodides submetidos a acéo de 12 mg/ kg deddE@ministrados com
80 mg de albendazol apresentaram uma cuticularéntegm nenhuma alteracdo (Figs
137, 139). A hipoderme apresentou, em algumasesgi@cuolos (Fig. 137). A regido
contrdtil da camada muscular ndo apresentou nenhlteracdo sendo composto por
miofibrilas integras, organizadas entre os corosaos (Figs 137, 138, 140). Contudo,
na regido nao-contratil foram observados vacuatoglgumas micrografias (Fig. 140).

Nos corddes hipodermais foi observado um grandéokaao meio do nucleo, havendo



uma concentracdo de perfis mitocondriais ao redmstadregido (Figs 141, 142).
Também foram observadas pequenas figuras de mietineorddo hipodermal (Fig.
143). As bactérias presentes nesta regido nadoempagam nenhuma alteracao (Fig.
143).

Os zigotos presentes na regido mais proximal @vouapresentavam uma
desorganizacéao celular, possuindo vacuolos e sgigamielina (Figs 145-150).

Os embrides possuiam um aspecto desintegradsem@io possivel diferenciar
nenhuma organela celular. Em seu interior havidiolas, figuras de mielina e algumas
regides com aspecto vazio. A casca do ovo aprasamtoa morfologia alterada,
possuindo um aspecto enrugado (Figs 151-154).

Microfilarias em desenvolvimento também foram obsdas no interior do
Utero. Contudo, grande parte delas se encontravgletamente desintegrada (Figs
157-162). Em algumas microfilarias, ndcleos e digsrvacuolos foram observados
(Figs 159-162), enquanto outras apresentavam uopplagma eletrondenso com
completa desorganizacao celular (Figs 157, 158).

A parede uterina apresentou em algumas regifes alminto baso-lateral
aumentado, havendo uma maior concentracdo de mag@igs de membrana (Figs 155,
156). Um corpo multivesicular bastante eletrondetasabém foi observado na regido
do epitélio uterino, préximo ao lumen (Fig. 144)n Elgumas micrografias foram
observadas diversas vesiculas na regido em quéélicepterino faz contato com o
embrido ou com as microfilarias, enquanto em outresografias estas vesiculas nao
foram observadas (Figs 144, 157).

O intestino destes nematodides ndo apresentou nenditenacdo, sendo possivel

observar células irregulares apresentando vacédludusdes lipidicas (Figs 163, 164).



4.5 Comparacéao dos efeitos dos farmacos

A administracédo de albendazol, dietilcarbamazida eo-administracdo de DEC
+ albendazol causaram nas fémeas Ldechagasfilhoium processo degenerativo
principalmente nos embrides e nas microfilariasataterinas, havendo a formacéo de
vacuolos levando a morte celular. Em alguns casoséhainda perda da bainha das
microfilarias. As diferentes alteracdes variarampahelendo do tipo de tratamento.

As alteracOes ultraestruturais produzidas peloarmmahto com 40 mg de
albendazol incluiram um maior niumero de invaginacde membrana no labirinto
baso-lateral do epitélio uterino e a presenca gierds de mielina nesta regido. Além
disso, muitos embrides e microfilarias presentesnterior do Uterose encontravam
num estado degenerativo. O tratamento com 80 najb@é®dazol aumentou o processo
de degeneracdo celular onde todas as microfilateervadas no interior do utero
estavam completamente danificadas.

Os nematdides submetidos a acdo de DEC demonstratatos embrides e
microfilarias destruidos no interior do Utero epg@ administracdo de 12 mg/kg a
bainha de algumas microfilarias foi danificada.

A acéo de 6 mg/kg de DEC co-administrados com 4Gdenglbendazol ou 12
mg/kg de DEC co-administrados com 80 mg de albesidsabre as fémeas de
chagasfilhoi demonstrou uma atuacdo sobre zigotos, embribesceofitéirias, que
estavam completamente degenerados, além de adterangd hipoderme, no cordao
hipodermal e na regido ndo-contratil da camada ufaisc

Os resultados demonstraram que a administracatbdndazol 80 mg é efetiva

na degeneracdo de microfilarias e quando co-adimidess ao DEC apresenta efeitos



adicionais na parede do corpo.
O presente estudo contribui para o conhecimentefdit®s de DEC, albendazol
e da co-administracdo destes dois farmacos noddélzs, e enfatiza o potencial

embriotdxico e microfilaricida destes dois farmacos



Figs 2-5: Microscopia eletrbnica de transmissdo dameas deLitomosoides

chagasfilhoi (controle).

Fig. 2. Corte obliqguo da parede do corpo formada por @hati¢C), hipoderme (H) e
camada muscular (M). Cada fibra fibra musculasposma regido contratil (rc) e uma
regido nao-contratil (rnc). O utero (U) se encoatiigacente a parede do corpo. Barra 2

um.

Fig. 3. Detalhe da fibra muscular, formada por uma regi@otratil rica em
miofilamentos (rc), e uma regidao nao-contratil Jynonde se encontram organelas
celulares como reticulo endoplasmatico (cabecaeth® € perfis mitocondriais (seta

fina). Barra 2um.

Fig. 4. Corte obliqguo da cuticula de chagasfilhoi(C) sendo possivel observar a
hipoderme sincicial logo abaixo desta (H), apressiid organelas celulares como perfis

mitocondriais (seta fina) e reticulo endoplasméafiabeca de seta). Barrauh.

Fig. 5. Corte longitudinal da cuticula de chagasfilhoisendo possivel observar as
diferentes camadas: epicuticula (Ep), camada eb({@C), camada intermediaria (Cl),
camada fibrosa (CF) e camada basal (CB). A pagticainada basal saem membranas
convolutas bastante eletrondensas (seta fina) i@ emergulhadas no cordao

hipodermal. E possivel observar as estriagdesutates (cabeca de seta). Barnami.






Figs. 6-7: Cortes longitudinais do corddo hipodermiadas fémeas ded.itomosoides

chagasfilhoi (controle) por microscopia eletrénica de transmis#o.

Fig. 6. Corddo hipodermal apresentando uma cuticula osdestiacdes cuticulares
foram visiveis (seta fina). Abaixo da cutiula haauregido onde estdo presentes as
membranas convolutas (asterisco) e uma série dis peitocondriais. Abaixo desta
regido, ha uma grande quantidade de bactériad (@gido do cordao hipodermal mais

proxima do pseudoceloma apresenta um aspecto espdejstrela). Barramm.

Fig. 7. Detalhe do corddo hipodermal apresentando bastdb). A regido mais
préxima do pseudoceloma apresenta um aspecto espof@strela). Nesta regido ha a
presenca de finas fibrilas (seta). O citoplasmadepmal possui um aspecto granular.

Barra 1um.






Figs 8-9: Microscopia eletrénica de transmissdo dovario de L. chagasfilhoi

(controle).

Fig. 8. Corte longitudinal do ovario, sendo possivel gl@ar o epitélio (Ov) envolvido
por uma lamina basal (cabeca de seta vazada),anséste de uma Unica camada de
células alongadas contendo citoplasma granularretioulo endoplasmatico (cabeca de
seta cheia), complexo de Golgi (G), perfis mitocaid (seta fina) e niucleo com um
denso nucléolo (n). O ovario € composto por oocpasnarios (Oc) que estédo
arranjados radialmente. Cada o0cito apresentaspaifocondriais (seta fina) e nacleo

(n) com nucléolo. Barra pm.

Fig. 9. Corte transversal do ovario sendo possivel vigaab epitélio (Ov) . No interior
deste ha uma série de odcitos primarios (Oc) gté® esranjados radialmente. Cada

odcito apresenta perfis mitocondriais (seta finajieleo (n) com nucléolo. Barrgdn.






Figs 10-13: Microscopia eletronica de transmissdoad fémeas delitomosoides

chagasfilhoi (controle).

Fig. 10. Detalhe do epitélio ovariano (Ov) apresentandoito® primarios em seu

interior (Oc) contendo nucleo (n) e diversos perfieocondriais (seta fina). Barraun.

Fig. 11 Detalhe da raquis (R), em torno da qual os o$g@tonarios estdo centralmente

arranjados e conectados por pontes citoplasmétietes). Barra am.

Fig. 12 Presenca de duas paredes uterinas adjacentegfldjadas pelo pseudoceloma
(P). Cada parede uterina apresenta finas fibracutarss circulares e obliquas (m)
envolvidas por uma lamina basal (seta). Adjacenk&@rana o epitélio apresenta um
labirinto baso-lateral (bl) além de vérias orgaselalulares e, na membrana adjacente

ao lumen, invaginacdes com aspecto esponjos@l@stn, nicleo. Barragm

Fig. 13 Detalhe do epitélio uterino sendo possivel oleeovlabirinto baso-lateral, e
organelas como complexo de Golgi (G) e perfis nomalciais (seta). A membrana
adjacente ao lumen, apresenta invaginacfes conctaspgponjoso (estrela). Barra 1

um






Figs 14-19: Microscopia eletrdnica de transmissdoad fémeas delitomosoides

chagasfilhoi (controle).

Fig. 14. Parede do utero (U) adjacente ao intestino (Ijydgseseparados pelo
pseudoceloma (P). No utero (U) é possivel obseamrfinas fibras musculares
circulares e obliqguas (m) envolvidas por uma lantiaaal (seta) e o epitélio com a
regido do labirinto baso-lateral (bl). G, comple&eGolgi; n, ndcleo. Barragm.

Fig. 15. Porcéao distal do utero apresentando diversos regpezodides amebodides e
aflagelados (S) livres no limen do utero. Cada respi®zoide apresenta organelas
concentradas em uma extremidade (co) e um citoplaganular livre de organelas na
outra extremidade (lo). Barraumn.

Fig. 16. Presenca de espermatozoide (S) adjacente ao(lker& possivel observar a
fina camada muscular que envolve a parede utemh @ presenca de um nudcleo (n)
no epitélio uterino. Barra 2m.

Fig. 17. Presenca de espermatozoides (S) préximos a o§Git)s que apresentam em
seu citoplasma reticulo endoplasmatico (r), algunhextérias (seta) e perfis
mitocondriais (mi). Barra gm.

Fig. 18. Presenca de diversos espermatozoides (S) na pdisiab do Gtero. Barra 2
pm.

Fig. 19. Cortes transversais de espermatozéides demonstrangresenca de um
cromossomo eletrondenso (cr), varios perfis mitddais de aspecto arredondado (mi)
e organelas membranosas (om). Estas organelasramshs estavam raramente em

contato com a membrana plasmatica (seta). Barnan,5






Figs 20-23. Microscopia eletrénica de transmissdoad fémeas delitomosoides

chagasfilhoi (controle).

Figs 20-23 Zigotos presentes no interior do utero. Cadataigocoberto por uma casca
de ovo eletrondensa bem definida (seta larga vazadabaixo desta casca ha uma
tipica unidade de membrana ou oolema (cabeca dg Bkt citoplasma ha a presenca
de reticulo endoplasmatico (seta fina), perfis aautwlriais (mi), ndcleo com nucléolo

(n), além da presenca de bactérias (b). Barragim2 2 uym, 1 um e 1 um,

respectivamente.






Figs 24-27. Microscopia eletrbnica de transmissdoad fémeas delitomosoides

chagasfilhoi (controle).

Fig. 24.Regido média do sistema reprodutor da fémea gewgkivel observar a parede
do corpo na altura do corddo hipodermal (H), a gerdo Utero adjacente (U), e
embrides em desenvolvimento em seu interior (E).cdmldo hipodermal diversas

bactérias sdo observadas (setas).C, cuticulaclemBarra 2um.

Fig. 25 Embrido (E) presente no interior do utero (U)eapntando nucleo (n),

bactérias (setas), vacuolos (V) e reticulo endopéiso (r) em seu interior. Barrguin.

Fig. 26.Diversos embrides em desenvolvimento (E) envgtyuma casca do ovo (co)

bastante eletrondensa. n, nlcleo. Banan5

Fig. 27. Detalhe de bactérias (b) presentes no citoplakre@mbrides. Barrapm.






Figs 28-31. Microscopia eletronica de transmissaocad microfilarias presentes na

porcao proximal do Utero da fémea de.itomosoides chagasfilhoi (controle).

Figs 28 e 29Parede do utero (U) apresentando uma fina regid&cuar (m) e um
epitélio uterino contendo um labirinto baso-lat€bd) logo abaixo da regido muscular e
uma regido esponjosa proxima ao lumen (estrela)ntdaor do Utero, ha a presenca de

diversas microfilarias (mf). P, pseudoceloma. Bafam e 2um, respectivamente.

Fig. 30. Microfilarias (Mf) presentes no interior do Utesendo recobertas por uma

bainha (seta). Barrain.

Fig. 31. Corte longitudinal de microfilarias no interior dbero apresentando nucleos
hipodermais e nucleos provenientes de células stasdicabeca de seta). Envolvendo

cada microfilaria h4 a presenca de uma bainha) (fdea 2um.






Figs. 32-35: Microscopia eletronica de transmissadas fémeas delitomosoides

chagasfilhoi (controle).

Fig. 32. Detalhe de microfilarias apresentando uma cutidela com estriagbes
cuticulares transversais (seta fina), uma fina cm@auscular abaixo desta (m) e
diversos nucleos (cabeca de seta). Envolvendoroaatafilaria ha a presenca de uma

bainha (seta). Barrapm.

Fig. 33. Detalhe de uma microfilaria (mf) apresentando Isaiaha em contato com o
epitélio uterino. O epitélio apresenta, na regi&@cdntato com a microfilaria, uma
grande quantidade de vesiculas (estrela). N, nusketa fina, estriacbes cuticulares.

Barra 2um

Figs 34 e 35Parede intestinal envolvida por uma lamina bassbdca de seta). Entre
as células intestinais h4 a presenca de juncdéesdsep(JS), e no interior de cada célula
intestinal ha a presenca de vacuolos (V) e incldieddicas (L). LU, lamen; myv,

microvilosidades. Barra gm.






Figs 36-39. Microscopia eletrbnica de transmissdoad fémeas delitomosoides

chagasfilhoi submetidas a acdo de 40 mg de albendazol

Fig. 36. Corte obliqguo da parede do corpo formada porculati(C), hipoderme (h) e
camada muscular (M), ndo apresentando nenhumagiter Cada fibra muscular
apresenta uma regiao contrétil (rc) e uma regiascoatratil (rnc). O utero (U) se

encontra adjacente a parede do corpo. Barrar,5

Fig. 37. Corte obliquo da camada muscular apresentandoregi@o contratil (rc) e
uma regido nao-contratil (rnc). Cada fibra muscafaesenta corpos densos em meio as
miofibrilas (seta fina) e € envolvida por uma lambasal (seta grossa). U, utero. Barra

0,5um.

Fig. 38. Parede uterina apresentando quantidade aumentdemveginacoes de
membrana na regido do labirinto baso-lateral (egtralém da presenca de vesiculas

(V). M, camada muscular da parede uterina. Bayma 2

Fig. 39. Parede uterina apresentando quantidade aumentdevedginacoes de
membrana na regido do labirinto baso-lateral (legtrleavendo a formacgé&o de corpos de

mielina (seta). M, camada muscular da parede ateBarra 2um.






Figs 40-43. Microscopia eletrbnica de transmissdoad fémeas delitomosoides

chagasfilhoi submetidas a 40 mg de albendazol.

Fig. 40. Presenca de embrides (E) em desenvolvimento nm.Uu@ada embrido

apresenta em seu interior uma grande quantidadéaleos (n). Foi possivel observar a
presenca de uma vesicula (seta). A membrana ddepaterina (U) préxima ao limen,
que esta em contato com a casca do ovo dos emba@resentou uma grande

quantidade de vesiculas (asterisco). Barrauth5

Fig. 41. Utero (U) apresentando um embrido degenerado (BB) diversos vactolos
(cabeca de seta) em meio a embrides integros @dp €mbrido era envolvido por uma

casca de ovo (CO). Barra Qybn.

Fig. 42. Presenca de um embrido em degeneracdo (ED) rm (g sendo possivel
observar alguns nudcleos (n) em seu interior. Dogrembrides inalterados foram

observados (E). Seta larga, casca do ovo. Barma. 1

Fig. 43.Embrides degenerados (ED) apresentando vacuabsda de seta) em meio a

embrides integros (E). Barraun.
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Figs. 44-49. Microscopia eletrbnica de transmissado sistema reprodutivo das

fémeas dd.itomosoides chagasfilhoi submetidas a 40 mg de albendazol.

Fig. 44. Parede do utero apresentando vesiculas (V) naorelgi labirinto baso-lateral
(estrela). Na regiao proxima ao lumen, ha a presdecgvesiculas (asterisco). Barra 0,5

um.

Fig. 45 Embrido (E) sendo possivel observar diversosendcl(n) iniciando seu
processo de degeneracdo (seta). Na regidao do (dgroavia a presenca de diversas

vesiculas (asterisco). Barraug.

Fig. 46 e 47Microfilarias presentes na regido proximal do ditga fémea. Foi possivel
observar varias microfilarias integras (Mf) e umarofilaria desintegrada (Mf D)
apresentando vacuolos (cabecga de seta). Seta gewssda, bainha. Barrasybn e 2

um, respectivamente.

Fig. 48 e 49 Microfilérias iniciando seu processo de degenerdle D) apresentando

vacuolos (cabeca de seta). Barrasril






Figs. 50-53. Microscopia eletrbnica de transmissado sistema reprodutivo das

fémeas dd.itomosoides chagasfilhoi submetidas a 40 mg de albendazol.

Fig. 50. Parede do utero (U) apresentando vesiculas (V)versds microfilarias

destruidas em seu interior (Mf D). Barrarh.

Fig. 51. Microfilarias destruidas (Mf D) apresentando deesr vacuolos (cabeca de

seta). Barra aum.

Fig. 52. Parede do utero (U) apresentando uma grande daeatide complexo de

Golgi (G). Barra 2um.

Fig. 53. Detalhe do epitélio uterino apresentando compléxdGolgi (G) e diversas
vesiculas (seta fina) na regido de contato com iasofitarias degeneradas (Mf D).

Barra 1um.






Figs. 54-57. Microscopia eletronica de transmissadas fémeas delitomosoides

chagasfilhoi submetidas a acdo de 40 mg de albendazol

Fig. 54 e 55.Microfilarias degeneradas (Mf D) apresentando w@@e de vacuolos
(cabeca de seta) havendo a formacdo de regidemntmaglietronluscentes em meio a

regides eletrondensas. Barrgsm.

Fig. 56. Parede intestinal envolvida por uma lamina basatia(fina), e composta por
células epiteliais entre as quais ha a presengangées septadas (JS). No interior de
cada célula intestinal ha a presenca de vacuolps{V, microvilosidades; LU, limen.

Barra 1um.

Fig. 57. Detalhe das microvilosidades (mv) presentes nceiioha parede intestinal.

Barra 0,5um.






Figs. 58-63. Microscopia eletronica de transmissaddas fémeas delitomosoides

chagasfilhoi submetidas a acdo de 80 mg de albendazol

Fig. 58 Parede do corpo formada por cuticula (C), hipoéeth) e camada muscular
(M). Cada fibra fibra muscular possui uma regidotctil (rc) e uma regido nao-

contratil (rnc). Barra um.

Fig. 59 Detalhe da cuticula (C), da hipoderme apresentameémbranas convolutas

(seta fina) e da regiao contratil da camada muséwdp Barra um.

Fig. 60. Camada muscular apresentando uma regido corm@tie uma regidao na-

contrétil (rnc) contendo perfis mitocondriais (cgdele seta). Barragim.

Fig. 61 Cordao hipodermal apresentando cuticula (C), manas convolutas logo
abaixo desta (seta fina), perfis mitocondriais écabde seta) e muitas bactérias (seta).
A regido mais proxima do pseudoceloma apresentaagpecto esponjoso (estrela).

Barra 1um.

Fig. 62 Detalhe das bactérias presentes no interior ddéoohipodermal (seta) e de

perfis mitocondriais (cabeca de seta). C, cutidddara 1um.

Fig. 63.Parede uterina apresentando uma fina camada raugcylenvolvida por uma
lamina basal (asterisco). Abaixo desta lamina blagdad epitélio uterino que apresenta
um labirinto baso-lateral (bl) além de diversosfipemitocondriais (cabeca de seta).

Barra 1um.






Figs 64-69. Microscopia eletronica de transmissamdsistema reprodutor feminino

de Litomosoides chagasfilhoi submetidas a acdo de 80 mg de albendazol

Fig. 64 Parede uterina (U) apresentando uma fina camadautar (m) e a regido do
labirinto baso-lateral (bl) bem visiveis. No seteiior hd a presenca de microfilarias

degeneradas (Mf D). Barrauin.

Fig. 65 Presenca de diversas microfilarias degenerad&<DjMho interior do Utero.

N&o foi observada nenhuma microfilaria integra aptsratamento. Barra dm.

Fig. 66. Microfilarias destruidas (Mf D) apresentando déeer vacuolos (cabeca de
seta). Em algumas regides foi possivel observardgyde mielina sendo formados (seta

larga). B, bainha. Barrajm.

Fig. 67. Detalhe de uma microfilaria destruida apresemamd contetdo eletrondenso
e a formacdo de vacuolos (cabeca de seta). Naoregiédque o epitélio uterino faz
contato com a bainha (B) ndo foram observadas wlasic(asterisco). m, perfil

mitocondrial. Barra um.

Fig. 68. Microfilaria com completa desorganizacdo celulgif D) apresentando
vacuolos (cabeca de seta). Figuras de mielina@ast@endo formadas (seta larga). A

bainha (B) apresenta um aspecto diferente do cibdemo controle (B). Barragm.

Fig. 69 Microfilaria destruida apresentando um contelddtradenso e a formacgéo de
vacuolos (cabeca de seta). Na regido em que diepitérino faz contato com a bainha

néo foram observadas vesiculas (asterisco). W.(Barra lum.






Figs 70-73. Microscopia eletrbnica de transmissdoad fémeas delitomosoides

chagasfilhoi submetidas a acdo de 80 mg de albendazol

Fig. 70-72 Microfilarias degeneradas apresentando vacuckise¢a de seta). Barra 1

um.

Fig. 73 Parede intestinal envolvida por uma lamina béssth fina). Entre as células
intestinais ha a presenca de juncdes septadasingerior de cada célula intestinal ha a
presenca de vacuolos (V), inclusdes lipidicas @lgorpos lisossomais (L). Barra 0,5

um.






Figs 74-79. Microscopia eletrénica de transmissdoad fémeas delitomosoides

chagasfilhoi submetidas a acdo de 6 mg/ kg de DEC

Fig. 74. Corte longitudinal da parede do corpo Ilde chagasfilhoisendo possivel
observar a cuticula (C), hipoderme (h) e a reg@aratil da camada muscular (rc).

Também foi possivel observar parte do cordéo himoale(ch). Barra 2um.

Fig. 75 Detalhe da cuticula (C), hipoderme (h) e regi@atrétil da camada muscular
(rc). A cuticula apresenta diversas estriacOese(@lule seta). Na hipoderme foram

observadas membranas convolutas (seta fina). Bama

Fig. 76. Parede do utero (U) apresentando embrido integroseu interior (E). Na
regido em que o epitélio uterino faz contato coemirido ha a presenca de vesiculas

(asterisco). Barra gm.

Fig. 77 e 78 Embrides degenerados (ED) em meio a diversosi@esbimtegros (E).
Nos embrides integros foram observados diversodeagjc mas nos embrides
degenerados nenhuma organela pdde ser diferentiadendo apenas a presenca de

vacuolos (cabeca de seta). CO, casca do ovo. Bama

Fig. 79 Microfilaria degenerada (Mf D) apresentando ddwsr vacuolos (cabeca de
seta), sendo envolta pela bainha (B). A regidaotdm((U) adjacente a microfilaria ndo

apresentava vesiculas (asterisco). Bagra?2






Figs. 80-83. Microscopia eletronica de transmissao Utero das fémeas contendo

microfilarias de L. chagasfilhoi apos o tratamento com 6 mg/ kg de DEC

Figs. 80 a 82 Microfilarias integras (Mf) em meio a microfilas danificadas pela
droga (Mf D). As microfilarias danificadas apresentdiversos vacuolos (cabeca de

seta). B, bainha; U, utero. Barrau@.

Fig. 83 Detalhe de uma microfilaria degenerada (Mf D)eapntando diversos
vacuolos (cabeca de seta) e de uma microfilaregiat(Mf) sendo possivel distinguir
uma cuticula (C) com estriagbes cuticulares (cable¢seta vazada), uma fina camada

muscular logo abaixo desta (m) e diversos nacleosea interior (n). Barra @m.






84-87. Microscopia eletrbnica de transmissao dasnm&as del. chagasfilhoi apds o

tratamento com 6 mg/ kg de DEC

Fig. 84. Microfilaria degenerada (mf D) apresentando vausigcabeca de seta) e
regides bastante eletronluscentes (losango) namo spassivel diferenciar nenhuma
organela. Na microfilaria integra (Mf), foi possivobservar a presenca de bactéria

(seta). B, bainha. Barrapim.

Fig. 85. Microfilaria degenerada (Mf D) apresentando vacso{cabeca de seta) e
regides bastante eletronluscentes (losango vazedoltras bastante eletrondensas
(losango branco) ndo sendo possivel diferenciahurea organela. Mf, microfilaria

integra; B, bainha. Barrayim.

Fig. 86.Microfilaria sem alteracdo (Mf) apresentando nddl® e diversas bactérias em

seu interior (seta). Barraym.

Fig. 87. Microfilaria degenerada (Mf D) apresentando vac8o{cabeca de seta) e
regides bastante eletronluscentes (losango vaza#lo) sendo possivel diferenciar

nenhuma organela. Mf, microfilaria integra; n,ledcBarra um.
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Figs 88-93.Microscopia eletrénica de transmissao das fémeas de chagasfilhoi

tratados com 12 mg/kg de DEC

Fig. 88. Detalhe da cuticula (C), da hipoderme apresentaneimbranas convolutas
(seta fina) e perfis mitocondriais (cabeca de seta)a regido contratii da camada

muscular (rc). Barra 0,pm.

Fig. 89. Corte longitudinal do corddo hipodermal apreseddacuticula (C) com

estriacoes cuticulares evidentes (cabeca seta ajazhdgo abaixo da cuticula ha
diversas membranas convolutas (seta fina) e paifscondriais (cabeca de seta). Na
regido mais proxima do pseudoceloma apresenta pattasesponjoso (estrela). Barra

0,5um.

Figs. 90 e 91Embrides no inicio de seu desenvolvimento apraseotdiversas células
com nucleo (n). A casca do ovo estava bem vissethj. Nao foi observada nenhuma

alteracéo causada pela droga. Barrah5s

Figs. 92 e 93.Utero (U) apresentando embrides degenerados enntior (ED),
sendo possivel observar figuras de mielina (setegsea do ovo de aspecto alterado

(CO). Asterisco, regido de contato do utero cormbréio. Barra 0,um.






Figs 94-99. Microscopia eletrbnica de transmissdoodsistema reprodutivo das

fémeas dd.. chagasfilhoi submetidas a acdo de 12 mg/ kg de DEC.

Fig. 94. Embribes degenerados (ED) presentes no interiditelm (U) apresentando
diversas figuras de mielina (seta larga) e retiemdoplasmatico (seta fina). Na regido
do epitélio uterino que faz contato com o embrid@lpresenca de vesiculas (asterisco).

Barra 2um.

Figs. 95-97 Embrides em degeneracéo (ED) presentes no interidtero apresentando
figuras de mielina (seta larga), reticulo endoptsto (seta fina), e vacuolos (cabeca

de seta). U, utero; CO, casca do ovo. Baqen?2

Figs. 98-99.Utero apresentando um labirinto baso-lateral ta¥tante evidente, e
vesiculas (asterisco) na regido em contato conmisi@es integros (E). Barrasubn e

2 um, respectivamente.






Figs 100-103. Microscopia eletrdnica de transmissé&do sistema reprodutivo das

fémeas dd.. chagasfilhoi submetidas a acdo de 12 mg/ kg de DEC.

Fig. 100. Microfilaria degenerada (Mf D) no interior do (iefU), ndo apresentando
bainha. A regido do epitélio uterino que faz cantm a microfilaria apresenta uma

série de vesiculas (seta fina). Barraiyd

Fig. 101.Microfilaria degenerada (Mf D) no interior do (wefU). A regido do epitélio
uterino que faz contato com a microfilaria apresamha série de vesiculas (seta fina).

Foi possivel observar a bainha de outra microéilés). Barra Jum.

Fig. 102. Microfilarias degeneradas (Mf D) no interior deert. A regido do epitélio
uterino que faz contato com a microfilaria apresanha série de vesiculas (seta fina),

além de complexo de Golgi (G). Barrauh.

Fig. 103. Parede uterina com aspecto similar ao controleesaptando uma camada
muscular (m), complexo de Golgi (G) e uma grandentidade de vesiculas (seta fina).

Barra 2um.






Figs 104-106.Microscopia eletronica de transmissédo do sistema peodutivo das

fémeas de.. chagasfilhoi submetidas a acdo de 12 mg/ kg de DEC.

Fig. 104.Detalhe do epitélio uterino apresentando perfiscondriais (cabeca de seta),

complexo de Golgi (G) e uma grande quantidade dieulas (seta fina). Barrau®n.

Fig. 105. Detalhe de uma microfilaria degenerada (Mf D),deelormada por um
conteudo eletrondenso, ndo sendo possivel distimgmhuma organela. A bainha nao

estava visivel. Barra 2m.

Fig. 106.Corte longitudinal de uma microfilaria (Mf) querpgneceu com seu aspecto
normal mesmo apos o tratamento, apresentando uimiaabimtegra (B). Foi possivel

observar vesiculas (seta fina) no epitélio utefBwra 2um.






Figs. 107-112. Microscopia eletronica de transmissdda parede do corpo das
fémeas dd.. chagasfilhoi submetidas a acdo de 6 mg/ kg de DEC co-administias

com 40 mg de albendazol.

Fig. 107. Corte transversal da cuticula (C), hipoderme (megido contratil (rc) da
camada muscular (M). Na hipoderme foram observaligs de membranas convolutas
(cabeca de seta vazada) e de perfis mitocondseia {ina), diversos vacuolos (cabeca

de seta). Barra fim.

Fig. 108. Corte transversal da hipoderme (h) e das regidesatil e ndo-contratil da
camada muscular. A hipoderme e a regido nao cobnd@tmusculatura apresentam
vacuolos (cabeca de seta), enquanto a regido tbmé&d demonstrou nenhuma
alteracdo. rc, regido contratil da fibora musculag, regido ndo-contratil da fibra

muscular. Barra im.

Fig. 109 e 110Corte longitudinal da camada muscular demonstranflarmacéo de
diversos vacuolos (cabeca de seta) na regido ndimatib (rnc) da fibra. A regido

contrétil (rc) ndo apresentou nenhuma alteracdoof@plexo de Golgi. Barradm.

Fig. 111 e 112Detalhe do corddo hipodermal demonstrando a ptasdsm uma colonia
de bactérias em seu interior (seta). Em meio an@lde bactérias foram observadas
figuras de mielina eletrondensas (seta larga)pbssivel observar o aspecto esponjoso
da regido do corddo hipodermal préxima ao pseudowel (estrela). Seta fina,

membranas convolutas. Barrar.






Figs. 113-119. Microscopia eletronica de transmissaas fémeas dé&. chagasfilhoi

submetidas a acédo de 6 mg/ kg de DEC co-administraslcom 40 mg de albendazol.

Fig. 113.Zigoto de aspecto inalterado apresentando nudeoruicléolo (n), e reticulo

endoplasmatico (seta fina) em seu citoplasma.f@remtozoide. Barradm.

Fig. 114 e 115Zigoto apresentando reticulo endoplasmatico (et e figuras de
mielina sendo formadas em seu citoplasma (seta)larggerindo uma consequéncia da

acdo das drogas. Barrau.

Fig. 116-119.Embribes alterados pela acdo das drogas (ED) eapiegwlo diversos
vacuolos (cabeca de seta), reticulo endoplasmatigolvendo o nucleo, indicando o
inicio de um processo degenerativo. Figuras deimaighmbém foram observadas (seta
larga) e a maioria das organelas estava indistreguiavendo uma desorganizacao

celular. Bactérias foram observadas no citoplasena@glins embrides (b). Barrau.






Figs. 120-125. Microscopia eletronica de transmissaas fémeas dé. chagasfilhoi

submetidas a acédo de 6 mg/ kg de DEC co-administraslcom 40 mg de albendazol.

Figs. 120-125Embrides degenerados (ED) apresentando diverso®loac(cabeca de
seta), e completa desorganizacdo celular. Seta rigti@ulo endoplasmatico. Barra 1

um.






Figs 126-130. Microscopia eletrénica de transmissatas fémeas dé.. chagasfilhoi

submetidas a acéo de 6 mg/ kg de DEC co-administraslcom 40 mg de albendazol.

Fig. 126. Microfilarias (Mf D) completamente degeneradassprees no interior do
atero (U). A parede uterina (U) possui uma maioangdade de invaginacdes de
membrana no labirinto baso-lateral (bl), apresaidam aspecto bastante eletrondenso.

No epitélio uterino ha também a presenca de umaweagqV). Barra 0,21m.

Fig. 127. Detalhe da camada muscular (m) presente na partedea apresentando
vesiculas (cabeca de seta) na regido ndo coniatiiticleo; bl, labirinto baso-lateral.

Barra 0,5um.

Fig. 128.Detalhe de uma microfilaria em degeneracéo aptaseéo um ndcleo (n) com

a membrana plasméatica rompida. Bargarl

Fig. 129. Detalhe do epitélio uterino demonstrando o auntkentabirinto baso-lateral
(bl), que se apresenta bastante eletrondenso, dawerformacdo de vacuolos nesta

regido (cabeca de seta). V, vesicula. Barrauh5

Fig. 130. Microfilarias degeneradas (Mf D) com citoplasmaatganizado, bastante

eletrondenso, em contato com o epitélio uterinpla®lirinto baso-lateral. Barra Opfn.






Figs 131-136. Microscopia eletrénica de transmissatas fémeas dé.. chagasfilhoi

submetidas a acédo de 6 mg/ kg de DEC co-administraslcom 40 mg de albendazol.

Fig. 131-132.Microfilaria em degeneracédo (Mf D) em contato comepitélio uterino
(U). A regido em que o epitélio uterino faz contawon o embrido ha a presenca de uma
série de vesiculas (seta fina). Diversos compldeoSolgi foram observados (G). Barra

0,5um.

Fig. 133. Microfilaria completamente degenerada (Mf D) apréando um citoplasma
eletrondenso com completa desorganizacdo celularepitélio uterino foi possivel

observar o aumentado labirinto baso-lateral, cayides eletrondenas (bl). Barrauh.

Fig. 134.Detalhe da regido de contato da microfilaria degme (Mf D) com a parede
uterina mostrando a grande quantidade de vesinakta area (seta fina). G, complexo

de Golgi. Barra um.

Figs 135 e 136Microfilarias degeneradas (Mf D) apresentando wérée de vacuolos
em seu interior (cabeca de seta). Na regido emaguécrofilaria faz contato com o

epitélio uterino héa a presenca de muitas vesi¢akisrisco). Barra im.
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Figs. 137-140. Microscopia eletronica de transmissaas fémeas dé. chagasfilhoi
submetidas a acdo de 12 mg/ kg de DEC co-administtas com 80 mg de

albendazol.

Fig. 137. Corte longitudinal demonstrando a cuticula (Cpolierme (h), e regido
contratil da camada muscular (rc). Na hipodermanfoobservados vacuolos (cabeca de

seta). Foi possivel observar as estriacdes cutesi{@abeca de sita vazada). Barranl

Fig. 138.Corte longitudinal da regido contratil (rc) da emla muscular demonstrando
as miofibrilas integras, organizadas entre os rgensos (seta), sem nenhuma

alteracdo. Barra im

Fig. 139. Corte longitudinal na altura do cordao hipoderrf@H) demonstrando a
cuticula integra (C), sendo possivel observar &sagdes cuticulares transversais

(cabeca de seta vazada). BarrayOvb

Fig. 140. Corte longitudinal da fibra muscular formada pamauregido contratil (rc),
rica em miofibrilas, e por uma regido n&o-contrditiic) onde foram observados

vacuolos (cabeca de seta). Barra0vyb
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Figs. 141-143: Microscopia eletronica de transmiseado corddo hipodermal das
fémeas del. chagasfilhoi submetidas a acdo de 12 mg/ kg de DEC co-

administrados com 80 mg de albendazol.

Fig. 141. Corte longitudinal do corddo hipodermal demonstoaa presenca de um

vacuolo (V) formado no interior do nucleo (n). @Qticula. Barra um

Fig. 142. Detalhe do corddo hipodermal apresentando um \@¢¥d no interior do
nacleo (n). Uma grande quantidade de perfis mitddais foi observada nesta regido

(cabeca de seta). c, cuticula. Bargarl

Fig. 143. Detalhe do corddo hipodermal apresentando umanieotfie bactérias (seta
fina). Uma figura de mielina eletrondensa foi olbadn (seta larga). A regido esponjosa

do cordd@o hipodermal também foi visualizada (esfr&arra 0,5um






Figs. 144-150. Microscopia eletrénica de transmisséddo corddo hipodermal das
fémeas del. chagasfilhoi submetidas a acdo de 12 mg/ kg de DEC co-

administrados com 80 mg de albendazol.

FIG. 144. Parede uterina apresentando um corpo multivesic(den) bastante

eletrondenso na regido do epitélio uterino proxamdimen. Barra tm

Fig. 145-150. Detalhe de zigotos apresentando desorganizacadarcepossuindo

vacuolos (cabeca de seta) e figuras de mielina (g@ega). Barra im






Figs. 151-154. Microscopia eletrénica de transmissd de embrides delL.
chagasfilhoi submetidas a acédo de 12 mg/ kg de DEC co-adminiattos com 80 mg

de albendazol.

Fig. 151. Embrido degenerado (ED) apresentando completargiespacdo celular,
sendo possivel observar figuras de mielina (setg)ae regides com aspecto vazio

(losango). CO, casca do ovo. Barram

Fig. 152- 154 Detalhe de embrides degenerados (ED) apresenthwveisos vacuolos
(cabeca de seta) e regibes com diferentes padi®edetrondensidade, ndo sendo
possivel observar nenhuma organela. A casca dd@®) apresenta uma morfologia

alterada, possuindo um aspecto enrugado. Bama 1






Figs. 155-158. Microscopia eletronica de transmissaas fémeas dé&. chagasfilhoi
submetidas a acdo de 12 mg/ kg de DEC co-administtas com 80 mg de

albendazol.

Fig. 155 e 156Utero apresentando um labirinto baso-lateral ataden(bl), havendo
uma maior concentracao de invagingdes de membranalgumas regides (seta larga
vazada) e a formacdo de vacuolos (cabeca de setajamada muscular da parede

uterina. Barra um

Fig. 157. Microfilaria completamente degenerada (Mf D) apréando um citoplasma
eletrondenso com completa desorganizacdo celular.régido de contato entre a
microfilaria e o epitélio uterino ha a presencadilersas vesiculas (asterisco). G,

complexo de Golgi. Barram

Fig. 158. Microfilarias presentes no interior do Utero aprgéando diferentes niveis de
degeneracdo (Mf D). Em algumas microfilarias n(glgy e diversos vacuolos (cabeca
de seta) foram observados, enquanto outros apagsemtum citoplasma eletrondenso

com completa desorganizagao celular. Banenl






Figs 159-164. Microscopia eletrénica de transmissatas fémeas dé.. chagasfilhoi
submetidas a acdo de 12 mg/ kg de DEC co-administtas com 80 mg de

albendazol.

Fig. 159. Microfilaria em degeneracdo (Mf D) presentes nterior do utero (U)
apresentando vacuolos (cabeca de seta) e regifeasmecto vazio (losango). Alguns

nacleos (n) ainda estavam visiveis. Bargarl

Fig. 160.Microfilaria em degeneracédo (Mf D) apresentandeidios vacuolos (cabeca

de seta). Alguns nudcleos (n) ainda estavam visiaiga 1um

Figs 161-162.Detalhe das microfilarias apresentando diversaziolas (cabeca de
seta), indicando um processo degenerativo. Alguietens (n) ainda estavam visiveis.

Barra 1um

Figs 163-164 Parede intestinal apresentando junc¢des septd@seftre as células
intestinais. No interior de cada célula intestimala presenca de vacuolos (V), inclusdes

lipidicas (L) e corpos lisossomais (LB). LU, lom&arra 0,5um.






5. DISCUSSAO

O conhecimento do sistema reprodutor da fémeaito nmportante para uma
melhor compreensdo da biologia do nematoide e puadiar o efeito de drogas;
contudo, poucos estudos tém sido feitos neste tssmbora alguns estudos
ultraestruturais cormitomosoides chagasfilhaenham sido feitos (Moraes-Neto al,
2001, 2003, 2006), esta € a primeira descricadhdeta do sistema reprodutor da fémea
desta espécie.

A zona de crescimento do sistema reprodutor dadééna regido do ovario,
onde odcitos crescem gradualmente em tamanho. Ka&g&o, 0os o6citos primarios
estdo arranjados em torno da raquis central. Nsepte estudo, é descrito o ovario
completamente preenchido com o0citos primarios,il@imao observado emA.
lumbricoides A. lumbricoidesvar. suum O. volvulus D. vitae e W. bancrofti(Foor,
1967; Prestage, 1960; Franz & Buttner, 1983; Mchat®73; Peixoto, 2005). Prestage
(1960) sugere que a raquis é um reservatorio,foeogfo € facilitar a busca de materiais
nutritivos para os o6citos primarios ou servem camo reservatorio no qual certos
constituintes do odcito primario sdo expelidos. rFFE®67) observou a presenca de
microtubulos nas pontes citoplasméticas, sugerigde uma funcdo da raquis é
promover suporte fisico para os oocitos. Contuda,fsncéo ainda é debatida.

O odcito primario del. chagasfilhoitem um citoplasma granular contendo
perfis mitocondriais, reticulo endoplasmatico e lediccom nucléolo, similar ao
observado enb. vitae e W. bancrofti(McLaren, 1973; Peixoto, 2005). ERetarakis
gallinarum Schrank, 1788 estes od6citos apresentam, alémrgasetas observadas em

L. chagasfilhoj muitas inclusdes lipidicas e dois tipos de grdmeletrondensos (Lee



& Lestan, 1971). Inclusdes lipidicas e particutkes glicogénio também tém sido
observadas emA. lumbricoidesvar. suum (Prestage, 1960), enquanto emA.
lumbricoidesa presenca de vesiculas adjacentes aos granfrlogestes e as inclusdes
lipidicas foram observadas (Foor, 1967). Isto pvelrmaente pode ser explicado pelo
diferente desenvolvimento embrionario destes nedegpcuja larva permanece por um
longo periodo dentro do ovo e este ovo precisa @eeger viavel por um longo periodo
no meio ambiente, necessitando assim de uma maamtiJade de reserva nutricional
para as larvas.

A parede uterina de. chagasfilhoiconsiste de fibras musculares envolvidas por
uma lamina basal e por um epitélio uterino abakestal lamina, similar ao descrito em
O. volvuluse Brugia pahangiFranz & Buittner, 1983; Pilakaset al, 2005). Franz, em
1988, descreveu que as células epiteliais da partede@a podem ser divididas em trés
regides: proximo a lamina basal ha a presenca dé&bimnto baso-lateral; na regiao
média ha a presenca de organelas celulares taig wetioulo endoplasmatico, perfis
mitocondriais e nucleo; e a regido mais proximal@wmoen apresenta um aspecto
esponjoso. Esta descricao esta de acordo com ovatleeen. chagasfilhoi O mesmo
foi observado emB. pahangipor Pilakasiriet al, (2005), mas estes autores descreveram
o labirinto baso-lateral como dobras basais. Peif@@05) observou a presencga de duas
ramificagbes no Utero d&/. bancrofti por microscopia confocal. Contudo, estas
ramificacbes ndo foram observadas kenthagasfilhoipor microscopia eletronica de
transmisséo.

Os espermatozoides de chagasfilhoidentro do trato feminino contém perfis
mitocondriais, cromossomos e organelas membranssasares ao observado e

vitae e Panagrellus silusiagsoodey, 1945 (McLaren, 1973; Pasternak & Samgiloff



1972). Contudo, estes autores observaram que eseHpzoides amebodides presentes
dentro do trato feminino das fémeas apresentanedodsas as organelas membranosas
ligadas a membrana plasmatica. No presente estsloprganelas membranosas
raramente estavam conectadas a membrana plaso@atspermatozoide.

A observacao dos espermatozoided_dehagasfilhoiem cortes longitudinais
demonstrou a presenca de uma regido com organeasaeregido sem organelas. O
mesmo foi observado por Foet al (1971) emD. vitag onde 24 horas apos a
inseminacdo, 0 espermatozoide se tornou amebolidpresentou uma regido sem
organelas considerada anterior e outra regido wrdatenumerosas organelas
considerada posterior por estes autores. A espegédradse de. carinii foi descrita por
Taylor (1960) por microscopia de luz. Eles obsemamue 0s espermatozoides séo
células com um citoplasma contendo um nudcleo nmsgsre apresentando quatro ou
cinco cromossomos densos. Estes cromossomos dansioém foram observados em
L. chagasfilhaj livres de um envelope nuclear. Embora muitosraattenham descrito
estes cromossomos como sendo nucleo (Lee, 1971,; F2®B), um ndcleo tipico ndo
foi observado em nenhum destes espermatozdidesaiaia destes espermatozoides
de nematoides estes nucleos consistem de uma owsdensada de cromatina, com o
envelope nuclear ausente. Entdo, nés concordammsMxlaren (1973) em chamar
estas organelas eletrondensas de cromossomosnéaiéos.

As organelas membranosas dos espermatozoidesyadtise em muitas espécies
de nematdides, tém sido chamadas por diferenteeg)@diferentes funcdes tém sido a
elas atribuidas. Jamuar (1966) descreveu as oggameimbranosas ¢&ppostrongylus
brasiliensiscomo inclusbes mitocondria-like. Lee (1971) sugejue estas estruturas,

observadas emH. gallinarum séo vesiculas contendo fosfatase &cida, as géais



geradas pelo complexo de Golgi. McLaren (1973)esugque a as organelas
membranosas dB. vitae estdo relacionadas a producéo de uma secrecétvidavioa
reacdo de fertilizacdo, e esta funcdo pode ser a@wpl ao acrossomo do
espermatozoide tipico. Apds a fertilizacdo, derdm Utero, estdo alguns zigotos
envolvidos por uma casca de ovo bem definida, oolateim nucleo, nucléolo e muitos
perfis mitocondriais (Roger®t al, 1976). Contudo, Rogerst al (1976) nao
observaram a presenca de bactérias.

Durante o desenvolvimento, os o0citos se difeeencem embrides com um
maior numero de células. Estes embrides sdo muiitages aos observados érugia
malayi (Vincentet al 1975) e enB. pahangi(Rogerset al, 1976). Contudo, er.
chagasfilhoiobservamos a presenca de bactéNatbachialike nos embrides, que nao
foram referidas por estes autores.

As microfilarias de algumas espécies de filaridieds comoW. bancrofti, B.
malayi B. pahangiand Litomosoidesspp. sdo recobertas por uma bainha frouxa que
corresponde a casca do ovo que fica retida apomsée (Schraermeyet al, 1987a).
Esta bainha € importante porque representa umadére@geracdo entre o parasito e o
hospedeiro. As microfilarias mais préximas da panggrina tém sua bainha em intimo
contato com o epitélio, e nesta regido ha uma granhntidade de vesiculas no
citoplasma proximo a membrana epitelial em contm as microfilarias. Estas
vesiculas também foram observadas Brmpahangipor Rogerset al (1976) e por
Pilakasiri et al. (2005). Estes autores sugerem que o materiaktseor por estas
vesiculas tem uma funcdo nutritiva. Para Pilakasigal (2005) a presenca do reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi e bordas lumiéirebriadas do epitélio uterino

indicam a grande capacidade de sintese e secrexzdwatkrial nutritivo para as



microfilarias. Eles também acreditam que estascuks secretoras contribuam para
formar componentes da casca do ovo. Moraes-Bietd (2001) usaram a técnica de
deep-etching para estudar as microfilariag. dehagasfilhoie observaram uma matriz
preenchendo o espaco entre a bainha e a micrafdqae provavelmente corresponde ao
material uterino excretado/ secretado.

Uma caracteristica marcante do sistema reprodistéémea dé.. chagasfilhoi
foi a presenca de bactérias nos od0citos, zigotodriées, microfilarias e corddes
hipodermais. Estas bactérias medem de 0.35 audn8® provavelmente pertencem ao
géneroWolbachia

Wolbachiasp. tém sido observada em diversos filarideosctaisoD. immitis
O. volvulus B. malayie B. pahangi(Mclarenet al, 1975; Kozek & Horacio-Figueroa,
1977; Kozek, 1977; Vincenet al, 1975). Peixotoet al (2001) observaram a
ultraestrutura e a distribuicdo de bactérias enahdsgntes nos tecidos d&. bancrofti
por microscopia eletrbnica de transmissao. Kraghat (2003) descreveram resultados
marcandoWolbachiapor imunohistoquimica e imunocitoquimica utilizarattticorpos
policlonais contra a proteina de superficieWelbachia(WSP) emD. immitise B.
pahangi Litomosoides sigmodonti€handler, 1931 foi estudado por microscopia
eletrbnica de transmissao e por imunohistoquimitizando anticorpo anti-proteina de
choque térmico-60 (Hoeraet al, 1999). contudo, esta bactéria ndo foi obseresa
Acantocheilonema vita®©nchocerca flexuosd.oa loae Setaria equingBandi et al,
1998; Henkle-Duhrseet al, 1998; Buttneet al, 2003; Chirgwinet al, 2002).

Estudos recentes indicam qMéolbachiasp. é requerida para o sucesso da
muda, assim como para a reproducdo dos nematdideais. Entdo, o uso de uma

terapia com antibiético antolbachiaé um método possivel para o tratamento das



filariases, contribuindo para o desenvolvimentandeas abordagens terapéuticas para
estas doencas (Hist¢ al, 2004).

A expansao dos programas de filariose linfaticatedos os paises tem sido
acompanhada por um periodo de monitoramento dainagé@m de duas drogas: (1)
ivermectina e albendazol (Na Africa e no Yemen), EC e albendazol (onde
oncocercose ndo é co-endémica na Africa, e em taslasutras regibes endémicas).
Contudo, estudos sdo necessarios, uma vez queda#t#nndo € registrado como
tratamento para filariose linfatica, apesar deesdansivo e seguro uso no controle de
helmintos intestinais (Molyneuwst al, 2003).

Albendazol, como outros benzimidazéis, age inibiag-tubulina polimerase,
causando despolimerizacdo do microtubulo e modiies celulares (Lacey, 1990;
Horton, 2000). N&do obstante, seu detalhado mecantnacédo, principalmente em
filarideos, ainda n&do é claro. Dietilcarbamazin& ), apesar de ser conhecida por
mais de 50 anos, e de ser amplamente utilizada asasdadministradas nas areas
endémicas, ndo tem seu mecanismo de acdo conh@dairels & Denham, 1992).
Sabe-se que DEC apresenta principalmente propesdadcrofilaricidas, mas seus
efeitos sobre os vermes adultos ainda estdo semdstigados.

A avaliacdo dos efeitos de diferentes drogas raofilaremia deMansonella
perstantsdemonstrou que mebendazol parece ser mais ativoDfe Contudo, a
combinagdo dos tratamentos de DEC com albendazoitasam numa atividade
significantemente mais elevada do que nos trataaeaam apenas uma droga (Bregani
et al, 2006). Em um estudo que comparou a co-admig&trale albendazol + DEC
com DEC sozinho, foi demonstrado que a combinagdoddas drogas foi mais eficaz

na diminui¢cdo da prevaléncia da microfilaremiavdebancrofticomparado com DEC



sozinho. Deste modo, concluiu-se que a dose unmelague combina DEC +
albendazol tem um efeito aumentado quando compacado a terapia utilizando
apenas uma droga (Rajendrah al, 2004, 2006). Controversamente, num estudo
baseado em exames fisicos e por ultra-sonografida@mens comW. bancroftj foi
sugerido que a dose Unica co-administrada com d@édlzeh pode inibir o efeito
macrofilaricida de DEC (Dreyat al, 2006).

Em gerbis infectados coB. pahangi DEC ndo apresentou atividade contra as
microfilarias ap0s o tratamento dos mesmos com B8@f)kg por cinco dias,
administrados oralmente ou intraperitonealmente gatas, apos a administracdo de 25
ou 50 mg de DEC intraperitonealmente por 3 ou bSesgezerificou-se que as
microfilarias desapareceram da circulacdo sanguwdmeama hora, mas algumas horas
depois elas reapareceram em mesmo numero. Corgunajoria dos vermes adultos
morreu 30 dias apoés o tratamento (Denledial,1978).

Em experimentos utilizandMastomys natalaensi§Smith, 1834) infectados
com L. carinii foi verificado que, apés a administragcdo de 500kggyia oral, os
roedores que possuiam uma infeccdo mais antigaveobtn uma reducdo da
microfilaremia 15 minutos apds a administracdo aeyal Estes niveis se mantiveram
baixos, mas, 12 dias depois comecaram a aumemtaro&dores com infec¢cdes mais
recentes, no entanto, a microfilaremia reduziu &minutos, mas ap6s 30 minutos
comecou a aumentar, e 12 dias depois este aun@ramdla mais significante. J& em
roedores que ndo possuiam vermes adultos mas feitoe microfilarémicos através
de injecBes de microfilarias, a microfilaremia reiduapos o tratamento e permaneceu
suprimida mesmo apds o dia 12. Deste modo, conskiigue o0 ressurgimento das

microfilrias apos o tratamento com DEC é um resoltda liberacdo de novas



microfilarias pelas fémeas (Weiner & Soulsby, 1982)

Mais recentemente, a atividade microfilaricidade foi verificada em gerbis
contra vermes adultos de pahangi onde os roedores infectados foram tratados com
200 mg/kg de dec intraperitonealmente e verifioeugae o nivel da microfilaremia
diminuiu bastante logo ap0s o tratamento, mas comacaumentar apds 16 semanas,
sugerindo que dec suprimiu temporariamente a egédmese das fémeas (Fujimaii
al., 2004).

Apoés o tratamento com dec ou com albendazol sogjna ultraestrutura da
parede do corpo da fémea permaneceu intacta independa concentracdo. a cuticula
apresentou 5 camadas, conforme descrito por Mda&s-et al (2002) por
microscopia eletrénica de transmisséo. as bact@f@bachialike presentes no cordao
hipodermal ndo apresentaram alteracdo em suadiitraga apos o tratamento.

O estudo de alteracdes morfoldégicad.-dearinii por microscopia eletrénica de
transmissdo apos o tratamento com derivados detibenkin vivo demonstrou que o
arranjo das fibras musculares foi alterado 4 dmss @ tratamento. Muitos filamentos
foram substituidos por um material fibroso ou gtane muitos vacuolos apareceram
na musculatura. Seis a 14 dias ap6s o tratamemi@axia das miofibrilas desapareceu
e apenas poucos perfis mitocondriais localizadégimo a borda celular interna foram
observados (Franet al, 1987). Contudo, nenhum efeito deletério do tnatato foi
encontrado na cuticula, hipoderme ou cordado latesiatilar ao observado erh.
chagasfilhoiap6s o tratamento com DEC ou albendazol sozinhos.

As observacdes da ultraestrutura Ble malayi e L. carinii apés 3 dias de
tratamentoin vivo com flubendazol demonstrou uma hipoderme eletmsalee

vacuolizada, indicando necrose. Ap0s 6 dias deartranto as células musculares



estavam vacuolizadas. Estes resultados provavednieram observados porque esta
droga ndo foi administrada como uma dose oral Uo@ao realizado no presente

estudo, mas os roedores foram submetidos ao trataroem 25 mg/ kg de flubendazol

subcutaneo por cinco dias consecutivos (Fedrat, 1990).

A observacdo da parede do corpoldechagasfilhoiapos o tratamento com
diferentes concentracdes da co-administracdo de -BB&lBendazol mostrou a presenca
de diversos vacuolos na hipoderme e na regido odvatii da camada muscular. O
corddo hipodermal apresentou, além de vacuolosrasyde mielina em algumas
regides. EnL. carinii Schneider, 1866 apds quatro dias de tratamentadeoivados de
benztiazolesn vivo, foi observado que as fibrilas da camada musditaram seu
arranjo alterado e diversos vacuolos foram obsew/g@ranzet al, 1987). Um
resultado similar foi observado erhleterakis spumosapods tratamenta vivo com
febantel, onde vacuolos foram observados na hipwaler na regido nao-contratil da
camada muscular. Estes danos foram intensificadsdp febantel foi co-administrado
com pirantel, sugerindo que um efeito sinergisiamausado quando as duas drogas sdo
co-administradas (Mehlhorn & Harder, 1997). No prgs trabalho, nos verificamos
que a co-administracdo de DEC com albendazol apteesena acéo na hipoderme e na
camada muscular de chagasfilhoigue nao foi observada quando estas drogas foram
administradas isoladamente. Um resultado similawdoficado por Oliveira-Menezes
et al (2007), onde a observacdo por microscopia eletode varredura de vermes
adultos dew. bancroftiprovenientes de pacientes tratados com a co-admagés de
DEC com albendazol apresentaram danos na supetfiti®ilar, enquanto os vermes
adultos provenientes de pacientes tratados apemasDEC ndo apresentaram estes

danos.



A principal area de acdo de albendazol emchagasfilhoifoi o sistema
reprodutor feminino. Em nematoides tratados cormdg@e albendazol a parede uterina
apresentou um labirinto baso-lateral com uma mai@ntidade de invaginacdes e
contendo figuras de mielina, indicando alteracoestanregido. Na regido em que a
bainha das microfilarias faz contato com o epitéterino havia uma grande quantidade
de vesiculas, similar ao observado no controleasEgésiculas, observadas em outros
filarideos, provavelmente tém uma funcéo nutrivaontribuem para a formacéo da
casca do ovo (Rogeet al, 1976; Pilakasiret al, 2005). Em nematoides tratados com
80 mg de albendazol, contudo, a parede uterinaapé@sentou nenhuma alteracéo,
havendo uma menor quantidade de invaginacdes immtalbaso-lateral e de vesiculas
na regiao proxima ao lumen. Os nematdéides que fetdymetidos ao tratamento com 6
mg/kg de DEC + 40 mg de albendazol apresentaranepit@lio uterino com uma
quantidade de invaginacdes na regido do labiriasodateral bastante exacerbada e
com areas eletrondensas, havendo a formacdo delescgm algumas regides. Os
nematoéides submetidos a acdo de 12 mg/kg de DEC mgde albendazol também
demonstraram um aumento das invaginacdes do lebbaso-lateral, além da presenca
de vacuolos e vesiculas no epitélio uterino.

A maioria dos embrides de chagasfilhoitratados com 40 mg de albendazol
estava completamente degenerada, sem célulasaisitédp entanto, alguns embrides
nao foram afetados pela droga, ficando inalteraBi@nzet al. (1990) observaram que
24 horas ap6s o tratamento subcutaneo com flubehdantraB. malayi e L. carinii,
0s embrides ndo apresentavam ndcleo, a cromasiaaae condensada, levando a
posterior desintegracdo de todos os embrifes. fgito esimilar foi observado apos o

tratamento com as diferentes concentragbes de DE(Dendazol, onde os embrides



apresentavam uma completa desorganizacao celatarmplos e figuras de mielina.

AplOs o tratamento com 40 mg de albendazol muitags ndo todas as
microfilarias delL. chagasfilhoise encontravam num estado degenerativo. LEm
chagasfilhoi tratadas com 80 mg de albendazol todas as miarafildestavam
completamente decompostas. Alteracbes nas micrafildambém foram observadas
em L. carinii apos tratamento com derivados de benztiazole omgeolizacdo e
ocorréncia de zonas plasmaticas palidas foram wida&s (Franzt al, 1987). Os
efeitos de benzimidazoles também foram observatiosétulas em divisédo dos ovarios
deD. immitis(Howells & Delves, 1985) e ef. malayi eL. carinii foi observado que
os danos dos microtubulos nas células em divis&oriex degradacéo celular, afetando
a zona geminal do ovario (Fraezal, 1990). O estudo dos efeitos de mebendazol em
O. volvulusdemonstrowque esta droga tem um marcante efeito embriot@atdéémeas
adultas (Awadzet al, 1982). Em fémeas d&. lumbricoidese Dictyocaulus viviparus
(Bloch, 1782) foram observados ovos ndo embrionados apds adragést com
albendazol, sugerindo a alta efetividade destaadnagembriogénese (Carvalébal,
1992; Osmart al, 1994).

Os nematdides que sofreram acdo de 6 mg/kg de &iE€sentaram alguns
embrides completamente degenerados. No entantonsalginda se encontravam
integros. O mesmo foi observado na por¢cdo maisrpeddo Utero, onde microfilarias
estavam completamente degeneradas, mas algumascgetravam sem nenhuma
alteracdo. Os nematoides que sofreram acao de /K@ nig DEC tiveram o aspecto de
grande parte de seus embrides completamente alsgradiciando um processo
degenerativo. Ja na regido do uUtero mais proximavulaa foram observadas

microfilarias completamente degeneradas, mas tamdlgumas microfilarias sem



alteracéao.

A observacado d®V. bancroftiapos a administracdo de 6 mg/kg/dia por 12 dias
ao individuo parasitado, demonstrou que o Uterdédzea deste filarideo apresenta
algumas regides contendo microfilarias e outragigaraente vazias. Aléem disso,
através de microscopia eletronica de transmissaibservado que algumas fémeas nao
apresentavam nenhum embrido intra-uterino (Pei2005).

No presente estudo, a observacdo das microfil@rmgormacéo no Utero das
fémeas apods a administracédo de 6 mg/kg de DEC d#troargue a bainha persistiu em
microfilarias que ja apresentavam numerosos vasyotmm completa lise do
citoplasma e organelas celulares, havendo algureassvuma aparéncia vazia. No
experimento utilizando 12 mg/ kg de DEC, algumasrafilarias internamente
degeneradas perderam a bainha. As microfilariasnstittas a co-administracdo de
DEC com albendazol, também apresentaram uma cargesbrganizacéo celular, com
vacuolizagfes. Contudo, a bainha néo foi destruida.

Schardein et al. (1968) e Chandrashekat al (1984) sugeriram que s6 apés a
perda da bainha das microfilarias ocorrem danadarek. Floréncio & Peixoto (2003)
também reconheceram que os efeitos ultraestrutemiso formacdo de vacuolos,
citélise, desorganizagdo celular e presenca deosdgmelares sé foram observados em
microfilarias que perderam sua bainha. Peixgtaal (2003) viram no entanto que
engquanto as microfilarias 8. bancroftiapds o tratamento haviam perdido a bainha, as
de L. chagasfilhoiconservaram a bainha intacta. Em 2004, Peigbtl. avaliaram os
efeitos de uma dose Unica de 6 mg/kg, via oral HE Bobre as microfilarias d&.
bancroft| indicando agora que a presenca da bainha nd@é&aondicdo para um dano

celular subsequente, estando de acordo com os dhtidss em nossos experimentos.



Segundo Ottesen (1984), DEC parece ter difereneeammsmos farmacoldgicos
de acado para diferentes espécies filariais e estéy desenvolvimento de uma mesma
espécie. Uma droga anti-filarial anadloga a DEC wgajla a fluoresceina e a rodamina
foi utilizada para localizar seu sitio de atuacdoB: malayi(Junnilaet al, 2007). A
incubacaan vitro desta droga por 8 horas demonstrou seu acUmukringé, esdfago,
anel nervoso, Utero, vulva e testiculo. Nas miZoéis este acumulo foi observado na
regido do poro excretor, poro anal e nucleos dagasésomaticas das microfilarias
(Junnilaet al, 2007). Estes dados indicam que este analogdededeumula em areas
de sintese de proteinas de secrecéo, sugerinddEDgode interferir nos mecanismos
de escape.

Apesar de estudos prévios demonstrarem uma d&lternag ultraestrutura de
células intestinais dé\. suum Aspiculuris tetraptera(Nitzsch, 1821) eHeterakis
spumosa(Schneider, 1866) apds o tratamento com benzimislgBorges & Nollin,
1975; Comley, 1980; Zintz & Frank, 1982), as cduilatestinais dd.. chagasfilhoi
permaneceram intactas mesmo apo6s o tratamento @ang&le albendazol, ou com a
co-administracdo de 12 mg/ kg de DEC com 80 mg Idendazol. No entanto, &
importante ressaltar que chagasfilhoiesta presente na cavidade celomética do roedor,
enquanto os demais nematodides sdo gastrointesiofiiendo a acdo da droga ingerida
mais diretamente. O padrdo normal das célulastinéés delL. chagasfilhoiapés o
tratamento coincide com o observado por Fetral (1987) e Franet al. (1990) que
estudaram as células intestinaisldecarinii e B. malayique também permaneceram
morfologicamente intactas ap6s o tratamento conztlzawmles ou flubendazoles. As
células do epitélio intestinal de chagasfilhoitratados e néo tratados apresentaram

juncdes septadas, de acordo com o padréao desorifdgvidson (1983) erAscarissp.



No citoplasma das células intestinais foi possibslervar vacuolos, corpos lisossomais
e inclusdes lipidicas, similar ao observado poraderNetcet al (2006).

O presente trabalho elucida muitos aspectos ulttdesais do sistema
reprodutivo da fémea de. chagasfilhoj fornecendo uma melhor compreensdo da
ontogenia deste nematoide. Além disto, a preseechadtériasVolbachialike esta
sendo referida pela primeira vez nesta espécietramol® a grande importancia deste
modelo de estudo. A deteccdo desta bactériaechagasfilhoipode ser feita por
microscopia eletrbnica de transmissdo sem a Wézale um anticorpo, facilitando a
observacado da avaliacédo de drogas.

Muitos estudos investigam a efetividade de albepld@m potencializar o
tratamento com DEC em administracido em massa. Aa,irgle é o maior pais
envolvido no programa de eliminacéo da filariastg\va hesitando até recentemente em
utilizar o regime com duas drogas devido a auséhiavidéncias que demonstrem 0s
efeitos benéficos do albendazol (Sabesan, 20068faDerma, este estudo contribui para
o0 conhecimento dos efeitos de albendazol, dec eodadministracdo de DEC +
albendazol nos filarideos e enfatiza o potenciabretoxico e microfilaricida destas
drogas. Através da observacdo das fémeas por mo@iaseletrénica de transmisséo
fica evidente que o albendazol é o principal respeel por este papel microfilaricida e
embriotdxico, uma vez que administracdo de apesiasdeoga ofereceu uma reducéo
maior na microfilaremia do que quando dec foi adshiado sozinho. Contudo,
verificamos que h4 uma acédo potencializadora desias drogas, uma vez que apos a
co-administracdo de 12 mg/kg de dec com 80 mg Hendhzol ndo verificamos
nenhuma microfilaria integra por microscopia el@td de transmissdo e foram

observadas alteragcdes na hipoderme, corddo hipatermamada muscular que néo



foram observadas em nenhum nematéide em que foataxds com apenas uma droga.

6. CONCLUSOES

* A ultraestrutura do sistema reprodutor da fémeaittenosoides chagasfilhasta

sendo descrita pela primeira vez por microscot@lica de transmissao;

» Espermozoéides aflagelados e amebodides presentas¢i&o proximal do Gtero de
L. chagasfihoiforam observados pela primeira vez por microscepgronica de

transmissao;

 As fémeas dd.. chagasfilhoiapresentam bactéria&/olbachialike nos odcitos,

zigotos, embrides, microfilarias e corddes hipodesm

* As fémeas dd.. chagasfilhoindo apresentaram nenhuma alteracdo na parede do

corpo apos o tratamento com dec ou com albenddmuhéstrados isoladamente;

» As fémeas dé. chagasfilhoiapresentaram alteracdo na parede do corpo amBs a ¢

administracéo de dec com albendazol,

* Nenhuma microfilaria permaneceu integra no intet@mutero apds a administracéo
de 80 mg de albendazol e da co-administracdo dadlRg de dec com 80 mg de

albendazol;



* A degeneracéo celular das microfilarias indeperaddestruicdo da bainha;

* O albendazol, dec e a co-administragcdo de dec end#tzol apresentam efeitos

sobre os embrides e as microfilarias intra-uterghels. chagafilhoi
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