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RESUMO

EDERLI, Nicole Brand. Nematoides parasitas de avestruzes, Struthio camelus
Linnaeus, 1758 e emas, Rhea americana L., 1758: diagnéstico, patologia,
taxonomia e analise filogenética. 2012. 239p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal,
Sanidade Animal). Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, 2012.

O grupo das ratitas € composto pelas avestruzes, emas, emus, cassuares e kiwis.
Destas, apenas as trés primeiras espécies sao criadas comercialmente no Brasil. Sao
escassas as pesquisas sobre os parasitas que acometem as ratitas, havendo a
necessidade de ampliar o conhecimento sobre as parasitoses e seus respectivos danos
ao rebanho. Na presente pesquisa, foram coletadas 192 amostras de fezes de avestruzes
de 13 criatérios comerciais no Estado do Rio de Janeiro para a realizacdo de exames
fecais e foram necropsiadas emas e avestruzes para a coleta de parasitas adultos, bem
como a descricao das patologias causadas por estes. Além disto, foi realizada a analise
filogenética das espécies da subfamilia Libyostrongylinae baseada em caracteres
morfoldgicos. Foram encontrados ovos tipicos de Strongylidae com média de 1.533,07
OPG no Estado do Rio de Janeiro, sendo Trés Rios o municipio com menor média
(26,47), e Campos dos Goytacazes com maior média (3.860). A andlise das larvas
infectantes revelou a presenca de Libyostrongylus douglassii, L. dentatus e Codiostomum
struthionis no rebanho de avestruzes do Estado. Durante a coleta dos parasitos adultos
do proventriculo das avestruzes, observaram-se sitios de localizagéo distintos, sendo L.
douglassii encontrados abaixo da membrana coilina, enquanto que L. dentatus estavam
inseridos, de forma enovelada, nesta membrana. Verificou-se também que C. struthionis
€ responsavel por lesbes nos cecos das avestruzes, caracterizadas por espessamento da
mucosa e nédulos ao longo do ceco. As emas estavam parasitadas por duas espécies de
nematoides Deletrocephalus dimidiatus e Sicarius uncinipenis, que foram redescritos com
maior riqueza de caracteres. Destas, S. uncinipenis € responsavel por sérias lesdes na
moela das emas, resultando em necrose do 6rgdo. Faz-se necessario a redescricao das
espécies de nematoides desta subfamilia com o intuito de obter mais detalhes
morfoldgicos para a obtencdo de uma analise filogenética mais detalhada, futuramente.
Palavras-chave: Deletrocephalus, Sicarius, Codiostomum, Libyostrongylinae.
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ABSTRACT

EDERLI, Nicole Brand. Nematode parasites of ostriches, Struthio camelus Linnaeus,
1758 and rhea, Rhea americana L., 1758: diagnosis, pathology, taxonomy and
phylogenetic analysis. 2012. 239p. Thesis (Doctor Science in Animal Science,
Animal Sanity). Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, 2012.

The ratite group is composed by ostriches, rheas, emus, cassuares and kiwis. Of
these, only the first three species are raised commercially in Brazil. There are few
researches on the parasites that affect ratites, needing to expand the knowledge of
its parasites and their damage to the flock. In the present study, we collected 192
fecal samples from 13 ostriches commercial farms in the State of Rio de Janeiro to
perform fecal exams, and were necropsied ostriches and rheas for collect adult
parasites as well as descriptions of the pathologies caused by them. There were
performed a phylogenetic analysis of the species from the subfamily
Libyostrongylinae based on morphological characters. There were observed
Strongylidae eggs with a mean of 1533.07 EPG in the State of Rio de Janeiro. The
city Trés Rios had the lowest average (26.47), and Campos dos Goytacazes the
highest average (3860). The analysis revealed the presence of infective larvae of L.
douglassii, L. dentatus and C. struthionis in the flock of ostriches in the state. During
the collection of adult parasites in the ostriches proventriculus, we observed a
differential localization being L. douglassii found under the koilin layer while L.
dentatus were inserted in this membrane. Moreover, C. struthionis is responsible for
lesions in ostriches ceca, characterized by thickening of the mucosa and nodules
along the cecum. Rheas were parasitized by two nematode species D. dimidiatus
and S. uncinipenis, which were redescribed here with richer characters. Of these, S.
uncinipenis are responsible for serious injuries in rhea gizzard, resulting in necrosis
of the organ. It is necessary to redescribe the nematode species of this subfamily
with more morphological details for a further phylogenetic analysis.

Keywords: Deletrocephalus, Sicarius, Codiostomum, Libyostrongylinae.
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interldbio ventral (seta); B. Vista lateral, evidenciando labios

laterais (setas) com denticulos (pontas de seta). Barras: 100 um

Micrografia eletrénica de varredura da extremidade anterior de
Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. A.
Observar os labios laterais (L), interldbios dorsais e ventrais (i),
anfideos (ponta de seta), papilas labiais (setas finas) e
denticulos dos labios (seta larga). Barra: 50 um.; B. Observar
abertura oral (Oa), labios laterais (L), interlabios dorsais e
ventrais (i), e denticulos dos labios (setas). Barra: 50 um; C.
Aumento do labo lateral do labio, evidenciando denticulo maior
na extremidade do labio (seta) e grupo de denticulos (ponta de
seta). Barra: 10 um; D. Aumento do labo central do labio com

grupo de denticulos. Barra: 10 ptM....coooiiiiiiiiieeeiieeee e
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Figura 2.25.

Figura 2.26.

Figura 2.27.
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Micrografia éptica da extremidade anterior de Sicarius
uncinipenis parasita de emas, Rhea americana. Mostrando
estoma (ponta de seta), es6fago (seta), e uma porcao do ovario,
repleta de ovos (U). Barra: 300 IMm .....cooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e

Micrografia éptica (DIC) do esb6fago de Sicarius uncinipenis
parasita de emas, Rhea americana. A. Primeira porcdo do
es6fago, evidenciando anel nervoso (seta larga), um par de
papilas cervicais (pontas de seta), e divisdo entre a primeira e
segunda porcao do esbéfago (seta fina); B. Extremidade distal da
segunda porcao do esbdfago, na juncao entre o esbfago e o
intestino. Verificar fibras musculares, ampliadas em C,
evidenciando que as duas porgdes do eséfago sdo musculares.
Barras: 100 M ...eeoiiieeee e

Micrografia dptica da regiao posterior de um espécime macho de
Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana,
evidenciando espiculos desiguais, sendo o esquerdo maior
(seta), e o direito menor (ponta de seta). Observa-se também a

asa caudal (*). Barra: 200 UM...ccoeeiiieiiiieiiiiiiieieiieeeeeeeeee e

Micrografia eletrénica de varredura da extremidade posterior de
um espécime macho de Sicarius uncinipenis, parasita de
emas, Rhea americana. Observar asa caudal texturizada.

Barra: 500 M oo

Micrografia eletrénica de varredura da extremidade posterior de
um espécime macho de Sicarius uncinipenis, parasita de emas,
Rhea americana. A. Asa caudal. Barra: 1 mm; B. Papila ad-
cloacal (seta), préxima a abertura da cloaca (C). Barra: 50 pum;
C. Papilas pré-cloacais (setas) e cloaca (C). Barra: 200 um; D.

Papilas pés-cloacais (setas) e cloaca (C). Barra: 200 pm............
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Figura 2.35.
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Micrografia éptica (DIC) dos espiculos de machos de Sicarius
uncinipenis, parasitas de emas, Rhea americana. A. Porgao
proximal do espiculo esquerdo (maior); B. Espiculo direito
(menor). Barras: 100 M ...ueeeeeiiiiiiiiiieeeeeeee e

Micrografia eletrénica de varredura da extremidade distal dos
espiculos de machos de Sicarius uncinipenis, parasita de emas,
Rhea americana. A. Espiculo direito (menor). Barra: 10 um; B.

Espiculo esquerdo (maior). Barra: 20 pM.....ccoeeeeiiiiiieeeeeeiiiieeenn.

Micrografia optica (DIC) do gubernaculo, com a extremidade
distal do espiculo, de um espécime macho de Sicarius
uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. Barra:100 um ..

Micrografia éptica da regido da vulva de fémeas de Sicarius
uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. A. Porcao
inicial, evidenciando abertura da vulva (v), seguida pela vagina
musculosa; B. Porcédo anterior da vagina musculosa, repleta de
ovos larvados, e abertura da vulva (v); C. Porcao posterior do

ovijector, mostrando estrutura terminal. Barras: 100 pm .............

Micrografia eletrénica de varredura da vulva de um espécime
fémea de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea

americana. Barra: 50 PM.......oooiiiiiiieeiee e

Micrografia éptica (DIC) da extremidade posterior de fémeas de
Sicarius uncinipenis, parasitas de emas, Rhea americana. A.
Cauda mostrando abertura do anus (a); B. Estrutura circular na
ponta da cauda (seta). Barras: 100 UM .....oooceeeiiiiiiiie e

Micrografia eletrénica de varredura da extremidade posterior de
uma fémea de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea
americana. A. Observar abertura do anus (A), e estrutura
circular na ponta da cauda (seta). Barra: 100 pm; B. Imagem
ampliada da extremidade da cauda da fémea, mostrando um par
de papilas laterais (setas) e estrutura circular (ponta de seta).

Barra: 20 PMi..oooo e
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Figura 2.37.

Figura 2.38.

Figura 2.39.

Figura 2.40.

Figura 2.41.
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Micrografia éptica (DIC) de ovos larvados no interior do ovijetor
de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana.
Barra: BOHM ..o 117

Micrografia 6ptica (DIC) de ovos de Sicarius uncinipenis em

estagio de morula. Barra: 50 UM .....ooocviiiiiiiiiiiiieee e 118

Proventriculo (P) e moela (G) de uma ema nao parasitada,
evidenciando aspecto NOIMAL.........cooooiiiiiiiiiiee e 121

Proventriculo e moela de uma ema, Rhea americana, parasitada
por Sicarius uncinipenis. A. Setas evidenciam Ulceras na
membrana coilina da moela; B. Face interna da membrana
coilina evidenciando nematoides penetrando nesta (setas); C.
Presenca de Ulceras (setas) e pontos hemorragicos (pontas de
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membrana coilina da moela, evidenciando Ulceras (setas) e
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Macrolesées no proventriculo e moela de uma ema, Rhea
americana, parasitada por Sicarius uncinipenis. A.
Proventriculo com presenga de muco e nematoides; B.
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Figura 3.6. Estrutura dos raios da bolsa copuladora das espécies da
subfamilia Libyostrongylinae. A. Libyostrongylus douglassii
(SKRJABIN, 1960); B. L. magnus (SKRJABIN, 1960) (Barra:
50um); C. L. dentatus (HOBERG et al., 1995) (Barra: 100um); D.
Paralibyostrongylus kalinae (redesenhado de DURETTE-
DESSET et al., 1992) (Barra: 100um); E. P. alberti (redesenhado
de BERGHE, 1936); F. P. bathyergi (ORTLEPP, 1939) (Barra:
200um); G. P. mordantii (LE VAN HOA, 1959) (Barra: 300um);
H-l. P. vondwei (ORTLEPP, 1939) (Barra: 200um); J-L. P.
hebrenicutus (LANE, 1923); M. P. nigeriae (BAYLIS, 1928)
(Barra: 100um); N. Raio dorsal de P. cassonei (DURETTE-
DESSET; DENKE, 1978); O. Cnizostrongylus kleini (CHABAUD
et al., 1967) (Barra: 150M) ...cooiiiiiiiiiie e 172
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1. INTRODUCAO GERAL

A criacdo de ratitas pode se tornar uma pecuaria alternativa no Brasil,
acompanhando a tendéncia mundial. Embora esta seja uma atividade nova, o
interesse pela exploragdo de avestruzes, emas e emus pode crescer ainda mais no
Brasil, principalmente no Estado de Sdo Paulo e nas regides Sul e Centro-Oeste,
devido a boa qualidade dos produtos oriundos destes animais. O grupo das ratitas é
composto pelas avestruzes, Struthio camelus, emas, Rhea americana, emus,
Dromaius novaehollandiae, cassuares, Casuarius casuarius e kiwis, Apteryx spp,
destas, apenas as trés primeiras espécies sao criadas comercialmente no Brasil.

Provavelmente, durante a introducao de avestruzes na década de 90 no Brasil
(AICHINGER et al., 2007), ocorreu também a introducdo de nematoides do género
Libyostrongylus e Codiostomum devido a uma deficiéncia na fiscalizagéo sanitaria, visto
que ndao ha nenhuma normatizacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), quanto ao controle de parasitoses, para comercializacéo
interna de ratitas ou importacdo das mesmas. Estes parasitas estdo presentes
enzodticamente em todo o rebanho nacional. Isto porque a disseminagdo de algumas
espécies de helmintos é favorecida pelo seu ciclo de vida direto, além da falta de
conhecimento adequado no manejo dos animais € em controle parasitolégico entre os
produtores, bem como, do comércio das aves sem a verificacao do parasitismo. Nao se
sabe, até o momento, se os parasitas introduzidos, tanto de avestruzes, como de emus,
podem infectar as emas (ave nativa da América do Sul). Até que ndo haja a
comprovacao da especificidade destes parasitas aos seus hospedeiros, como medidas
de biosseguranga, deve-se evitar a criacdo de outras aves na mesma propriedade,
principalmente as criagbes de emas, devem ser isoladas das de avestruzes e emus.

Sao escassas as pesquisas sobre a fauna parasitaria que acomete as ratitas,
havendo a necessidade de ampliar o conhecimento sobre as parasitoses e seus
respectivos danos ao rebanho, a fim de melhorar o0 manejo destas aves. Estudos
sobre infeccOes parasitarias sao importantes na medida em que abrem caminho
para a geracao de conhecimento sobre estas enfermidades além de se criar
recursos humanos especializados, o que ajudara no processo de controle sanitario,
visando um aumento na produtividade. A elaboracdo de uma chave de identificacdo
das larvas infectantes que acometem ratitas, contribui para a realizacdo de um
diagnéstico mais rapido, simples e pratico, ndo havendo a necessidade de realizar



necropsias para obtencao de helmintos adultos, para identificacdo das espécies de
parasitas envolvidas na infeccdo. Além disto, o estudo preliminar da filogenia das
espécies de nematoides da subfamilia Libyostrongylinae, sugere uma possivel
reclassificacdo das espécies, além de permitir, futuramente, a elaboracdo de uma
chave de identificacdo atualizada em nivel de género desta subfamilia, facilitando
assim o diagnéstico através da observacao dos caracteres morfolégicos dos

espécimes.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

Gerar conhecimento sobre a fauna parasitaria das avestruzes e emas, uma
vez que pouco se sabe sobre a biologia, taxonomia, sistematica e patogenia de

parasitos encontrados nestas ratitas.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Diagnosticar as espécies de nematoides que acometem as avestruzes no
Estado do Rio de Janeiro, através de exames fecais;

e Descrever sitios de localizagao distintos das duas espécies de Libyostrongylus
no proventriculo das avestruzes;

e Desenvolver uma chave de identificacdo de nematoides adultos e larvas
infectantes encontradas nas avestruzes, a fim de facilitar o diagnéstico destas
parasitoses;

e (Caracterizar as lesbes causadas por nematoides parasitas de avestruzes e
emas;

e (Caracterizar taxondmica e ultraestruturalmente as espécies de helmintos que
parasitam as emas;

e Realizar um estudo preliminar da filogenia das espécies de nematoides da
subfamilia Libyostrongylinae, com base em caracteres morfolégicos.



1.2. JUSTIFICATIVA

Embora as emas sejam autdctones da América do Sul, pouco se conhece
sobre a fauna parasitdria destas aves, incluindo sintomas, patologias e
consequentemente, possiveis perdas na producdo, uma vez que, até o momento,
ndao ha relatos de achados patoldégicos causados por helmintos em emas e
avestruzes, onde o género Codiostomum era considerado como um parasito nao
patogénico. As espécies de nematoides parasitas das emas foram durante muito
tempo, descritas inadequadamente, havendo sobreposicdo na descricdo dos
caracteres morfoldgicos, uma vez que mais de um género pode ser encontrado em
um mesmo sitio de infeccdo no organismo do hospedeiro. Além disto, algumas
espécies da subfamilia Libyostrongylinae foram classificadas provisoriamente nos
géneros desta subfamilia, sendo necessaria a realizagdo de uma analise filogenética
das espécies de nematoides da subfamilia Libyostrongylinae, com o intuito de
contribuir com a real classificacdo das espécies dentro desta subfamilia,
principalmente entre os géneros Libyostrongylus e Paralibyostrongylus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. AS RATITAS

A taxonomia tradicional, baseada em caracteres morfoldgicos, divide o grupo
das ratitas em quatro ordens e cinco familias diferentes:  Struthioniformes,
Struthionidae; Rheiformes, Rheidae, com os dois géneros de emas, R. americana
(ema maior) e Pterocnemia pennata (ema de Darwin); Casuariformes, Cassuariidae
e Dromaiidae; Apteryformes, Apterygidae.

A taxonomia de Sibley-Ahlquist-Monroe é baseada em técnicas pioneiras de
biologia molecular, proposta no inicio da década de 80 para a classe Aves, onde 0s
pesquisadores, através da hibridizacdo do DNA, compararam o grau de semelhanca
genética entre as espécies, com o intuito de reconstruir as relacdes filogenéticas
entre os diversos grupos de aves. Segundo esta, o grupo das ratitas é classificado
em uma unica ordem Struthioniformes com quatro familias: Struthionidae, com as
avestruzes, Struthio camelus; Rheidae, com as emas, Rhea americana e R.
pennata, onde os pesquisadores incluiram as duas espécies do mesmo género
Rhea; Casuariidae com os emus, Dromaius novaehollandiae e cassuares, Casuarius
casuarius e Apterygidae, com os kiwis, Apteryx spp. (SIBLEY et al., 1988).

Estas aves compartiiham diversas adaptagdes evolucionarias de outras
aves, no entanto, algumas caracteristicas anatémicas sao Unicas, como a aparéncia
do osso esterno, achatado em forma de jangada, ratis no latim, o que deu origem ao
nome ratitas (FOWLER, 1996). Estas aves utilizam este 0osso no ataque e na defesa
nas brigas contra outros machos. As ratitas ndo possuem a capacidade de voar,
mesmo tendo antecedentes voadores, no entanto, sdo excelentes corredoras,
podendo alcancar 64 km/h (Quadro 1). As asas das avestruzes e emas sdao bem
desenvolvidas quando comparadas com as dos emus e cassuares que Sao
rudimentares (FOWLER, 1996).



Quadro 1. Caracteristicas, velocidade e distribuigao das ratitas no mundo (FOWLER, 1996).

Tamanho .
. Coloracao N°de Velocidade L .
Ratita Altura Peso Distribuicao Nativa
dedos Km/h
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea

Struthio camelus 3,00 2,50 160 120 Preto e branco Cinza 2 64 Africa
Rhea Americana 1,70 1,50 25 20 Cinza Cinza 3 - Brasil, Bolivia, Paraguai, Uruguai, Argentina
Pterocnemia pennata 1,10 1,10 - - Cinza Cinza 3 - Peru, Bolivia, Chile, Argentina
Dromaius novaehollandiae 1,50 1,80 36-38 55 Marrom Marrom 3 48 Australia
Casuarius casuarius 1,80 2,00 85 Preto Preto 3 48 Australia e Nova Guiné
Apterys spp. 0,35 0,55 0,67-4,0 Marrom Marrom 3 40 Nova Zelandia




2.2. HELMINTOS PARASITAS DE RATITAS

As ratitas sao bastante resistentes as doencgas apds o terceiro més de idade
(HUCHZERMEYER, 2005). Ha relato de ocorréncia nestas aves de doenga de
Newcastle, rinites provavelmente por Haemophilus gallinarium, candidiase,
salmonelose, tuberculose, influenza aviaria, além de diversas parasitoses causadas
por protozoarios, nematoides, cestoides, trematdédeos e artrépodes (Quadro 2).
Uma das preocupacbes da criacao em cativeiro é o controle de doencas
parasitarias, principalmente os nematoides que provocam grandes perdas na
produtividade (REISSIG; ROBLES, 2001). Nos filhotes com menos de trés meses
de idade, a mortalidade é elevada, devido a frequentes casos de impactacao
proventricular e entortamento das pernas, necessitando de melhores pesquisas
sobre estas enfermidades, a fim de melhorar o manejo das aves. Muitos casos de
impactacao proventricular sdo causados por nematoides parasitas do proventriculo e
moela (CRAIG; DIAMOND, 1993), bem como por acumulo de material fibroso, areia,
pedras e material emborrachado (REISSIG; ROBLES, 2001).



Quadro 2. Principais parasitas ja relatados infectando ratitas (Avestruz, Struthio
camelus; Ema, Rhea americana; Emu, Dromaius novaehollandiae; Cassuar, Casuarius
casuarius; Kiwi, Apterys spp.), com seus respectivos locais de infeccao.

Parasitas Localizacéo Ratita Autor (es)
Protozoarios
Balantidium sp. Ceco/Intestino Avestruz, Ema 1,2
Cryptosporidium Intestino Todas 1,3,4
Eimeria spp. Intestino Todas 1,3
Entamoeba sp. Ceco/Intestino Avestruz, Ema 1
Giardia Intestino/Ceco Avestruz, Ema, Emu 1,3
Histomonas meleagridis Figado Avestruz, Ema 1,3,5
Isospora spp. Intestino Avestruz 1,3
Leucocytozoon struthionis Sangue Avestruz 3
Plasmodium struthionis Sangue Avestruz 3
Pleuromonas Intestino grosso Avestruz, Ema 1
Tetratrichomonas Ceco/Intestino Avestruz, Ema 1
Toxoplasma gondii SNC Todas 3
Trichomonas Papo/Esbfago Avestruz, Emu 3
Trematédeos
Fasciola sp. Figado Ema, Emu 6,7
Philophthalmus gralli Olho Avestruz 3
Philophthalmus aweerensis Olho Ema 8
Cestoides
Chapmania tauricolis Intestino delgado Ema 9
Davainea spp. Intestino delgado Emu, Cassuar, Ema 3
Houttuynia struthionis Intestino delgado Avestruz, Ema 1,3,10
Monoecocestus sp. Intestino delgado Ema 11
Raillietina spp. Intestino Emu 12
Nematoides
Ascaridia orthocerca Intestino Ema 3
Baylisascaris sp. SNC (Larva) Avestruz, Emu 3
Capillaria spp. Intestino Avestruz, Ema 1,13
Chandlerella quiscali SNC (larva) Emu 3
Codiostomum struthionis Ceco Avestruz 3,14
Cyathostoma variegatum Pulmao/traquéia Emu 15
Cyrnea colini Proventriculo/Moela Avestruz 3
Deletrocephalus dimidiatus Intestino grosso Ema 3,11,16,17,18
D. cesarpintoi Intestino grosso Ema 3,9,17,19
Dicheilonema rheae Tecido conjuntivo Avestruz, Ema 3,20
Dromaestrongylus bicuspis Intestino delgado Emu 3
Habronema (Spiroptera) incerta  Proventriculo/Moela Ema 3
Libyostrongylus spp. Proventriculo/Moela Avestruz 1,3, 21, 22, 23,
24
Odontospirura cetiopenis Proventriculo/Moela Ema 25
Paradeletrocephalus minor Intestino grosso Ema 17, 26
Paranchocerca struthiononus Pulmé&o Avestruz 3
Sicarius uncinipenis Moela Ema 9, 27
Sicarius waltoni Moela Ema 27
Struthiofilaria megalocephala Cavidade toraxica Avestruz 3
Syngamus trachea Traquéia Avestruz, Emu, Ema 3
Torquatoides crotophaga Moela Ema 9
Vaznema zschokkei Proventriculo Ema 27

Autores: ' Ponce Gordo et al. (2002); * Ederli; Oliveira (2008);° Foreyt (2005); * Oliveira et al. (2008a); ° Dhitton (1983); °® Soares
et al. (2007);” Vaughan et al. (1997); ® Schuster (2011); °Zetterman et al. (2005); ' Pintori et al. (2000); "' Giossa et al. (2004); 2

O’Callaghan et al. (2000); *® Railliet; Henry (1911); “Ederli et al. (2008a); ' Rickard et al. (1997); ' Monteiro et al. (2002); ’
Freitas, Lent (1947a); '® Travassos (1933); ° Vaz (1936); % Vakarenko; Sharpilo (2000); %' Ederli et al. (2008b); 2* Ederli et al.
(2008c); ® Bonadiman et al. (2006); 2* Hoberg et al. (1995); ® Wehr (1934); *® Acomolli et al. (2006); ¥ Freitas; Lent (1947b).



2.3. ESPECIFICIDADE DE HOSPEDEIRO

As avestruzes foram introduzidas no Brasil em 1995, com aves oriundas da
Espanha e Estados Unidos (AICHINGER et al. 2007). Provavelmente, junto com
estas aves, foram introduzidos parasitas exoticos, considerados até o momento
especifico das avestruzes, como é o0 caso dos nematoides dos géneros
Libyostrongylus e Codiostomum, sendo o primeiro responsavel pela mortalidade
superior a 50% das aves juvenis (HOBERG et al., 1995). Além disso, seu potencial
de transmissao cruzada para outras ratitas, ainda nao foi determinado, bem como a
capacidade de nematoides considerados especificos das emas, como € o caso dos
nematoides Deletrocephalus dimidiatus, D. cesarpintoi, Paradeletrocephalus minor e

Sicarius uncinipenis, de infectar as avestruzes.

2.4. DIAGNOSTICO

O diagnéstico da maioria das espécies de nematoides encontrados nas ratitas
s6 é possivel através da obtencado e identificagcdo dos parasitas adultos coletados
durante a necropsia, pois ndo ha uma chave de identificacdo das larvas infectantes
destes parasitas. Com o trabalho de Ederli et al. (2008b) foi possivel a distincao de
duas das trés espécies de Libyostrongylus spp. em avestruzes por meio do estudo
da morfologia e morfometria das larvas infectantes, facilitando assim o seu
diagnéstico por meio da simples observacdo das larvas recuperadas de cultivos
fecais.

Dos nematoides encontrados nas emas, o diagndstico das espécies sé é
possivel pela observacdo dos parasitas adultos coletados durante a necropsia.
Seus ovos sao indistinguiveis ao exame microscépico, e suas larvas ainda nao
foram diferenciadas morfologicamente para um diagnéstico diferencial preciso entre
as espécies. Além disto, os sinais clinicos e as patologias causadas pelos helmintos
nas emas ainda ndo foram descritos, havendo a necessidade de estudos para
determinar as possiveis perdas na produtividade e comprometimento sanitario do
rebanho.
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2.5. CONTROLE SANITARIO

Tanto os animais importados quanto os animais que serdo transferidos de
propriedade devem ser submetidos a exames para deteccédo de parasitoses e caso
positivo, devem ser submetidos a tratamento anti-helmintico antes da saida da
propriedade de origem. Apds a chegada ao local de destino, esses animais devem
ser mantidos em quarentena por cinco semanas (BARTON; SEWARD, 1993).
Durante o periodo de quarentena as fezes devem ser coletadas e descartadas a
cada dois dias (BARTON; SEWARD, 1993), impedindo o desenvolvimento dos ovos
até o estadio de larvas infectantes.

Se apo6s o periodo de quarentena, os exames para deteccdo de ovos nas
amostras de fezes dos animais forem negativos, as aves podem ser introduzidas
seguramente ao restante do rebanho, caso contrario, deve ser aplicado outro anti-
helmintico, e o animal deve permanecer em quarentena (BARTON; SEWARD,
1993).

Em propriedades onde o parasita ja esteja presente, as aves jovens devem
ser mantidas longe das adultas e dos pastos infectados (MCKENNA, 2005). Como
nos pastos contaminados as larvas em desenvolvimento podem ficar presentes por
um longo periodo, sugere-se que o pasto seja semeado ou pastado por outros
animais durante, preferencialmente, dois anos (CRAIG; DIAMOND, 1996). Deve ser
realizado regularmente o tratamento anti-helmintico para ajudar a reduzir a
contaminacao e aliviar os efeitos da infeccdo (MCKENNA, 2005) e as propriedades
deveriam enviar rotineiramente amostras fecais para analises laboratoriais para
verificagdo da presenca de parasitas (MUKARATIRWA et al.,, 2004). Antes da
administracdo de anti-helminticos, deve-se realizar um exame para determinar se ha
ou ndo infecgdo, a fim de se evitar gastos desnecessarios e resisténcia dos
nematoides ao anti-helmintico utilizado (CRAIG; DIAMOND, 1996).

Uma pratica muito utilizada por algumas propriedades é o fornecimento de
fezes de avestruzes adultos para os filhotes, com o intuito de estabilizar a flora
intestinal (BUTTON et al., 1993). Esta pratica ndo € recomendada devido ao rapido
desenvolvimento dos ovos a larva infectante, aumentando assim os riscos de

transmissado de infecgées. (MCKENNA, 2005). Caso o proprietario queira insistir
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nesta pratica deve utilizar fezes frescas de animais saudaveis com idade inferior a
um més, pois é mais provavel de estarem livres da infeccdo (BUTTON et al., 1993).

A disseminagao de nematoides nas emas e avestruzes é favorecida pelo ciclo
de vida direto do parasita, falta de conhecimento adequado no manejo dos animais e
em controle parasitolégico entre os produtores, e comércio dos animais sem
verificacdo de parasitismo. O melhor procedimento para se evitar as infeccbes e
subsequentes perdas, é a prevencado da introdugdo dos parasitas no rebanho
(CRAIG; DIAMOND, 1996).

Como medidas de biosseguranca, deve-se evitar a criacdo de outras aves na
mesma propriedade (COOPER, 2005), pois, o potencial de transmissdo cruzada
entre outras aves, especialmente entre outras ratitas, ainda nao foi determinado
(HOBERG et al., 1995). No Brasil, sugere-se manter os criatérios de emas o mais
distante possivel de criatérios de avestruzes a fim de se evitar a possivel
contaminacao dessas ratitas endémicas (BONADIMAN et al., 2006).
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CAPITULO 1

NEMATOIDES PARASITAS DE AVESTRUZES, Struthio camelus LINNAEUS, 1758
(AVES, STRUTHIONIDAE)
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1.1. INTRODUCAO

As avestruzes, maior ave viva do mundo, podem atingir altura de trés metros
e 150 kg, tém carne macia e menos cal6rica, comparadas as outras espécies. No
entanto, a exploracao racional da avestruz no Brasil, que teve seu inicio em 1995 e
chegando ao destaque de segundo maior rebanho do mundo, esta em declinio
devido a falhas na cadeia produtiva, principalmente pelo alto custo da producéo.
Outros fatores como falta de informacdo a respeito de controle sanitario dos
rebanhos também foram pontos que acarretaram no desestimulo na producao.
Dentre os patdgenos causadores de problemas nos rebanhos, as parasitoses sao as
mais importantes, principalmente, as causadas por vermes gastrintestinais. Destes
apenas Libyostrongylus spp. e Houttuynia struthionis sdo consideradas especificas
das avestruzes. No entanto, este ultimo ja foi relatado parasitando emas de vida
livre. Além destes, Codiostomum struthionis pode ser encontrado parasitando o
ceco das avestruzes, mas a possivel patologia precisa ser melhor investigada.

Libyostrongylus douglassii, L. dentatus e L. magnus, espécies caracterizadas
por diferencas morfoldgicas dos adultos tém patologia caracterizada por necrose do
proventriculo, sendo responsavel pela mortalidade de mais de 50% das aves
juvenis, sendo L. douglassii considerado o mais patogénico. O diagnostico da

infeccao é feito a partir da deteccao das larvas infectantes ou através da observacao

de vermes adultos no proventriculo durante a necropsia das aves. Os sinais clinicos

da infeccdo incluem anorexia, perda de peso, anemia, enfraquecimento

generalizado da musculatura, letargia, além de retardamento do desenvolvimento.

Codiostomum struthionis é um nematoide parasita do ceco dessas aves e
embora sua alimentacao consista de células da mucosa cecal, € considerado como
um parasito ndo patogénico, no entanto, a sua patologia € pouco conhecida e
provavelmente devido as infeccdes nao apresentarem manifestacdes clinicas
aparentes, além da ocorréncia dessa espécie estar sendo negligenciada pela
confusao de seus ovos com os do género Libyostrongylus.

Justifica-se, portanto, estudos sobre a epidemiologia, morfologia e patologia
de espécie de nematoides que acometem as avestruzes objetivando um melhor
esclarecimento sobre a importancia desses parasitas na produtividade e sanidade
dos rebanhos do Brasil.
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1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. AVESTRUZES, Struthio camelus LINNAEUS, 1758

As avestruzes sao herbivoras, monogastricas e de estbmago simples, sendo
a maior ave viva na natureza (HUCHZERMEYER, 2005). E um animal de atividade
diurna, criado em grupos quando jovens e para o abate, e em casais ou trios quando
em reproducdo (AICHINGER et al., 2007). A espécie S. camelus é subdividida em
cinco diferentes subespécies: S. camelus camelus, S. camelus massaicus, S.
camelus molybdophanes, S. camelus australis e S. camelus syriacus. As ragas hoje
conhecidas partiram de cruzamentos entre as subespécies, que ocupam regides
especificas do continente africano. As principais racas comercializadas sao a
“African Black”, “Red Neck” e “Blue Neck”. Entre elas a de maior importancia
comercial € a “African Black” (S. camelus var. domesticus), cujo processo de selecao
teve inicio em 1863, tendo como principais caracteristicas selecionadas a docilidade,
0 menor porte, producédo de grande quantidade de plumas de boa qualidade e maior
area da pele para a producgéo de couro (CARRER; KORNFELD, 1999).

Estas aves podem atingir uma altura maxima de trés metros, pesando cerca
de 150 kg. Os machos adultos sao pretos e brancos, enquanto que as fémeas sao
castanhas pardas. Cada fémea bota 60 ovos por ano em média, produzindo até 20
filhotes por ano. Os ovos medem entre 15 e 20 cm, pesam de 1 a 2 kg e sua
incubacgao dura 42 dias. Os animais estao prontos para o abate com 15 meses de
idade, pesando em torno de 100 kg, com aproveitamento de 30 kg de carne, 1,4 m?
de couro, além das plumas. A carne da avestruz é vermelha, macia, € uma
excelente fonte de ferro, 6mega 3, dmega 6 e dmega 9, é menos caldrica,
comparada as outras espécies, e contém baixos indices de colesterol e gorduras. A
vida produtiva de uma fémea € de 30 a 35 anos e seu inicio de postura acontece aos
dois anos de idade. J& o macho inicia sua vida reprodutiva aos dois anos e meio de
idade. A expectativa de vida das avestruzes é de 65 a 70 anos (ACAB, 2007).
Embora o couro e a carne sejam as maiores fontes de lucro, as plumas representam
excelente abertura no mercado brasileiro, onde 15 toneladas/ano sao importadas
para festas populares (ACAB, 2007).
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A exploracdao das avestruzes teve inicio entre os séculos 16 e 17 no
continente africano com a finalidade de fornecer plumas para a realeza (BLACK,
2001). A estrutiocultura, termo originario do latim, Struthio (avestruz) + cultura
(criagdo), foi iniciada, na Africa do Sul, no fim do século XIX, visando também &
obtencéo de plumas de forma padronizada. Com o tempo o interesse pelo couro e

pela carne cresceu progressivamente (HUCHZERMEYER, 2002). Atualmente, os

maiores paises criadores de avestruzes sdo: Africa do Sul, Israel, Australia,
Canada, Estados Unidos, ltalia, Espanha, Franga e China (ACAB, 2007).

A exploragéo racional da avestruz no Brasil teve seu inicio em 1995, quando
comecgaram as primeiras importacdes de aves provenientes dos Estados Unidos e
Espanha (AICHINGER et al., 2007). Os principais motivos que deram inicio a
estrutiocultura no Brasil foi que para a implantagdo de uma criagdo nao ha
necessidade de grandes extensdes de terra, a reprodutividade é alta (uma fémea
pode gerar 20 pintos por ano) e o animal, ao ser abatido, possui grande versatilidade
de produtos. Em 2006, o Brasil contava com um rebanho de aproximadamente 400
mil aves (Figura 1.1), 3.200 criadores, 29 associacdes estaduais e regionais, 25
cooperativas e respectivas federacdes regionais, com a maior concentracdo nas
regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. O Brasil também se destacou, sendo o
segundo maior produtor de avestruzes do mundo, ficando atras apenas da Africa do
Sul, pais de onde a avestruz é originaria e se destaca como o quinto pais com o
maior numero de aves abatidas no ano de 2006 (Quadro 1.1) (AICHINGER et al.,
2007).
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9.300 (2,2%)

134.940 (31,7%)

138.950 (32,6%)

e

110.200 (25,9%)

32.800 (7,7%)

Figura 1.1.

Distribuicdo do plantel nacional de avestruzes no ano de 2006

(AICHINGER et al., 2007).
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Quadro 1.1. Numero de avestruzes abatidas nos principais paises nos anos de
2005 e 2006. (AICHINGER et al., 2007).

Pais

Aves Abatidas

2005 2006
Africa do Sul 150.000 200.000
China 50.000 100.000
Australia 12.000 22.500
Zimbabwe 20.000 20.000
BRASIL 1.774 14.306
EUA 10.000 13.500
Hungria 8.000 12.000
Israel 10.000 10.000

Filipinas 5.000 7.500

Espanha 7.000 7.000
Total 273.774 406.806
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1.2.2. PARASITAS DE AVESTRUZES

Uma variada fauna parasitaria pode ser encontrada parasitando as
avestruzes (Figura 1.2). Segundo Huchzermeyer (2005), apenas Libyostrongylus
spp. € Houttuynia struthionis sao considerados especificos das avestruzes. No
entanto, Zettermann et al. (2005) encontraram H. struthionis parasitando emas de
vida livre em pesquisa realizada no Pantanal no Mato Grosso do Sul, Brasil. Além
destes, Codiostomum struthionis pode ser encontrado parasitando o ceco das
avestruzes, mas sem causar patologia aparente (HUCHZERMEYER, 2005).

1.2.2.1. Género Libyostrongylus

Os nematoides do género Libyostrongylus pertencem a familia
Trichostrongylidae, possuem coloracdo avermelhada em vida (SOULSBY, 1982).
Por ser hemat6fago sdo considerados patogénicos para os animais. Localizam-se
logo abaixo da membrana do proventriculo, enquanto as formas jovens penetram
profundamente nas glandulas proventriculares, onde residem e obstruem os ductos,
causando uma severa irritacdo, resultando em proventriculite difteritica (CRAIG;
DIAMOND, 1996). A patologia é caracterizada por necrose do proventriculo, sendo
responsavel pela mortalidade de mais de 50% das aves juvenis na Africa do Sul
(REINECKE, 1983).

O género Libyostrongylus é composto por trés espécies, L. douglassii, L.
dentatus e L. magnus, caracterizadas por diferencas morfolégicas dos adultos.
Dessas, L. douglassii é considerada a mais patogénica (HOBERG et al., 1995),
sendo o principal parasita de avestruzes nos trépicos (MUKARATIRWA et al., 2004)
e considerado um nematoide resistente as mudancas ambientais, resistindo a
extremos de temperatura (JANSSON et al.,, 2002). Apenas L. douglassii e L.
dentatus foram descritos fora do continente africano (HOBERG et al.,, 1995) e
infeccdes mistas entre estas duas espécies sdo comuns (HOBERG et al., 1995;
MCKENNA, 2005).

Libyostrongylus douglassii tem o ciclo de vida direto (Figura 1.3), tipico dos

Tricostrongylidae, com um periodo de pré-paténcia, ou seja, periodo desde a
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ingestdo da larva até a eliminacdo de ovos nas fezes do hospedeiro, de
aproximadamente 36 dias (THEILER; ROBERTSON, 1915). O diagnostico da
infeccdo por Libyostrongylus spp. é feito a partir da detecgdo das larvas infectantes
recuperadas de cultivos fecais, que possuem uma protuberancia arredondada na
ponta da cauda da larva (BARTON; SEWARD, 1993). Ja o diagndéstico especifico €
dado pela morfometria e morfologia da cauda da bainha das larvas infectantes, onde
L. douglassii possui cauda da bainha curta, com terminacao aguda, enquanto que L.
dentatus possui cauda da bainha longa e filamentosa (EDERLI et al., 2009b). O
diagnéstico das espécie também pode ser feito através da observacao de vermes
adultos no proventriculo durante a necropsia das aves (COOPER, 2005). Os ovos
tipicos destes Tricostrongilideos medem aproximadamente 72 x 41 um e nao podem
ser diferenciados dos ovos de C. struthionis que sao aparentemente idénticos
(BARTON; SEWARD, 1993).

Os sinais clinicos da infeccao incluem anorexia, perda de peso, anemia
(BARTON; SEWARD, 1993), enfraguecimento generalizado da musculatura, letargia
(MUKARATIRWA et al.,, 2004) e retardamento do desenvolvimento (SOULSBY,
1982).
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Fhitophthalmus
Larvas de Baylisascans
Pseudocistos de Toxoplasma
Struthiofipeurus
Pterolichidae
Ctenocephalides
Simulium
Varios carrapatos Paronchocerca
Syngamus
Cryptosporidium
Giardia
Eimernia Papo/Esbfago |
Codiostormum .
: Trichomonas
Houttuynia
Leucocytozoorn
Plasmodium
Histormonas
Proventriculo/
Moela
rTecldo Conjuntivo .
Libyostrongylus
Dicheifonema Cyrnea
Figura 1.2. Localizacdo dos principais parasitas encontrados nas avestruzes.

(Adaptado de FOREYT, 2005).
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Figura 1.3. Ciclo de vida de Libyostrongylus douglassii. (EDERLI, 2006).
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1.2.2.2. Codiostomum struthionis

Codiostomum struthionis é um nematoide parasita do ceco das avestruzes,
pertencente a familia Strongylidae. Este género é composto por esta Unica espécie
(LICHTENFELS, 1980), sendo considerada especifica das avestruzes (FOREYT,
2005; CRAIG; DIAMOND, 1996). Embora sua alimentacdo consista de células da
mucosa cecal, como os nematoides da familia Strongylidae (LICHTENFELS, 1980),
sua patologia ainda é pouco conhecida e segundo Huchzermeyer (2005) é
considerado, por muitos autores, um parasito ndo patogénico, podendo causar
anemia e prejudicar o desenvolvimento das aves (CRAIG; DIAMOND, 1996) e nos
rebanhos saudaveis seu efeito € despercebido.

Segundo Ponce Gordo et al. (2002), a ocorréncia de C. struthionis pode estar
sendo negligenciada na Europa, pela possivel confusdo de seus ovos com 0s do
género Libyostrongylus, e provavelmente, o mesmo fato esteja ocorrendo em outros
continentes, inclusive no Brasil. Isto porque o diagnéstico diferencial entre estas
espécies € feito através das larvas infectantes, apés cultura fecal (EDERLI et al.,
2008b). Estas apresentam a extremidade da cauda da larva aguda e cauda da
bainha longa e filamentosa, enquanto que as larvas infectantes de Libyostrongylus
spp. apresentam uma protuberdncia arredondada na extremidade da cauda,
semelhante a extremidade de um cotonete, sendo este o caractere diagnéstico para
0 género Libyostrongylus. Importante ressaltar que a cauda da bainha das larvas
infectantes de C. struthionis é semelhante a de L. dentatus, longa e afilada, o que
pode resultar em erro no diagnostico (EDERLI et al., 2008a). Sua morfologia e
ultraestrutura foi recentemente descrita por Ederli et al. (2008a).

A patologia de C. struthionis é desconhecida, provavelmente, devido a
infeccdes nado apresentarem manifestacdes clinicas aparentes (HUCHZERMEYER,
2005). O diagnéstico dos parasitas adultos geralmente ocorre em achados de
necropsia de patologias relacionadas ao parasitismo por Libyostrongylus spp. que
causa necrose de proventriculo, impactacao do conteudo proventricular ou através
de outras causas que venham a acarretar em morte do animal (CRAIG; DIAMOND,
1996). Devido a sua suposta inofensividade, Huchzermeyer (2005), descarta a
necessidade de tratamento das avestruzes para as infeccdes por estes nematoides,
embora o tratamento regular contra Libyostrongylus spp. também seja eficiente

contra este parasita.
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1.3. MATERIAL E METODOS

1.3.1. LOCAL DE EXECUCAO DO EXPERIMENTO

Os exames laboratoriais foram realizados no Nucleo de Pesquisas Avancadas
em Parasitologia (NUPAP) do Laboratério de Sanidade Animal (LSA) do Hospital
Veterinario (HV) da UENF.

1.3.2. ANIMAIS UTILIZADOS

Para os exames fecais foram coletadas 192 amostras de fezes de avestruzes
de 13 criatérios comerciais de nove municipios do Estado do Rio de Janeiro, nas
seguintes mesorregides: (1) Norte Fluminense: Campos dos Goytacazes e Sao
Francisco do ltabapoana; (2) Baixada Litoranea: Araruama, Cabo Frio, Casimiro de
Abreu e Saquarema; (3) Centro Fluminense: Trés Rios; (4) Sul Fluminense:
Valenca; (5) Metropolitana: Miguel Pereira. As amostras foram coletadas
diretamente do solo, logo apés a defecagcdo do animal. Cada amostra foi
acondicionada em saco plastico, devidamente identificado. Todo o cuidado foi
tomado para ndo se coletar a parte das fezes em contado com o solo, a fim de se
evitar contaminacdo. Os sacos plasticos foram acondicionados em caixas
isotérmicas e encaminhados ao laboratério para a realizacao dos exames fecais.

As avestruzes utilizadas no presente estudo, para diferenciacdo do sitio de
localizagdo dos nematoides do género Libyostrongylus no proventriculo, bem como
para descricdo das patologias causadas por C. struthionis nos cecos, foram
provenientes de abates comerciais de 30 aves, ocorridos no municipio de Quissama,
Estado do Rio de Janeiro (22°05'23” S; 41°41°48” W), realizados no ano de 2009.
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1.3.3. EXAMES FECAIS

1.3.3.1. Contagem de Ovos por Grama de Fezes — OPG

Foram utilizadas quatro gramas de fezes por animal para cada quantificacdo
de ovos por grama de fezes (OPQG) utilizando-se a técnica modificada de Gordon e
Whitlock (1939).

As amostras fecais foram diluidas com 58 ml de solugéo salina contendo 1 kg
de sal de cozinha (NaCl) para 2 L de agua destilada. As amostras foram filtradas em
gase dupla, montada em placas de McMaster e observadas e quantificadas ao
microscoépio optico. A quantidade de ovos encontrados nos dois campos da placa foi
multiplicada por 50, conforme Gordon e Whitlock (1939). Foram realizadas duas
contagens de OPG para cada animal.

1.3.3.2. Cultivos Fecais

Foram realizados cultivos fecais para a obtencao das larvas infectantes. Em
cada coprocultura foram colocados quatro gramas de fezes. As amostras fecais
foram colocadas em copos plasticos com capacidade para 60 ml previamente
identificados. Os copos plasticos contendo as amostras de fezes foram incubados
em vasilhames de plastico contendo fina camada de agua destilada e coberta com
filme plastico para prevenir a perda de umidade durante 10 dias a temperatura de 25
- 27°C. Apébs a incubacao, cada copo plastico foi preenchido com agua destilada
colocando-se na borda dos copos uma placa de Petri e logo apés feita a inversao do
conjunto copo-placa. Na placa de Petri foram adicionados 10 ml de 4gua destilada e
apos quatro horas as larvas infectantes que migraram do copo para a placa de Petri
foram pipetadas. As larvas recuperadas foram armazenadas sob refrigeracao até
serem quantificadas e identificadas. A identificagdo das larvas foi feita de acordo
com os critérios estabelecidos por Ederli et al. (2008a, 2008b), utilizando-se
microscépio Optico equipado com contraste interferencial (DIC).
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1.3.4. DETERMINACAO DA LOCALIZACAO DIFERENCIAL DE Libyostrongylus
douglassii E L. dentatus NO PROVENTRICULO DAS AVESTRUZES

Dos 30 proventriculos coletados 20 foram oriundos do municipio de Trés Rios
(na regidao Sul Fluminense) e 10 do municipio de Cabo Frio (regidao da Baixada
Litoranea do Estado do Rio de Janeiro). Estes foram coletados separadamente e
armazenados em sacos plasticos devidamente identificados, acondicionados em
caixas isotérmicas e encaminhados ao NUPAP/UENF.

A analise dos proventriculos foi realizada imediatamente apds a chegada
destes ao laboratério, a fim de se evitar a migracao dos parasitas. Os proventriculos
foram abertos e examinados para a presenca e localizagcdo dos nematoides com
auxilio de estereomicroscépio. Os parasitas coletados foram separados de acordo
com o local de infecgéo (i. e.) inserido na membrana coilina ou abaixo da membrana
coilina em placas de Petri contendo solucao fisiolégica (NaCl 0,09%). Apoés a coleta,
os nematoides foram fixados em A.F.A. (alcool 70%, 93 ml; formaldeido, 5 ml; &cido
acético, 2 ml) aquecido a 70 °C por 24h e transferidos posteriormente para solucao
contendo alcool 70% e glicerina 5%, para posterior identificacdo das espécies.

Os vermes foram identificados utilizando-se microscépio dptico, com base nos
seguintes caracteres morfoldgicos: (a) comprimento total; (b) presenca ou auséncia
de dentes esofageais proeminentes; (c) comprimento do ovijetor; (d) morfologia da
extremidade da cauda das fémeas; (e) estrutura do raio dorsal da bolsa copuladora
dos machos e; (f) morfologia dos espiculos dos machos.

Os espécimes foram depositados na colecao parasitolégica do Laboratério de
Parasitologia Harold W. Manter, da Universidade de Nebraska-Lincoln (UNL), nos

Estados Unidos.
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1.3.5. ELABORACAO DE UMA CHAVE DE IDENTIFICAGCAO DE ADULTOS E
LARVAS INFECTANTES DE NEMATOIDES PARASITAS DE AVESTRUZES

Para a elaboracao de uma chave de identificacao dicotdmica das espécies de
nematoides dos géneros Libyostrongylus e Codiostomum, parasitas de avestruzes,
foram analisadas as diferencas morfolégicas de espécimes adultos coletados
durante a necropsia das avestruzes, e de dados previamente publicados
(SKRJABIN, 1961; HOBERG, et al., 1995; EDERLI, 2006; EDERLI et al., 2008c);
bem como, a comparagdo da morfologia das larvas infectantes (terceiro estadio)
provenientes de cultivos fecais destas aves, visando a distincdo especifica, de
acordo com Ederli et al. (2008a; 2008b).

1.3.6. PATOLOGIA

As 10 avestruzes adultas abatidas, oriundas de Cabo Frio, tiveram seus
cecos coletados separadamente, acondicionados em sacos plasticos devidamente
identificados, armazenados sob refrigeracdo em caixas isotérmicas.

Os cecos foram abertos e examinados para a presenca de parasitas. Os
nematoides foram coletados, lavados em solucao fisiolégica (NaCl 0,09%), fixados
em AFA aquecido, clarificados em Lactofenol de Amann e identificados segundo
Ederli et al. (2008a), separados em machos e fémeas e quantificados. As
populacdes foram comparadas utilizando-se o teste fde Student (SAMPAIQO, 2007).

Apbs a abertura dos cecos e retirada de seu conteludo, estes foram
cuidadosamente lavados com agua corrente para posterior exposicdo da mucosa
para evidenciacdo das lesbes macroscopicas. Estas foram fotografadas com
camera digital Sony Cyber-Shot® modelo DSC-P73. Para exames histopatolégicos,
fragmentos do ceco foram fixados em formalina 10% tamponada e posteriormente
embebidos em parafina, cortados em sec¢des de 5-6 um de espessura, corada pela
hematoxilina e eosina e observada ao microscopio 6ptico.
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1.4. RESULTADOS

1.4.1. EXAMES FECAIS

Os ovos apresentaram caracteristicas tipicas de Strongylidae (Figura 1.4). A
média de OPG no Estado do Rio de Janeiro foi 1.533,07, sendo Trés Rios o
municipio com menor média (26,47), localizado na mesorregiao Centro Fluminense,
e 0 municipio com maior média de OPG foi Campos dos Goytacazes (3.860), no
Norte Fluminense. O Norte Fluminense foi a mesorregido com maior contagem de
ovos por grama de fezes, seguida das mesorregides Sul Fluminense, Metropolitana,
Baixada Litoranea e Centro Fluminense (Tabela 1.1).

A analise das larvas recuperadas dos cultivos fecais revelou a presenca de
L. douglassii, L. dentatus e C. struthionis no rebanho de avestruzes no Estado do
Rio de Janeiro (Figura 1.5). No entanto, as infec¢des por C. struthionis ndo estao
presentes na mesorregido Norte Fluminense, onde foram examinadas quatro
propriedades de dois municipios (Campos dos Goytacazes e Sao Francisco do
Itabapoana) e no Centro Fluminense, onde foram examinadas amostras fecais de
uma unica propriedade do municipio de Trés Rios. Além disto, C. struthionis nao foi
encontrado em uma propriedade no municipio de Saquarema, na Baixada Litoranea,
onde foram analisadas seis propriedades.

O numero médio de larvas infectantes por grama de fezes observado no
Estado do Rio de Janeiro de L. douglassii, L. dentatus e C, struthionis foi de
1.719,65, 167,82 e 31,51, respectivamente (Tabela 1.1). As espécies do género
Libyostrongylus foram descritas em todas as 13 propriedades analisadas, com uma
frequéncia média variando de 0 a 100% (Tabela 1.2). Observou-se uma diferenca
estatistica na frequéncia L. douglassii, L. dentatus e C. struthionis, com maior
frequéncia de L. douglassii e menor frequéncia de C. struthionis, no Estado do Rio
de Janeiro (Tabela 1.2). O mesmo fato foi observado nas mesorregides Norte e
Baixada Litordnea. No entanto, no municipio de Trés Rios, observou-se uma
frequéncia de L. dentatus estatisticamente superior a L. douglassii (Tabela 2). Neste
municipio ndo foram observadas larvas de C. struthionis nas fezes das avestruzes
examinadas. Nas mesorregides Sul Fluminense e Metropolitana, ndo se observou
diferencga estatistica entre as frequéncias de L. dentatus e C. struthionis (Tabela 1.2).
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Figura 1.4. Micrografia 6ptica (DIC) de ovo tipico de Strongylidae, presente nas
fezes de avestruzes, Struthio camelus. Barra: 30 pm.
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Figura 1.5. Mapa do Estado do Rio de Janeiro, com as mesorregiées e municipios,
evidenciando a distribuicio de nematoides gastrintestinais nos municipios
analisados.
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Tabela 1.1. Situagdo da carga parasitaria de avestruzes, Struthio camelus, criadas no Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Valores

médios + desvio padrao, seguidos doa valores minimos e maximos, entre parénteses.

Por grama de fezes

Numero Nlumero Larvas
Mesorregioes/Municipios de de : : :
propriedades amostras Ovos Libyostrongylus Libyostrongylus Codiostomum
douglassii dentatus struthionis
) 3.054,54 « 3.541,30 _ 3.081,60 * 2.908,90 454,99 572,85
0 (TITIERED 5 & (0 — 11.850) (68-0.264) (0 -2.312) v
3.860 £2.370,20  4.513,49 + 853,47 311,51 + 486,81
Campes dos Cuyiacauss 1 2 (0 — 6.100) (3.326 — 5.200) (0 - 1.037) .
) . 3.146,43 +3.73510  2.832,57 + 3.076,30 479,95 + 592,55
Sao Francisco do ltabapoana 3 28 (0 — 11.850) (68 — 9.264) (0-2.312) 0
: L 1.168,60 £ 2.391,70  1.391,64  2.553,10 98,49 + 145,70 21,51 + 128,50
el Hifleies) g 121 (0 — 16.900) (24 — 16.900) (0-810) (0—1.215)
Araruama 1 8 544,44 + 764,06 652,96 + 814,94 71,22 + 75,02 20,28 + 54,60
(0 — 2.600) (75 — 2470) (7 - 288) (0 - 200)
. 887,88 + 2.333 942,83 + 2.29310 123,01 + 224,37 63,33 + 246,37
Cabo Frio 2 33 (0 — 13.500) (81 — 11.475) (0-810) (0—1.215)
- 380 + 734,37 523,15 + 817,27 76,56 + 96,62 4,57 + 10,36
Caginie gl MY 2 £ (0 — 3.300) (24— 3.300) (0 - 374) (0 - 42)
254286 +3.371,70  2.588,06 + 3.420,90 106,03 + 121,68
Saquarema 1 35 (0 — 16.900) (92 — 16.900) (0 — 494) 0
: 26,47 + 50,37 14,60 + 32,06 60,41 + 29,22
Centro Fluminense 1 17 (0 — 200) (0 — 80) (47 - 120) 0
o 26,47 + 50,37 14,60 + 32,06 60,41 + 29,22
Trés Rios 1 17 (0 — 200) (0 — 80) (47 — 120) 0
: 2.433,33 £2.937,10  2.189,40  2.561,50 154,63 + 184,76 89,31 + 203,31
Sl AlTnERsE 1 2 (800 — 8.400) (737 - 7.392) (0 — 504) (0 — 504)
Valonca 1 5 243333293710  2.189,40 + 2.561,50 154,63 + 184,76 89,31 + 203,31
¢ (800 — 8.400) (737 - 7.392) (0 — 504) (0 — 504)
. 2.033,30 +4.910,10  1.774,06 + 4.466,00 124,40 + 154,01 134,88 + 309,98
Metropolitana . L (100 — 19.600) (75 - 17.763) (0 - 613) (0 — 1.225)
. . 2.033,30 +4.910,10  1.774,06 + 4.466,00 124,40 + 154,01 134,88 + 309,98
ihiguel e ! s (100 — 19.600) (75 — 17.763) 0 - 613) (0 — 1.225)
1.533,07 £ 2.920,90 _ 1.719,65 £ 2.881,60 167,82 307,81 31,51 £ 150,28
UeIAL e 2 (0 — 19.600) (0 — 17.763) (0 —2.312) (0 — 1.225)




Tabela 1.2. Frequéncia de larvas de nematoides em fezes de avestruzes, Struthio camelus, no Estado do Rio de Janeiro.

Valores médios * desvio padrao, seguidos doa valores minimos e maximos, entre parénteses.

Ne de Ne de Larvas Infectantes (%) Valor de
Municipios propriedades  amostras Libyostrongylus Libyostrongylus Codiostomum p
douglassii dentatus struthionis
Norte Fluminense 4 33 86,28 * 12,96 (56-100) * 13,65 + 12,85 (0-44) ° [
Campos dos Goytacazes 1 5 94,47 +7,75 (83-100) * 5,53 +7,75 (0-17)® 0°
Sé&o Francisco do Itabapoana 3 28 85,02 + 13,24 (56-100) * 14,90 + 13,12 (0-44)° 0°¢
Baixada Litoranea 6 121 82,18 £ 19,34 (13,64-100) * 15,84 + 18,51 (0-86,36) ° 1,84 £ 3,91 (0-20) ©
Araruama 1 18 81,65 + 14,29 (50-99) * 16,55 + 13,62 (1-47,96) ° 1,80 + 2,57 (0-7,84) ©
Cabo Frio 2 33 82,48 + 16,95 (18,92-100) * 13,58 + 16,14 (0-81,08) ° 3,59 + 5,56 (0-20) ©
Casimiro de Abreu 2 35 71,62 + 25,96 (13,64-100) * 26,14 + 25,28 (0-86,36) © 2,20 +4,01 (0-14,7) ©
Saquarema 1 35 92,11 +7,52 (69-100) * 7,71 £7,09 (0-26) ° 0° et
Centro Fluminense 1 17 10,90 + 16,20 (0-61,11) # 83,80 24,97 (9,34-100) ® 0"
Trés Rios 1 17 10,90 + 16,20 (0-61,11) * 83,80 + 24,97 (9,34-100) ® 0”?
Sul Fluminense 1 6 92,08 * 5,07 (86-100) * 6,43 + 4,35 (0-13)® 1,49 + 2,34 (0-6) °
Valenca 1 6 92,08 +5,07 (86-100) * 6,43 + 4,35 (0-13) % 1,49 + 2,34 (0-6) ®
Metropolitana 1 15 78,05 + 13,97 (46,97-100) * 14,48 + 11,32 (0-38,10) ® 7,47 £ 7,11 (0-20) ©
Miguel Pereira 1 15 78,05 + 13,97 (46,97-100) * 14,48 + 11,32 (0-38,10) ® 7,47 7,11 (0-20) ®
TOTAL 13 192 75,69 * 27,92 (0-100) * 21,90 # 27,32 (0-100) ° 1,79 £ 4,12 (0-20) © < 0,0001

Frequéncias nas linhas, com letras iguais sobrescritas, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey com intervalo de confianga de 95%.
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1.4.2. DETERMINACAO DA LOCALIZACAO DIFERENCIAL DE Libyostrongylus
douglassii E L. dentatus ADULTOS NO PROVENTRICULO DAS
AVESTRUZES

Todas as avestruzes estavam parasitadas por L. douglassii € L. dentatus.
Foram observados locais distintos de infeccdo, ou seja, alguns parasitas foram
encontrados abaixo da membrana coilina enquanto outros estavam inseridos, de
forma enovelada, nesta membrana (Figura 1.6 A). A maioria dos nematoides foi
encontrada na superficie da mucosa do proventriculo, logo abaixo da membrana
coilina e foram identificados como L. douglassii (Figura 1.6 B), enquanto que os
nematoides que foram encontrados inseridos na membrana coilina foram
identificados como L. dentatus (Figuras 1.6 C e D). Foi encontrado um pequeno
namero de espécimes de L. dentatus juntamente com os de L. douglassii, no
entanto, esta ultima espécie nao foi encontrada inserida na membrana coilina.

Os proventriculos derivados do municipio de Cabo Frio estavam altamente
parasitados, com predominancia de L. douglassii, enquanto que os animais de Trés
Rios tiveram predominancia de L. dentatus e apresentaram um pequeno nimero de
espécimes de L. douglassii nos proventriculos quando comparados com 0s animais
de Cabo Frio.
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Figura 1.6. Proventriculo de avestruzes, Struthio camelus Linnaeus, 1758. A.
Localizagdo diferencial de Libyostrongylus douglassii (2) e L. dentatus (b) na
superficie do proventriculo; B. Libyostrongylus douglassii na mucosa do
proventriculo (seta) e L. dentatus inserido na membrana coilina (ponta de seta); C e
D. Espécimes de L. dentatus inseridos na membrana coilina.
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1.4.3. ELABORACAO DE UMA CHAVE DE IDENTIFICAGAO DE NEMATOIDES

PARASITAS DE AVESTRUZES

1.4.3.1. Chave de identificacdo de larvas infectantes de nematoides

1a

1b

2a
2b

gastrintestinais parasitas de avestruzes, Struthio camelus

Presenca de uma protuberancia arredondada

na extremidade da cauda da larva infectante

(Figuras 1.7 A, B) oo 2

Auséncia de protuberancia na extremidade da

cauda da larva infectante (Figura 1.7 C) ...... Codiostomum struthionis

Cauda da bainha curta (Figura 1.7 A) ........... Libyostrongylus douglassii
Cauda da bainha longa (Figura 1.7 B) .......... Libyostrongylus dentatus
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Figura 1.7. Extremidades posteriores de larvas infectantes. A. Libyostrongylus
douglassii, B. L. dentatus e C. Codiostomum struthionis. Notar as diferencas
morfologicas da extremidade da cauda da larva e a morfometria das caudas das

bainhas das larvas infectantes.
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1.4.3.2. Chave de identificacao das espécies do género Libyostrongylus

(Nematoides adultos)

1a Espécimes maiores que as outras espécies do
género (Quadro 1.2), sendo as fémeas menores
gue os machos. Fémeas com ovijetor longo, com
um numero consideravel de ovos no seu interior,

sobrepondo-se (Figura 1.8 D) ......ccccceeee. Libyostrongylus magnus

1b Fémeas maiores que os machos (Quadro 1.2) e
ovos dispostos linearmente no interior do ovijetor
(Figuras 1.8 E€ F) e 2

2a Auséncia de dentes proeminentes esofageais
(Figura 1.8 B); fémeas com ovijetor curto com
pequeno numero de ovos em seu interior
(normalmente 2 ovos) (Figura 1.8 E), auséncia de
inflagdo cuticular em nivel do anus (Figura 1.8 H).
Machos com raio dorsal simétrico (Figura 1.8 J) e
espiculos com terminacdo do ramo principal

pontiaguda (Figura 1.8 N) ... Libyostrongylus douglassii

2b Presenca de trés dentes proeminentes esofageais
(Figura 1.8 C); fémeas com ovijetor longo, com
quantidade mediana de ovos em seu interior
(Figura 1.8 F), e presenga de inflagao cuticular em
nivel do anus (Figura 1.8 ). Machos com raio
dorsal assimétrico (Figura 1.8 M) e espiculos com
terminacdo do ramo principal arredondada, com
uma capa hialina (Figura 1.8 P) .....cocooiiiiiiiicnns Libyostrongylus dentatus
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Quadro 1.2. Comparagdo de machos e fémeas adultos das espécies do género
Libyostrongylus.

Caracteres L. douglassii' L. magnus® L. dentatus’
Comprimento total do corpo (Fémeas) 3.340-5.120 7.560-11.430 7.192-10.450
Comprimento total do corpo (Machos) 2.240-4.928  13.860-14.580 4.752-5.156

Ovijetor 188-335 1.725 407-503
Espiculos 144-171 220-240 103-130
Dentes proeminentes esofageais Ausente Ausente Presente
Inflacdo cuticular em nivel do anus Ausente Ausente Presente
Simetria do raio dorsal Simétrico Simétrico Assimétrico

" Ederli et al. (2008); © Skrjabin (1961).
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Figura 1.8. Libyostrongylus spp. adultos. [a, d, g, j, n] L. magnus (SKRJABIN,
1961); [b, e, h, I, 0] L. douglassii (EDERLI, 2006); [c, f, i, m, p] L. dentatus
(HOBERG et al., 1995). (a, b, ¢) Extremidades anteriores, (d, e, f) Ovijetores; (g,
h, i) Caudas das fémeas; (j, I, m) Raios dorsais; (n, o, p) Espiculos.
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1.4.4. PATOLOGIA CAUSADA POR C. struthionis EM CECO DE AVESTRUZES

Foi encontrado um total de 566 nematoides, sendo 234 machos e 332
fémeas, ndo havendo diferenca significativa entre estes (p=0,2690) (Tabela 1.3).
Os parasitas foram encontrados no terco final do ceco e caracterizados como C.
struthionis de acordo com os caracteres morfolégicos. Foram observadas lesées
de mucosa nos locais de maior concentracdo dos parasitas (Figura 1.9),
proporcional a carga parasitaria (Tabela 1.3).

Observou-se um espessamento da mucosa cecal em areas circunscritas,
quando observada a microscopia 6ptica, que se caracterizavam por achatamento
das células da mucosa cecal. Em determinadas regides observou-se
espessamento e acumulo de células inflamatérias mononucleares, principalmente
na submucosa, caracterizadas em sua maioria por linfécitos (Figura 1.10 B), o que
nao foi observado fora das areas circunscritas onde as células da mucosa foram

caracterizadas como cilindrico simples (Figura 1.10 A).
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Figura 1.9. Ceco de avestruzes, Struthio camelus. A. Ceco ndo parasitado. Area

demarcada estd ampliada em C, com porcéo final do ceco, mostrando auséncia de
lesbes; B. Ceco parasitado, com presenca de edemas. Setas evidenciam ndodulos.
Area demarcada esta ampliada em D, com achatamento da mucosa, nos sitios de
maior concentracdo dos parasitas (seta); E. Areas hemorragicas (setas); F.
Nodulos (setas).
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Tabela 1.3. Ocorréncia de Codiostomum struthionis (Horst, 1885) Railliet e Henry,
1911 (Nematoda, Strongylidae) em cecos de avestruzes, Struthio camelus
Linnaeus, 1758 (Aves, Struthionidae) abatidos no municipio de Quissama, no
Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Numero de Espécimes Grau de lesao
Animal Machos Fémeas Total no ceco?
1 2 14 16 -

2 20 40 60 ++
3 30 48 78 ++
4 17 26 43 +
5 52 54 106 +++
6 1 16 17 -
7 25 41 66 ++
8 28 46 74 ot
9 0 0 0 -
10 59 47 106 +++
TOTAL 234 332 566
Média® 23,4 33,2 56,6
DP 20,31 18,05 37,04

2 (-) negativo, (+) baixo, (++) moderado, (+++) alto.

®n=0,2690 para comparacdo da média de machos e fémeas.
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Figura 1.10. Achados histologicos em cecos de avestruzes, Struthio camelus.
A. Ceco nao parasitado, com tecido normal; B. Ceco parasitado evidenciando
espessamento da mucosa cecal com achatamento das células epiteliais, infiltragcao
de células mononucleares, principalmente linfécitos na submucosa. Barras:
100 um.



44

1.5. DISCUSSAO

1.5.1. EXAMES FECAIS

Os resultados apresentados descrevem a ocorréncia das espécies L.
douglassii, L. dentatus e C. struthionis nas avestruzes do Estado do Rio de Janeiro.
As infecgbes por nematoides gastrointestinais estdo presentes em todo o Estado
do Rio de Janeiro, havendo uma predominancia de L. douglassii, seguido por L.
dentatus e C. struthionis (Tabela 1.2). Este fato também foi observado por Andrade
et al. (2011), onde analisaram rebanhos de avestruzes de 17 propriedades
distribuidas nos Estados de Rondénia, Ceara, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Parana e Santa Catarina, através de exames
fecais, nao havendo observacédo de ovos nas fezes de avestruzes apenas em trés
Estados: Ceara , onde foi analisada apenas uma propriedade, Rio de Janeiro, um
de trés criatérios e Parana, onde a infeccdo ndo foi detectada em duas das quatro
propriedades analisadas. No presente estudo, o género Libyostrongylus esta
presente em todas as propriedades analisadas, enquanto que C. struthionis nao foi
encontrada nas mesorregidoes Norte e Centro Fluminense (Tabela 1.2). Um unico
fato, onde a frequéncia de L. dentatus superou, estatisticamente, a de L. douglassii
ocorreu em uma propriedade do municipio de Trés Rios (Tabela 1.2), tal como
observado por Andrade et al. (2011) em uma propriedade no estado de Sao Paulo,
onde das 10 amostras analisadas, nove estavam positivas, no entanto os autores
nao citam os municipios de origem das amostras.

Os parasitos foram introduzidos no Brasil juntamente com a introducéo das
avestruzes a partir de 1995 quando comecaram as primeiras importacées, com
aves provenientes dos Estados Unidos e Espanha (AICHINGER et al., 2007), e
estdo amplamente distribuidos no rebanho, demonstrando uma boa adaptagcédo no
pais, apresentando prevaléncias de 100% do rebanho (Tabela 1.1). As espécies L.
dentatus e C. struthionis eram pouco relatadas, provavelmente porque sua
identificacdo sO era possivel ser realizada através da necropsia das aves, para
coleta e identificacdo dos parasitos adultos, uma vez que seus 0voS Sao
indistinguiveis. A espécie L. dentatus s6 tinha sido relatada nos Estados Unidos
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(HOBERG et al., 1995) e Brasil (EDERLI et al., 2008c), e C. struthionis na Europa
(PONCE GORDO et al., 2002) e Brasil (EDERLI et al., 2008a). Por outro lado, a
espécie L. douglassii estd amplamente distribuida no mundo, sendo relatada na
Africa do Sul (REINECKE, 1993; MALAN et al., 1988; FOCKEMA et al., 1985),
Australia (BUTTON et al., 1996; MORE, 1996; BARTON; SEWARD, 1993); Estados
Unidos (HOBERG et al.,, 1995), Italia (PINTORI et al., 2000), Escocia
(PENNYCOTT; PATTERSON, 2001), Espanha, Bélgica, Portugal e Holanda
(PONCE GORDO et al., 2002), Suécia (JANSSON et al., 2002), Nova Zelandia
(MCKENNA, 2005; MACKERETH, 2004), Zimbabwe (MUKARATIRWA et al., 2004)
e Brasil (BONADIMAN et al., 2006; EDERLI et al.,, 2008c). Recentemente,
Fagundes et al. (2012) descreveram a ocorréncia e sazonalidade de C. struthionis
em duas propriedades nos municipios de Areal e ltaborai, no Estado do Rio de
Janeiro, onde analisaram, 237 e 195 amostras, respectivamente. No entanto, as
imagens da extremidade posterior das larvas infectantes apresentadas no estudo
de Fagundes et al. (2012), sdo claramente de L. dentatus, pois apresentam uma
protuberancia arredondada na ponta da cauda da larva e cauda da bainha da larva
longa e filamentosa. Desta forma, a sazonalidade descrita por Fagundes et al.
(2012) para C. struthionis, deve ser de uma infeccdo mista, uma vez que
observaram infeccoes mistas pelas espécies do género Libyostrongylus, e C.
struthionis no Estado do Rio de Janeiro, inclusive nas mesmas mesorregioes,
Metropolitana e Centro Fluminense. Nestas localidades encontraram propriedades
negativas e com baixa frequéncia de C. struthionis, como também observado para
outras mesorregides do Estado do Rio de Janeiro (Tabela 1.2). Este fato também
observado por Andrade et al. (2011) em diversas regides do Brasil, onde
observaram C. struthionis em apenas trés das 17 propriedades analisadas. Dois
trabalhos publicados em 2008 permitiram a identificacdo destas espécies através
de exames fecais, pela observacao da morfologia e morfometria das larvas
infectantes recuperadas de cultivos fecais, onde as larvas do género
Libyostrongylus apresentam uma protuberancia arredondada na extremidade da
cauda da larva, sendo L. douglassii com cauda da bainha curta com terminacao
aguda, e L. dentatus com cauda da bainha longa e filamentosa (EDERLI et al.,
2008b), e C. struthionis, com cauda da bainha longa e filamentosa, semelhante a L.
dentatus, porém, sem apresentar a protuberancia arredondada na ponta da cauda
da larva (EDERLI et al., 2008a).



46

No Brasil, a criagdo comercial de emas, vem se tornando comum, porém
ndo com ampla distribuigdo no pais, uma vez que o IBAMA regulariza sua criagao
(IBAMA, 2011). O pais também conta com criagbes comerciais e particulares de
emus, principalmente na regiao Centro-Oeste, onde se teve a oportunidade de
visitar uma grande propriedade comercial destas aves, com criacdo de diversos
animais silvestres, mantidos no mesmo ambiente, inclusive emas. O potencial de
transmissdo cruzada destes parasitos para outras aves, em particular, outras
ratitas, ainda nao foi investigado. Ha um relato deste parasito no emu, na Suécia
(JANSSON; CHRISTENSSON, 2000), no entanto, esta ocorréncia n&o foi
confirmada através da identificacdo das larvas infectantes ou dos nematoides
adultos, pois os autores relataram apenas ovos nas fezes das aves. E importante
verificar uma possivel infeccao por estes nematoides nas emas, uma ave autdctone

da América do Sul.

1.5.2. DETERMINACAO DA LOCALIZACAO DIFERENCIAL DE Libyostrongylus
douglassii E L. dentatus ADULTOS NO PROVENTRICULO DAS
AVESTRUZES

A alta carga parasitaria observada nos animais abatidos no Estado do Rio
de Janeiro (100%) foi relatada previamente por Bonadiman et al. (2006) através de
exames fecais. No entanto, os autores nao determinaram a proporcédo entre as
espécies L. douglassii e L. dentatus nos rebanhos de avestruzes criados no Norte
do Estado. O diagnéstico diferencial destas duas espécies do género
Libyostrongylus através de exames fecais so foi possivel apds a diferenciacao das
larvas infectantes descritas por Ederli et al. (2008b).

Os parasitos do género Libyostrongylus sao pequenos nematoides, de
coloracdo avermelhada, in vivo, encontrados no proventriculo e moela das
avestruzes. A literatura cientifica cita o género Libyostrongylus sendo encontrado
logo abaixo da membrana coilina (HOBERG et al., 1995; HUCHZERMEYER, 2005,
CRAIG, DIAMOND, 1996), no entanto, observaram sitios de localizagao distintos
de L. douglassii e L. dentatus no proventriculo das avestruzes. L. douglassii é

encontrado logo abaixo da membrana coilina, sob a mucosa, como citado na
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literatura (HOBERG et al.,, 1995; HUCHZERMEYER, 2005, CRAIG, DIAMOND,
1996), enquanto que L. dentatus foi encontrado de forma enovelada, inserido na
membrana coilina (Figura 1.6). Esta localizacdo distinta das duas espécies no
proventriculo pode ser a causa dos poucos relatos da presenca de L. dentatus,
uma vez que a espécie era procurada, juntamente com L. douglassii abaixo da
membrana coilina, resultando, possivelmente, em diagnédsticos falsos negativos
para L. dentatus, pois durante a coleta dos parasitos, a membrana coilina € retirada
e descartada. Fato este foi confirmado através de observacdes proprias, onde ao
analisarmos os proventriculos parasitados, sé encontramos L. douglassii, antes de
verificarmos esta localizacao diferencial.

Este é o primeiro estudo demonstrando sitios de localizacdo distintos
destas duas espécies de parasitos nas avestruzes. E esta pode ser a razdo pela
qual ha auséncia de relatos de L. dentatus (HOBERG et al., 1995; EDERLI et al.,
2008b; 2008c). Até recentemente, o diagndstico diferencial destas duas espécies
s6 era possivel através da identificacdo dos nematoides coletados durante a
necropsia, no entanto, atualmente, pode-se realizar o diagnéstico especifico
através de exames fecais, pela observacao e identificacdo das larvas infectantes, o
que facilita o diagnéstico e os estudos epidemiolégicos (EDERLI et al., 2008b).

Aparentemente, L. dentatus é o maior contribuinte na patologia associada a
libyostrongylose, caracterizada por necrose do proventriculo, que ocorre quando 0s
parasitos penetram na membrana coilina, e que, em altas cargas parasitarias, os
nematoides podem perfurar a membrana coilina, expondo a mucosa as secrecoes
proventriculares, além de causar pequenas lesbes que podem servir de porta de
entrada para infeccdes secundarias por fungos e bactérias (CRAIG; DIAMOND,
1996; HUCHZERMEYER, 2002). Diversos relatos de gastrites em avestruzes, por
infecgcbes do proventriculo e moela, nas ratitas, referem-se por erosbes na
membrana coilina (HUCHZERMEYER, 2002; 2005), no entanto, a causa dessas
lesGes ainda ndo foi determinada. Hipoteticamente, em infec¢des severas por L.
dentatus, a membrana coilina seria descamada em pedacos, com formacao de
pseudomembranas recobrindo areas hemorragicas, o que poderia ser favorecido
devido a associacao com os parasitos.

Assim, o presente estudo caracterizou sitios de infeccdo distintos para
duas espécies do género Libyostrongylus encontrados no Brasil, sugerindo que a

realizacdo de infecgcbes experimentais puras, e estudos histolégicos sejam
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necessarios para o0 conhecimento da real patologia causada por estas duas
espécies de parasitas isoladamente.

1.5.3. ELABORACAO DE UMA CHAVE DE IDENTIFICAGAO DE NEMATOIDES
PARASITAS DE AVESTRUZES, Struthio camelus

1.5.3.1. Chave de identificacao de larvas infectantes de nematoides
gastrintestinais parasitas de avestruzes

As larvas infectantes de Libyostrongylus spp. sao caracterizadas pela
presenca de uma protuberéncia arredondada na extremidade da ponta da cauda da
larva (BARTON; SEWARD, 1993). Bonadiman et al. (2006) relataram a ocorréncia
de L. douglassii e L. dentatus na regido Norte do Estado do Rio de Janeiro, através
da observacdo de vermes adultos coletados do proventriculo, durante a necropsia
de trés avestruzes adultas. Também foi observado diferencas no comprimento e
morfologia na cauda da bainha das larvas infectantes recuperadas através de
cultivos fecais de amostras coletadas na mesma regido. Algumas larvas
apresentavam cauda da bainha curta e com terminagdo aguda e outras larvas
apresentavam cauda da bainha longa e filamentosa. Assim, os pesquisadores
atribuiram estas diferencas a possiveis caracteres para a distincdo das duas
espécies encontradas parasitando o rebanho da regido analisada (BONADIMAN et
al., 2006). Posteriormente, Ederli et al. (2008b) confirmaram esta suspeita, sendo
L. douglassii a larva infectante com cauda da bainha curta, com 29,52 um + 4,11,
variando de 20,62 a 36,31 um e L. dentatus com cauda da bainha longa., com
61,20 um £ 2,17, variando de 40,01 a 84,01 um. Assim, apos este estudo, foi
possivel a diferenciacdo destas duas espécies através da observacao da
morfologia da cauda da bainha das larvas infectantes recuperadas através de
cultivos fecais, facilitando assim o diagnéstico, ndo sendo mais necessaria a
realizacdo de necropsias para a coleta dos vermes adultos para o diagndstico
especifico. No entanto, as larvas infectantes de C. struthionis também apresentam

cauda da bainha longa e filamentosa com 110,74 um * 13,46, variando de 85,87 a
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143,18 um, porém, com a cauda da larva apresentando uma terminacdo aguda
(EDERLI et al., 2008a), diferindo do género Libyostrongylus pela auséncia da
protuberancia arredondada na ponta da cauda da larva (EDERLI et al., 2008b;
BARTON; SEWARD, 1993). O comprimento total das larvas infectantes ndo € um
bom parametro para a distincdo entre as espécies devido a sua similaridade.
Libyostrongylus douglassii possui comprimento total médio de 874,33 um * 33,80
variando de 784,47 a 957,90 um; L. dentatus mede em média 784,47 um + 43,63
variando de 735,84 a 947,01 um e C. struthionis medindo 598,25 um + 25,15
variando de 511,92 a 642,41 um (EDERLI et al., 2008a, 2008b).

As larvas infectantes de L. douglassii possuem a extremidade cefalica
menos arredondada, com a terminagdo mais abrupta que as larvas infectantes de
L. dentatus (Figuras 1.7 A e B) (BONADIMAN et al., 2006), e as larvas infectantes
de C. struthionis possuem a regidao cefélica arredondada com a extremidade
achatada (Figura 1.7 C) (EDERLI et al., 2008a). Esses parametros ndo séo
confiaveis no diagnostico especifico das larvas infectantes devido a similaridade
das extremidades anteriores.

As larvas infectantes de L. douglassii sao facilmente distinguidas das de L.
dentatus e C. struthionis pelo comprimento da cauda da bainha das larvas, que é
consideravelmente menor, com a terminagdo aguda, diferindo das outras duas
espécies que possuem cauda da bainha longa e filamentosa (Figuras 1.7 Be C). O
diagnéstico diferencial entre estas duas espécies com a cauda da bainha longa e
filamentosa, € feito pela observacdo do formato terminal da ponta da cauda da
larva, que em L. dentatus tem uma protuberancia arredondada na ponta da cauda
da larva, caracteristica do género Libyostrongylus (Figuras 1.7 A e B), enquanto
que em C. struthionis esta terminacdo € aguda (Figura 1.7 C) (EDERLI et al.,
2008a, 2008b). A comparacéao da média do comprimento da cauda da bainha das
larvas infectantes de L. douglassii e L. dentatus foi considerada extremamente
significativa (EDERLI et al., 2008b), no entanto, este parametro deve ser associado
com a morfologia terminal das larvas, uma vez que L. dentatus pode ser confundido
com C. struthionis, como mencionado anteriormente. Devido a estas similaridades,
muitas vezes, em exames fecais, as larvas infectantes podem ser confundidas,
resultando em erros no diagnostico. Este fato pode estar ocorrendo com C.
struthionis, pois sao poucos o0s relatos deste nematoide nos rebanhos de
avestruzes (POPOVA, 1955; SOTIRAKI et al., 2001; PONCE GORDO et al., 2002;
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EDERLI et al., 2008a). Assim, esta chave de identificacdo ira facilitar o diagnostico

coproldgico das espécies de nematoides gastrointestinais de avestruzes.

1.5.3.2. Chave de identificacao das espécies do género Libyostrongylus
(nematoides adultos)

A descricao morfolégica de L. magnus foi publicada em grego (GILBERT,
1937), o que dificulta seu acesso. N&ao ha trabalhos posteriores sobre estudos
morfolégicos desta espécie. Diferente das outras espécies do género, as fémeas
de L. magnus sao menores que os machos. L. douglassii e L. dentatus podem ser
diferenciados através da observacdo de alguns caracteres morfologicos.
Libyostrongylus dentatus pode ser diferenciado dos congéneres pela presenca de
dentes esofageais proeminentes (Figura 1.8 C). Espécimes machos e fémeas de
L. dentatus sdo maiores em comprimento do que os de L. douglassii (HOBERG et
al., 1995; EDERLI et al., 2008c). Estas duas espécies também possuem diferencas
na morfologia da extremidade cefdlica, onde L. dentatus tem a extremidade
achatada com trés pares de papilas labiais arredondadas, enquanto que L.
douglassii apresenta extremidade arredondada e trés pares de papilas labiais
alongadas (EDERLI et al., 2008c). As fémeas de L. douglassii se distinguem das
demais pelo comprimento relativamente menor do ovijetor (Figuras 1.8 D, Ee F) e
L. dentatus apresenta uma inflagdo cuticular em nivel do anus, ausente nas outras
espécies do género (Figuras 1.8 G, H e ). L. magnus foi descrito com ovijetor
relativamente maior, assemelhando-se, morfologicamente, ao de L. dentatus
(SKRJABIN, 1961). Os machos de L. dentatus se diferenciam pelo raio dorsal da
bolsa copuladora, que é assimétrico (Figuras 1.8 J, L e M), quando comparados
com o de L. douglassii, e L. magnus, além da morfologia dos espiculos que em L.
dentatus observa-se o eixo principal com terminacdo arredondada e L. douglassii
com terminacdo pontiaguda (Figuras N, O e P) (HOBERG et al., 1995; EDERLI et
al., 2008c).
Codiostomum struthionis, outro nematoide comumente encontrado nas

avestruzes, sao vermes grandes e robustos, em relacao ao género Libyostrongylus,
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de coloracdo branca, in vivo, de facil observacdo no ceco das avestruzes. Este
género € composto por esta Unica espécie. Sao facilmente distinguidos do género
Libyostrongylus pelo seu comprimento e localizacdo do hospedeiro. Recentemente
a espécie foi redescrita com riqueza de caracteres morfolégicos e ultraestruturais
por Ederli et al. (2008b). Codiostomum struthionis tem cépsula bucal bem
desenvolvida com duas fileiras de coroa radiada, caractere ndo presente em
Libyostrongylus spp. Os machos possuem bolsa copuladora fortemente curvada
ventralmente com grande projecao do lobo dorsal, e espiculos longos e finos. As
fémeas possuem uteros prodélficos e ponta da cauda pontiaguda (EDERLI et al.,
2008a), enquanto que em Libyostrongylus spp. o utero é anfidélfico (EDERLI et al.,
2008c). Assim, a descricdo de uma chave de identificacdo para os vermes adultos
de nematoides parasitas de avestruzes, facilita o seu diagnéstico diferencial, além
de estudos de taxonomia e epidemiologia.

1.5.4. PATOLOGIA CAUSADA POR C. struthionis EM CECO DE AVESTRUZES

Neste estudo, o niumero maximo de parasitos encontrados foi de 106
nematoides por avestruz, com uma intensidade média de infeccao de 56,6 por ave
(Tabela 1.3). A carga parasitaria de C. struthionis necessaria para causar
patologias nas avestruzes é desconhecida. Nos cecos examinados, no entanto,
foram observadas macrolesdes nos locais de maior concentracdo dos parasitos,
onde também foram observados noédulos localizados na terco final dos cecos
(Figura 1.9). No ciclo de vida de alguns Strongylidae, as larvas infectantes passam
por uma fase tecidual, formando ndédulos ao longo do trato gastrintestinal. Estes,
ao se romperem, liberam os parasitas adultos na luz intestinal, causando ulceracao
da mucosa (URQUHART et al., 1998). Em infeccoes por Strongylidae em equinos,
como por exemplo, por Strongylus spp., verifica-se em infeccdes leves, nddulos
isolados, porém, em infeccbées macicas, observa-se um nuamero extremamente
grande de nédulos, onde torna-se dificil a observacao de areas normais na mucosa
(SOULSBY, 1965). Observaram-se também, areas de hemorragia provocadas por

pequenas Ulceras nas areas circunscritas as areas de edema da mucosa (Figuras



52

1.9 B, D, E e F), 0 que ndo se observou no ceco nao parasitado (Figuras 1.9 A e
C). A patogenia de outros Strongylidae esta associada a lesbes da mucosa em
virtude do habito destes parasitas que ao se alimentarem, ingerem tampdes de
mucosa ao se moverem pela superficie do ceco, podendo levar a lesdes acidentais
de vasos sanguineos, o que pode causar consideravel hemorragia (CARLTON;
MCGAVIN, 1998). As lesGes ulcerosas podem se tornar uma porta para infecgoes
por bactérias, com a producao de pequenas areas caseosas, que depois podem se
tornar nodulares (SOULSBY, 1965). Nos locais com lesées mais antigas, podem
se tornar fibrosas, e em algumas areas pode haver proliferacdo de tecido granular
(SOULSBY, 1965). No presente trabalho, lesdes tao evidentes, como as descritas
anteriormente, ndo foram observadas, mas sugerem que estas possam ocorrer em
avestruzes com grandes cargas parasitarias de C. struthionis. Para outros
Strongylidae, cargas parasitarias de 250 a 300 vermes levaram a lesées no ceco
com efeitos evidentes no final do periodo pré-patente (CARLTON; MCGAVIN,
1998). A carga parasitaria de C. struthionis encontrada nos animais, foi
proporcional ao grau de lesdes observadas nos cecos, com lesdes aparentes em
aves com carga de 106 vermes, o que permite inferir que cargas com
aproximadamente 300 parasitas pode contribuir para quadros de anemia e
definhamento em associagdo com outros parasitas nas avestruzes.

Estudos histopatolégicos realizados para identificar lesbées causadas por
outros Strongylidae revelaram completa destruicio da mucosa, sendo esta
substituida por tecido granular com infiliracdo de grande numero de células
inflamatérias mononucleares (SOULSBY, 1965). Os resultados do presente estudo
permitem inferir que, ao contrario do que citam outros autores (CRAIG; DIAMOND,
1996; HUCHZERMEYER, 2005), C. struthionis indica ser responsavel por
patologias nos cecos das avestruzes, e esta patogenicidade aparenta estar
relacionada a carga parasitaria dos animais. Estudos visando um melhor
esclarecimento a respeito do ciclo de vida de C. struthionis sd0 necessarios,
inclusive quanto a determinagcdo dos sitios de desenvolvimento da L4 no trato
intestinal e consequentemente a patologia relacionada aos estadios de

desenvolvimento do parasita.



53

1.6. CONCLUSOES

E possivel a identificacdo das espécies de nematoides gastrointestinais a
partir da observacado dos caracteres morfoldégicos e morfométricos das larvas
infectantes e adultos, por meio de uma chave de identificagdo dicotémica;

Nematoides gastrointestinais de avestruzes ocorrem de forma enzodbtica nos
rebanhos do Estado do Rio de Janeiro, com predominancia de L. douglassii,
seguida de L. dentatus e C. struthionis;

As espécies L. douglassii e L. dentatus habitam sitios de localizagdo

distintos no proventriculo das avestruzes, sendo este o primeiro relato;

Codiostomum struthionis pode causar lesbes nos cecos das avestruzes,
proporcionais a carga parasitaria, ao contrario do que cita a literatura

cientifica.
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2.1. INTRODUCAO

Emas sdo aves autéctones da América do Sul, Pterocnemia pennata ou
Rhea pennata sdo encontradas na Patag6nia Argentina e Rhea americana que
habita quase todo o continente. Estas aves sao muitas vezes utilizadas como
animal de estimacdo, mas somente a Rhea americana, é criada comercialmente.
Recentemente, a criacdo comercial de emas foi reconhecida pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2008) como alternativa a pecuaria.

Sao poucos os estudos a cerca da fauna parasitaria que acomete as emas,
no entanto, parasitoses sdo as principais causas de limitacdo da criacdo em
cativeiro dessas aves. Deletrocephalus  dimidiatus, D. cesarpintoi,
Paradeletrocephalus minor e Sicarius uncinipenis sdo as espécies que mais
ocorrem, no entanto, patologias causadas por estes parasitas ainda nao foram
relatadas.

O género Deletrocephalus inclui D. dimidiatus, através do estudo do
material colhido por Nattere, nos Estados do Mato Grosso e Sao Paulo, Brasil.
Posteriormente, em 1861, Molin descreve uma nova espécie do género, também
parasita de emas, D. minor, devido a uma diferenca na proporcdo dos espiculos
com o comprimento total do corpo de aproximadamente 1:2 (FREITAS; LENT,
1947a).

Atualmente, ha trés espécies de espirurideos parasitas das emas, todas
encontradas no proventriculo e moela: Sicarius uncinipenis; Sicarius waltoni e
Vaznema zschokkei, no entanto, dados morfoldégicos dessas espécies sao
insuficientemente relatados.

Logo uma descricdo mais detalhada das espécies de nematoides que

acometem as emas € necessaria, inclusive utilizando técnicas mais avancadas de
estudos como a microscopia de eletrbnica de varredura, o que motivou o

desenvolvimento da presente pesquisa que teve como objetivos caracterizar
morfologicamente as espécies D. dimidiatus e S. uncinipenis, além de descrever

patologia causada por esta ultima espécie em moela de emas parasitadas.
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2.2. REVISAO DE LITERATURA

2.2.1. EMAS, Rhea americana LINNAEUS, 1758

Existem duas espécies de emas, a ema maior ou comum, Rhea americana,
e a ema menor ou de Darwin, Pterocnemia pennata ou Rhea pennata, segundo
Sibley et al. (1988), ambas oriundas da América do Sul. No entanto, somente a
primeira € criada em cativeiro, principalmente nas Américas e Europa
(HUCHZERMEYER, 2005). Estas aves sédo corredoras, onivoras e alimentam-se
basicamente de pastagem, sementes e insetos, e possuem uma expectativa de
vida de 40 anos (ABRACE, 2008). Os machos medem em média 1,7m e as
fémeas 1,5m, pesam entre 25 e 45 kg (FOWLER, 1996).

Cada fémea bota um ovo a cada 2 ou 3 dias, totalizando em média 40 ovos
por periodo reprodutivo. Seus ovos levam em média 38 dias até a eclosdo. Os
animais estdo prontos para o abate com 12 a 15 meses de idade, gerando
aproximadamente 12 kg de carne sem o0sso. A gordura acumula-se na cavidade
abdominal e sobre o lombo na extremidade caudal, sendo facilmente separada da
carne. Assim, a carne € praticamente livre de gordura, rica em proteinas, émega 3
e ferro, pouco cal6rica e com baixo teor de colesterol (HOSKEN; SILVEIRA, 2003).
Sua distribuicao nativa compreende os paises: Brasil, Bolivia, Paraguai, Uruguai e
Argentina (FOWLER, 1996), sendo considerada a maior ave da América do Sul.

Estas aves sdo déceis e sociaveis, o que facilita o seu manejo, sendo muitas
vezes utilizadas como animal de estimagdo ou apenas ornamentacdo. Apesar de
ser nativa da América do Sul, a ema despertou o interesse comercial
principalmente dos norte-americanos, sendo estes, os detentores da maior parte de
pesquisas cientificas e maior numero de emas criadas em cativeiro (GIANNONI,
1996). Na Europa, fazendas de emas sdo sucesso em diversos paises como
Inglaterra, Suécia, Holanda, Bélgica, Franca e Portugal. No Brasil ha produtores
localizados nas regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste (ABRACE, 2008).
Também podem ser encontradas nos Pampas uruguaio e argentino, e até mesmo
na Patagbnia, o que comprova sua perfeita adaptacdo aos diversos climas da
América do Sul. Em condi¢gbes naturais, podem ser vistas em bandos, no entanto,

no periodo de acasalamento podem ser vistas em grupos menores, com um macho
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dominante. E o macho quem incuba os ovos, na natureza, e as fémeas, podem
procurar outro macho, formando outro grupo, enquanto o0 macho choca os seus ovos
HOSKEN; SILVEIRA, 2003).

Recentemente, a criagdo comercial de emas € uma alternativa pecuaria
reconhecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2008), e por se tratar de um animal silvestre é controlado pelo IBAMA, que proibe
sua caca. O comércio da carne s6 € permitido de animais oriundos de criatérios
comerciais registrados junto aos érgaos competentes (IBAMA/MAPA/ANVISA).

2.2.2. PARASITAS DE EMAS

Dos parasitas que acometem as emas (Quadro 2), as espécies que mais se
destacam sdo os nematoides Deletrocephalus dimidiatus, D. cesarpintoi,
Paradeletrocephalus minor (FREITAS; LENT, 1947a) e Sicarius uncinipenis
(FREITAS; LENT, 1947b). Porém, sem nenhum relato de patologias aparentes.

Sao poucos os estudos a cerca da fauna parasitaria que acomete as emas.
Muitos artigos publicados sobre estes parasitos, principalmente em relacdo aos
géneros Deletrocephalus e Paradeletrocephalus, referem-se a sistematica dessas
espécies, onde atualmente, é classificada como as Unicas da familia
Deletrocephalidae.

Os parasitas ja relatados nestas aves estdo demonstrados na Figura 2.1.
No entanto, acredita-se que outras espécies descritas em outras ratitas (Quadro 2)
também podem acometer as emas, principalmente apds a introducdo das
avestruzes no Brasil a partir de 1995.
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Toxoplasma
Struthiolipeurus spp.
Gabucinia spp.
Paralges pachynemis
Varios carrapatos

Traquéia

Syngamus

Cryptosporidium
Eimeria
Deletrocephalus
Paradeletrocephalus
Ascaridia

Davainea spp.

Histomonas

Proventriculo/
Moela

Tecido Conjuntivo

Dicheilonema

Cyrnea colini
Habronema spp.

Figura 2.1.

Principais parasitas relatados parasitando emas, Rhea

(Adaptado de FOREYT, 2005).

americana.
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2.2.2.1. Familia Deletrocephalidae

O género Deletrocephalus foi criado por Diesing em 1851, indicando uma
Unica espécie, D. dimidiatus, através do estudo do material colhido por Nattere, nos
Estados do Mato Grosso e Sao Paulo, Brasil. Posteriormente, em 1861, Molin
descreve uma nova espécie do género, também parasita de emas, D. minor, devido
a uma diferenca na proporcao dos espiculos com o comprimento total do corpo de
aproximadamente 1:2 (FREITAS; LENT, 1947a).

Em 1861, Molin, estudando um numero consideravel de exemplares (de
500 a 600), destaca a presenca de duas variedades com base na morfologia dos
nematoides:  D. dimidiatus variedade minor e D. dimidiatus var. major,
considerando a variedade major, a espécie descrita por Diesing. Anos depois, Vaz,
em 1936, descreve a terceira espécie do género, D. cesarpintoi, considerando que
esta nova espécie juntamente com D. dimidiatus, pudessem corresponder as
variedades major e minor de Molin. Em 1916, Railliet cria a subfamilia
Deletrocephalinae, incluida da familia Strongylidae (FREITAS; LENT, 1947a).

O primeiro a descrever, mais detalhadamente a espécie D. dimidiatus foi
Maplestone, em 1932, porém considerando-a nova e alocando-a em um novo
género por ele criado, Quasistrongylus rheae, da subfamilia Strongylinae, o qual foi
reconhecido por Almeida, em 1935, como sendo a espécie de Diesing,
considerando Q. rheae um sinénimo de D. dimidiatus.

No entanto, cabe a Travassos o trabalho mais completo da espécie tipo,
publicado em 1933, ao qual concorda com a inclusdo do género na subfamilia
Deletrocephalinae, da familia Strongylidae (TRAVASSOS, 1933). Freitas e Lent
(1947a) ao analisar o estudo e os desenhos de Chitwood e Chitwood (1937) de D.
dimidiatus var. minor, criam um novo @género para esta espécie,
Paradeletrocephalus, sendo P. minor, a Unica espécie do género.

Deletrocephalus dimidiatus e D. cesarpintoi diferem na estrutura da capsula
bucal, e raio dorsal da bolsa copuladora dos machos, e no comprimento da vagina,
onde D. dimidiatus possui uma vagina curta e D. cesarpintoi uma vagina longa. O
género Paradeletrocephalus possui diferencas na estrutura da extremidade anterior
e bolsa copuladora dos machos (FREITAS; LENT, 1947a).

Assim, a familia Deletrocephalidae é composta por trés espécies
pertencentes a dois géneros: D. dimidiatus, D. cesarpintoi e P. minor, todas
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parasitas do trato gastrointestinal das emas. Até o momento n&o ha estudos sobre
a ultraestrutura e biologia desses parasitos, bem como sobre sua patogenicidade
nas aves.

Deletrocephalus dimidiatus foi também relatado parasitando uma ema de
Darwin, Pterocnemia pennata, que veio a 6bito, onde Edwing et al. (1995) ao
realizarem necropsia e exames histopatoldgicos, ndo descreveram lesdes,
causadas por estes parasitos. Esses autores ainda descreveram esta espécie
parasitando outras aves do rebanho, através da observagdo de ovos nas fezes, o
que nao é possivel, devido a semelhanca entre os ovos da subfamilia.

2.2.2.2. Familia Spiruridae

A espécie Sicarius uncinipenis foi descrita inicialmente por Molin, em 1860
como Spiroptera uncinipenis, e 1ogo no ano seguinte, Diesing transfere a espécie
de Molin para o género Cheilospirura. Drasche, em 1884, ao reestudar os
exemplares originais de Diesing e de Molin, contribui com as primeiras figuras, da
extremidade anterior, e da cauda do macho, além de acrescentar algumas
informacdes, como a proporcao espicular, sendo o espiculo esquerdo quatro vezes
mais longo que o direito, mantendo a espécie no género Cheilospirura, porém em
seu trabalho, ele mantém o nome dado por Molin, Spiroptera, em suas ilustragoes.
Cinco anos depois, Zschokke, descreve uma nova espécie parasita de emas de um
zoolégico de Brasilia, denominando-a Spiroptera alata, sendo esta descrigdo
insuficiente para o perfeito conhecimento da espécie, diferindo desta pela presenca
de asas cuticulares que percorrem o corpo. Os demais caracteres referidos para
esta espécie, pelo autor sdo deficientes, uma vez que o autor ndo descreve o0s
espiculos nem papilas pré-anais (FREITAS; LENT, 1947b).

Em 1899, Linstow redescreve Spiroptera uncinipenis da colecao do Museu
de Berlim, representando o ovo, a ponta do espiculo menor e a extremidade
cefalica (FREITAS; LENT, 1947b). No entanto, Freitas e Lent (1947b) ao
analisarem a descricao feita por Linstow, notaram uma grande diferenca na relacao
espicular, onde nos espécimes de Molin eram de 1:4, e nos de Linstow de 1:8.
Posteriormente, Walton, em 1927, revendo nematoides da cole¢éo Leidy, coloca a
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espécie Spiroptera uncinipenis no género Habronema, e os espécimes utilizados
em seu estudo apresentam relacdo espicular de 1:8, conforme os de Linstow
(FREITAS; LENT, 1947b).

Uma nova espécie de espirurideos parasita das emas foi descrito por Vaz
(1936), de material proveniente do Estado de Sao Paulo, denominando-a Sicarius
nobregai. Neste trabalho, Vaz (1936) inclui no género Sicarius Li, 1934, as
espécies de Habronema com interlabios verdadeiros, como também referiu uma
lista das espécies que, segundo o autor, permaneceram no género Habronema
Diesing, 1861, sendo esta, considerada atualmente, um sinénimo de S. uncinipenis
(FREITAS; LENT, 1947Db).

Atualmente, ha trés espécies de espirurideos parasitas das emas, todas
encontradas no proventriculo e moela: Sicarius uncinipenis, que nao possui asas
laterais ao longo do corpo e uma relacdao espicular em torno de 1:4, parasita da
moela; Sicarius waltoni, que também nao possui asas laterais ao longo do corpo e
apresenta uma relacao espicular em torno de 1:8, também parasita da moela; e
Vaznema zschokkei, que possui asas laterais ao longo do corpo, parasita do
proventriculo das emas (FREITAS; LENT, 1947b).
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2.3. MATERIAL E METODOS

2.3.1. LOCAL DE EXECUGAO DO EXPERIMENTO

O estudo foi realizado no Nucleo de Pesquisas Avancadas em Parasitologia
(NUPAP) do Laboratério de Sanidade Animal (LSA) do Hospital Veterinario (HV) da
UENF.

2.3.2. ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizadas quatro emas adultas (2 machos e 2 fémeas), com idades
variando de dois a quatro anos, que vieram a Obito, provenientes do Criatério
Conservacionista 2C, localizado no municipio de Cachoeiro do Itapemirim, no
Estado do Espirito Santo.

A pesquisa foi realizada em conformidade com a regularizacdo do IBAMA
sob a autorizagcdo para manejo (CTF n° 480552) (Anexo 1) e junto ao Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) para a realizacao de
pesquisa com material biolégico de emas, Rhea americana, com finalidade

cientifica, autorizagdo n° 18981-2 (Anexo 2).

2.3.3. NECROPSIAS

As emas tiveram todos os 6rgaos coletados para a analise da presenca de
parasitos. Os 6rgao foram acondicionados, separadamente em sacos plasticos,
devidamente identificados, e armazenados sob refrigeracdo até sua analise.
Quando nao foi possivel a observacdo no mesmo dia da necropsia, os 6rgaos
foram congelados, para andlise posterior, no entanto, a prioridade foi a observagao
do trato gastrintestinal. Foram observados todo o conteludo e a superficie da

mucosa, com o auxilio de estereomicroscépio.
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2.3.4. COLETA DOS PARASITAS

2.3.4.1. Trato Gastrintestinal

Logo apds a necropsia, o trato gastrintestinal foi separado em: esbéfago,
proventriculo, moela, intestino delgado, cecos e intestino grosso. As extremidades
foram amarradas com barbante para evitar perda do conteddo e uma possivel
migracdo dos parasitos. Os 6rgaos foram acondicionados separadamente em
sacos plasticos devidamente identificados. No mesmo dia das necropsias, as
partes do trato gastrintestinal foram abertas e lavadas em vasilhame plastico com
agua corrente e o lavado foi peneirado em tamis confeccionado com material
inoxidavel, com malha de75 e 45 um. Estes lavados foram entdo examinados sob
estereomicroscopio, para a coleta dos nematoides, com auxilio de estilete
confeccionado com agulha entomolédgica. Os helmintos encontrados foram lavados
em solucao fisiolégica de NaCl a 0,09%, e uma parte foi processada para
microscopia Optica e a outra parte para microscopia eletrénica de varredura.

2.3.4.2. Demais dos Orgaos

Durante a necropsia, os outros 6rgaos como: traqueia, pulmao, coracao, rins
e figado foram coletados e acondicionados em sacos plasticos devidamente
identificados e congelados para analise futura da presenca de parasitas. Na
véspera das analises, os érgaos foram descongelados e mantidos sob refrigeracao.
As analises foram realizadas com auxilio de estereomicroscépio, onde os 6rgaos

foram dissecados para a procura de helmintos.
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2.3.5. MICROSCOPIA OPTICA

Os nematoides adultos foram fixados em A.F.A. (acido acético glacial, duas
partes; formol, cinco partes; alcool etilico 70%, 93 partes) a 70°C (AMATO et al.,
1991), clarificados em lactofenol de Amann e montados entre lamina e laminula,
observados e esquematizados utilizando-se microscopio éptico Zeiss dotado de
camera clara. A morfometria foi realizada utilizando-se microscépio Optico Zeiss -
Axiostar Plus equipado com camera digital Canon — Power-Shot A640 para captura
de imagem e Software Zeiss AxionVision Sample Images para analise de imagens.

Os desenhos foram realizados com auxilio de microscopio éptico acoplado a
camera clara, e digitalizados utilizando-se o software Adobe Photoshop Elements
8.0, com auxilio de um “pen tablet” Intuos4 Wacon®.

2.3.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Os helmintos foram fixados por duas horas em solucdo contendo 2,5%
glutaraldeido, 4% paraformaldeido recém-preparado, 5 mM cloreto de Calcio pH
7,4 em tampéo cacodilato 0,2 M, pH 7.2, lavados em tampao cacodilato 0,1 M e
pds-fixados em solugcédo contendo 2% tetréxido de 6smio, 5 mM cloreto de Calcio e
0,8 ferrocianeto de Potassio em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2 por uma hora e
lavados novamente em tamp&o cacodilato 0,1 M. As amostras foram desidratadas
em série crescente com acetona a 30, 50, 70, 80, 90 e 100%, por uma hora cada,
secadas no aparelho de ponto critico com diéxido de Carbono (CO.), montadas em
suporte para MEV com fita de carbono, metalizadas em ouro e observadas ao
microscoépio eletrbnico de varredura Zeiss 962, com uma voltagem de 15Kv.
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2.3.7. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS PARASITAS ADULTOS

Apos a clarificagdo, os nematoides foram mensurados utilizando-se
microscépio Zeiss-Axiostar Plus equipado com camera digital Canon — Power-Shot
A640 para captura de imagem com software de analise de imagens Vision Sample
Images. As medidas foram baseadas em 20 espécimes machos e 20 espécimes
fémeas. A medida dos ovos foi baseada em 200 ovos em estagio de moérula, no
interior do ovijetor e nas proximidades terminais do Utero. As medidas dos ovos
larvados de Deletrocephalus dimidiatus foram baseadas em 22 ovos. As medidas
estdo apresentadas em um, sendo apresentadas as médias seguidas do desvio
padrdo e com os valores minimos e maximos entre parénteses.

Para a verificacdo da presenca de sinlofe foram realizados cortes
transversais ao nivel do es6fago, ao meio do corpo e ao nivel do ovijetor nas
fémeas e ao nivel dos espiculos nos machos. A sinlofe, ou seja, sistemas de
cristas cuticulares, dispostas longitudinalmente, encontrados em diversas espécies
de Trichostrongylidae, € um caractere importante para a classificacao taxonémica
dos grupos. Cortes transversais também foram realizados na extremidade anterior,
a fim de se observar a vista in face dos nematoides. Os cortes foram realizados
com auxilio de lamina de bisturi em geleia de glicerina. A nomenclatura dos raios
da bolsa copuladora (Figura 2.2) e os tipos de bolsa copuladora (Figura 2.3)
utilizados na descricdo seguem Durette-Desset e Chabaud (1981).

As espécies de Sicarius uncinipenis foram comparadas com espécimes
depositados na colecao parasitolégica do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (United States Department of Agriculture — USDA), United States National
Parasite Collection (USNPC), registrados sob os seguintes numeros: Habronema
uncinipenis (027264.02 - voucher), Odontospirura cetiopenis (027265.02 - voucher
e 027583.02 - tipo), Odontospirura alata (060539.00 - voucher), Spirura sp.
(027566.00 - voucher).

Espécimes representativos foram depositados na colecao parasitolégica do
Laboratério de Parasitologia Harold W. Manter, da Universidade de Nebraska-
Lincoln (EUA) (os numeros de registro estdo demonstrados nos resultados).
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adaptado

1981),

(

Esquema da nomenclatura dos raios da bolsa copuladora, segundo

Durette-Desset e Chabaud

Figura 2.2.
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Figura 2.3. Esquema dos diferentes tipos de bolsa copuladora, segundo a
organizacao dos raios da bolsa (DURETTE-DESSET; CHABAUD, 1981). A. Tipo

2-1-2, raios 2 e 3, e raios 5 e 6 agrupados e raio 4 isolad0; B. Tipo 1-3-1, raios 2

isolados e raios 3 a 5 agrupados e raios 6 isolados; C. Tipo 2-2-1, raios 2 e 3 e
raios 4 e 5 agrupados e raios 6 isolados; D. Tipo 2-3, raios 2 € 3 e raios 4 a 6
agrupados; E. Tipo 3-2, raios 2 a 4 e raios 5 e 6 agrupados.
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2.3.8. PATOLOGIA

Foram utilizadas quatro emas adultas, trés destas vieram a 6bito e uma foi
eutanasiada devido a uma fratura completa do tarso. As quatro emas foram
necropsiadas e o trato gastrointestinal foi examinado macroscopicamente e as
lesbes causadas por parasitos foram descritas. As membranas coilina dos
proventriculos e moelas foram cuidadosamente removidas durante a coleta dos
parasitos, expondo-se assim, a mucosa. As macrolesbes foram fotografadas

utilizando-se camera digital Sony Cyber-Shot® modelo T110.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS HELMINTOS

2.4.1.1. Deletrocephalus dimidiatus

Nematoda Rudolphi, 1808
Strongylida Molin, 1861
Strongyloidea Weinland, 1858
Deletrocephalidae Chitwood, 1969
Deletrocephalinae Railliet, 1916
Deletrocephalus Diesing, 1851
Deletrocephalus dimidiatus Diesing, 1851

2.4.1.1.1. Deposito de Espécimes

Amostras de machos e fémeas foram depositadas na Colecao
Parasitolégica do Laboratério de Parasitologia Harold W. Manter (HWML), da
Universidade de Nebraska-Lincoln (UNL), sob o numero HWML 67093 (Anexo 3).
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2.4.1.1.2. Descri¢cao Geral

Corpo filiforme, branco ou amarelo claro em vida. Fémeas maiores que os
machos (proporcéo de 1,08 : 1). Cuticula com fortes estriagcdes transversais, sinlofe
ausente (Figura 2.4) e esb6fago claviforme, alcancando maior didmetro na
extremidade posterior (Figuras 2.5 A e 2.6). Abertura oral com formato hexagonal
discreto, delimitada por seis labios estriados radialmente (Figura 2.7 A). Presenca
de quatro papilas cefalicas arredondadas e um par de anfideos (Figura 2.7 A).
Céapsula bucal subglobular (Figuras 2.5 A e 2.8), com uma coroa radiata interna
ondulada com seis saliéncias e seis depressdes, com numerosos elementos
quitinizados, denticuliformes. Logo abaixo da coroa radiata encontra-se uma
estrutura quitinosa, também ondulada, que acompanha a coroa radiata (Figuras
2.7B e 2.8 B). Estoma com abertura transversal e com formato oval (Figura 2.7 C).
Ao redor do fundo da capsula bucal encontram-se 11 lancetas (Figuras 2.8 e 2.9B),
e dois dentes maiores localizados na face dorsal (Figuras 2.8 Ae 2.9 A) . Presenca
de um discreto anel cuticular na extremidade cefalica (Figura 2.7 A). Papila cervical
pequena e cbnica, de dificil visualizagdo (Figura 2.5 A). Poro excretor proximo ao
anel nervoso, também de dificil visualizagdo, localizados na porcédo estreita do
es6fago (Figura 2.5 A). Valvula eséfago-intestinal bem desenvolvida, formada por

trés unidades (Figura 2.10).
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Figura 2.4. Micrografia Optica (DIC) de cortes transversais de Deletrocephalus

dimidiatus, evidenciando a auséncia de sinlofe. Cortes realizados ao nivel do: A.
Esbéfago; B. Meio do corpo; C. Ovijetor e D. Espiculos. Barras: 50um.



76

Figura 2.5. Desenhos feitos utilizando-se microscopio éptico acoplado a camera
clara, de Deletrocephalus dimidiatus parasitas de emas, Rhea americana. A.
Porcdo anterior, mostrando capsula bucal, dentes e denticulos, eséfago, anel
nervoso, poro excretor, papila cervical, juncao esoéfago-intestinal e porcao inicial do
intestino; B. Espiculos; C. Extremidade posterior da fémea, evidenciando abertura
da vulva (v) e anus (a); D. Ovijetor; E. Raio dorsal; F. Gubernaculo; G. Bolsa

copuladora, evidenciando organizagao dos raios.
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Figura 2.6. Micrografia optica de Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas,
Rhea americana. Extremidade anterior mostrando capsula bucal, estrutura do

esb6fago, anel nervoso e véalvula eséfago-intestinal.
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Figura 2.7. Micrografia eletronica de varredura de Deletrocephalus dimidiatus,
parasita de emas, Rhea americana. A. Extremidade anterior evidenciando papilas
cefalicas (setas) e anfideo (ponta de seta). Barra: 50um; B. Proje¢des quitinosas
ondulares no interior da capsula bucal (seta). Barra: 20um; C. Estoma com
abertura transversal (seta). Barra: 20um.
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Figura 2.8. Micrografia Optica (DIC) da cépsula bucal de Deletrocephalus

dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana. A. Observar lancetas (pontas de
seta), ondulagdes quitinosas (seta), papilas cefalicas (P) e anfideo (a); B. Presenca

de dois dentes (seta) e lancetas (seta). Barras: 50um.



80

Figura 2.9. Micrografia eletrbnica de varredura de Deletrocephalus dimidiatus,
parasita de emas, Rhea americana. A. Um par de dentes proeminentes presentes

na face dorsal da capsula bucal. Barra: 10um; B. Lancetas localizadas ao redor
da capsula bucal. Barra: 20um.
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Figura 2.10. Micrografia éptica (DIC) da vélvula esbéfago-intestinal de

Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana. Barra: 50um.
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2.4.1.1.3. Machos

Os machos sdao menores que as fémeas (Tabela 2.1), com comprimento
total do corpo 8.668,67 + 1.749,92 (5.639,94 — 11.454,80) e maior largura
encontrada na regidao mediana do corpo 267,67 = 78,58 (172,63 — 404,43). Largura
do corpo na regiao anterior 138,92 + 10,38 (117,39 — 157,30). Capsula bucal com
122,76 £ 7,47 (110,79 — 133,14) de profundidade e 149,57 + 9,44 (132,85 — 173,57)
de largura. Infundibulo esofageano medindo 57,98 + 8,45 (43,59 — 73,11) de
comprimento por 110,76 + 8,77 (98,14 — 133,24) de largura, e estoma medindo
21,37 + 3,32 (16,58 — 28,73) de comprimento por 31,71 + 4,09 (26,71 — 43,32) de
largura. Comprimento do esbéfago 607,30 + 52,20 (504,53 - 689,57), maior
didmetro do es6fago encontrado no bulbo, 130,29 + 12.50 (98,74 — 151,15), largura
do corpo do nematoide mensurada na base do eséfago 211, 84 £ 19,18 (184,05 —
245,22), razao entre o comprimento do es6fago pelo comprimento total do corpo
1:0,07. Valvula esbfago-intestinal medindo 47,71 + 11,27 (33,93 — 71,29) de
comprimento por 130,29 + 12,50 (98,74 — 151,15) de largura. Distancia do anel
nervoso a extremidade anterior 333,07 + 44,96 (266,11 — 458,89), diametro do
corpo mensurado ao nivel do anel nervoso 188,19 + 20,61 (159,14 — 227,47).
Distancia do poro excretor até a extremidade anterior 367,77 + 69,04 (167,72 —
437,63) e diametro do corpo mensurado ao nivel do poro excretor 198,08 + 61,62
(159,33 — 397,83). Distancia da papila cervical a extremidade anterior 600,82 +
42,20 (547,12 — 651,71).

Extremidade caudal com presenca de bolsa copuladora campanuliforme,
bem desenvolvida do tipo 2-3 fechada ventralmente (Figura 2.11). Papilas pré-
bursais ausentes. Os raios 2 ao 6 nascem de um tronco comum, se separando
posteriormente, onde 0s raios 2 e 3 mantém-se em um tronco comum € 0s raios 4 ao
6 em outro tronco comum. Raios 2 e 3 curtos, de comprimento semelhantes e
voltados para a direcdo anterior, sendo o raio 3 levemente mais curto que o raio 2
(Figura 2.5 G e 2.11). Raios 5 maiores que os raios 4. Raios 4 e 5 em dire¢éo
anterior e raios 6 se afastando, em direcdo posterior, em sua metade, com
comprimento semelhante ao raio 5, quase atingindo a margem da bolsa. Raios
externo-dorsal (raio 8) com comprimento de 51,35 + 15,11 (27,98 — 83,42), ndo
encostando na borda da membrana da bolsa copuladora, e nascendo em um terco
do raio dorsal, podendo apresentar saliéncias globosas e irregulares (Figura 2.11).
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Raio dorsal longo com 251,70 + 49,39 (132,30 — 317,56) de comprimento, com a
primeira ramificacdo a 153,65 = 34,02 (86,34 — 202,94) e a segunda ramificacdo a
207,51 £ 46,09 (120,36 — 243,76) a partir da base do raio dorsal. A Ultima
ramificacao possui 35,34 £9,31 (19,11 — 42,67) de comprimento. Alguns espécimes
apresentaram uma pequena ramificacdo lateral, rudimentar, na primeira ramificagao
direita, evidenciando assim, padrées diferenciados (Figura 2.12).

Espiculos finos, bem quitinizados, com comprimento total semelhantes,
com a extremidade proximal mais larga, e a distal levemente afilada (Figuras 2.5 B
e 2.13). Espiculos esquerdos: comprimento total 1.160,07 £ 171, 59 (934,59 —
1.526,34), largura maxima 8,13 £+ 1,12 (6,63 — 10,75), largura do pescoc¢o 16,14 +
3,62 (11,53 — 27,72), cabeca do espiculo 22,07 + 4,84 (15,08 — 32,56) de
comprimento por 27,44 *+ 4,07 (20,53 — 37,49) de largura, extremidade distal
medindo 25,31 £ 3,93 (16,75 — 28,48) de comprimento por 5,07 £ 1,04 (4,19 — 7,44)
de largura. Espiculos direitos: comprimento total 1.111,22 + 147,29 (913,15 —
1.395,83), largura maxima 8,52 + 1,23 (6,65 — 11,44), largura do pescoc¢o 17,03 +
2,54 (11,45 — 21,54), cabeca do espiculo 22,69 + 5,16 (1555 — 33,90) de
comprimento por 27,77 = 4,94 (18,79 — 39,82) de largura, extremidade distal
medindo 24,83 + 3,79 (19,81 — 30,82) de comprimento por 5,03 + 1,28 (3,68 — 7,53)
de largura. Razdo entre o comprimento total do corpo pelo comprimento dos
espiculos 1:0,14. Gubernaculo pequeno pouco quitinizado (Figura 2.14), com
48,57 + 13,81 (27,79 — 79,3) de comprimento. Cone genital bem desenvolvido,
medindo 104,41 + 20,33 (55,46 — 133,51) de comprimento por 134,96 + 42,88
(64,66 — 205,58) de largura (Figura 2.15). As papilas do cone genital sdo bem
desenvolvidas, sendo a papila zero simples, e papilas sete duplas (Figura 2.16).
Largura do corpo ao nivel da cloaca 226,61 + 55,29 (1.126,72 — 310,11).
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Figura 2.11. Micrografia optica (DIC) da bolsa copuladora de um espécime macho

de Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana. Barra: 100um.
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Figura 2.12. Micrografia optica (DIC) dos diferentes padrdes do raio dorsal de
Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana. A. Raio dorsal
sem ramificacdo rudimentar lateral; B. Raio dorsal com ramificagdo rudimentar
lateral (seta). Barras: 50um.
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Figura 2.13. Micrografia Optica (DIC) dos espiculos dos machos de

Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana. A. Vista total dos
espiculos. Barra: 100um; B. Porgao anterior, mostrando a cabega (h), pescogo (n)
e parte do corpo (b) dos espiculos. Barra: 50um; C. Extremidade posterior dos
espiculos. Barra: 25um.
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Figura 2.14. Micrografia 6ptica (DIC) do gubernaculo de espécimes machos de

Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana. A. gubernaculo
(setas) em vista lateral; B. gubernaculo (G) em vista frontal, com estrutura
acessoria (a). Barras: 50um.
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Figura 2.15. Micrografia éptica (DIC) do cone genital de espécimes machos de

Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana. A. Vista lateral,
evidenciando papila “7"dupla (setas), espiculos (e) e gubernaculo (G); B. Vista
frontal. Observar papila “7” dupla (setas) e papila “0”’simples (ponta de seta).
Barras: 50um.
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Figura 2.16. Micrografia eletronica de varredura da bolsa copuladora de um
espécime macho de Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea
americana. Evidenciando a estrutura do cone genital, mostrando a papila zero
simples (“0”), abertura da cloaca (C) e um par de papilas sete (“7”). Presenca de

duas papilas na membrana da bolsa copuladora (ponta de seta). Barra: 50um.
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2.41.1.4. Fémeas

Fémeas maiores que os machos (Tabela 2.2), com comprimento total de
13.293,05 + 1.515,48 (11.184,40 — 16.205,04), maior largura do corpo na regiao
mediana 391,46 = 72,93 (242,60 — 471,60). Largura do corpo na extremidade
anterior de 160,00 + 15,15 (138,70 — 188,60). Capsula bucal com 143,50 + 32,83
(114,48 — 252,79) de profundidade, por 171,24 + 34,03 (141,32 — 276,80) de
largura. Estoma medindo 22,16 + 3,60 (14,45 — 28,76) de profundidade, por 31,32
*+ 6,37 (19,18 — 39,58) de largura. Infundibulo esofageano medindo 55,13 £ 9,26
(40,67 — 68,68) de comprimento por 116,34 + 7,81 (107,21 — 131,95) de largura.
Comprimento do esb6fago 717,24 + 62,72 (595,42 — 833,95) e largura maxima
150,07 £ 12,49 (125,12 — 169,38). Largura do corpo na altura da base do es6fago
235,16 + 28,50 (196,78 — 289,87), razao entre o comprimento total do corpo pelo
comprimento do es6fago 1:0,05. Valvula esbéfago-intestinal medindo 55,49 + 16,39
(34,24 — 83,13) de comprimento por 106,79 + 25,54 (84,54 — 164,82) de largura.
Distancia do anel nervoso até a extremidade anterior 328,73 + 43,85 (256,17 —
420,44), largura do corpo ao nivel do anel nervoso 209,78 + 21,67 (175,61 —
239,35). Distancia do poro excretor a extremidade anterior 394,88 + 44,36 (335,81
— 492,42), largura do corpo ao nivel do poro excretor 215,65 + 26,02 (177,95 —
274,52). Distancia da papila cervical a extremidade anterior 602,34 *+ 28,62
(563,61 — 652,21).

Apresentam ovarios didélficos e Utero prodélfico paralelos (Figuras 2.5 D e
2.17). Comprimento total do ovijetor 675,39 + 98,10 (514,82 — 803,05), com
esfincter, vestibulo e infundibula medindo, 130,86 + 17,88 (106,33 — 179,23),
398,66 + 96,30 (234,07 — 568,29), 150,89 + 35,06 (75,78 — 217,28),
respectivamente. Razao entre o comprimento total do corpo pelo comprimento
total do ovijetor 1:0,05. Vagina curta (Figura 2.15 C), com comprimento de 241,07
+ 39,72 (181,75 — 313,29) e didametro na regidao mediana de 68,82 + 12,26 (51,80 —
98,04). Vulva com labios proeminentes, abrindo-se em uma fenda transversal
proxima ao anus a 489,67 * 57,95 (375,41 — 582,91) da extremidade posterior
(Figuras 2.18 e 2.19), largura do corpo em nivel da vulva 229,74 + 45,23 (131,65 —
290,88). Cauda cénica (Figuras 2.18 e 2.19), com 309,29 + 22,67 (264,48 —
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356,42) de comprimento. Largura do corpo em nivel do anus 309,29 + 22,67
(110,30 — 140,19). Dimensao dos ovos nos estagios de mérula 182,86 £ 22,00
(140,38 — 248,00) por 77,24 = 8,98 (59,00 — 98,26). Algumas fémeas
apresentaram ovos larvados no interior do ovijetor e utero (Figura 2.20), medindo
175,65 £ 11,91 (152,79 — 198,44) por 80,59 + 8,67 (64,88 — 96,20).
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Figura 2.17. Micrografia optica (DIC) do ovijetor de Deletrocephalus dimidiatus,

parasita de emas, Rhea americana. A. Estrutura completa do ovijetor. Barra:

50um; B. Infundibulo. Barra: 100um; C. Vagina (entre as setas). Barra: 50um.
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Figura 2.18. Micrografia 6ptica (DIC) da extremidade posterior de uma fémea

de Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana, evidenciando
as aberturas do anus (A) e vulva (V). Barra: 100um.
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Figura 2.19. Micrografia eletrénica de varredura da extremidade posterior de

uma fémea de Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana,

evidenciando as aberturas do anus (A) e vulva (V). Barra: 200um.
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Figura 2.20. Micrografia optica (DIC) de ovos no interior do ovijetor de fémeas
de Deletrocephalus dimidiatus, parasita de emas, Rhea americana. A. Ovos
larvados; B. ovos ndo larvados. Barras: 50um.
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2.4.1.2. Sicarius uncinipenis

Nematoda Rudolphi, 1808
Spirurida Chitwood, 1933
Habronematoidea
Habronematidae Chitwood & Wehr, 1932
Habronematinae Chitwood & Wehr, 1932
Sicarius Li, 1934
Sicarius uncinipenis (Molin, 1860)

Syn. Spiroptera uncinipenis Molin, 1860
Syn. Cheilospirura uncinipenis Diesing, 1861
Syn. Spirura uncinipenis Railliet e Henry, 1911
Syn. Seurocyrnea uncinipenis Chitwood e Wher, 1934

Syn. Sicarius nobregai Vaz, 1936

2.4.1.2.1. Deposito dos Espécimes

Amostras de machos e fémeas foram depositadas na Colecao
Parasitol6gica do Laboratério de Parasitologia Harold W. Manter (HWML), da
Universidade de Nebraska-Lincoln (UNL), sob o numero HWML 67092
(Anexo 3).
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2.4.1.2.2. Descricao Geral

Fémeas maiores que os machos (proporcao de 1,49:1), com coloragéao
avermelhada em vida, com marcado dimorfismo sexual, faciimente observavel
ao olho nu (Figura 2.21). Cuticula com estriacoes transversais ao longo do
corpo e sinlofe ausente (Figura 2.22). Presenca de dois labios laterais, bem
desenvolvidos e dois interlabios, um dorsal e outro ventral (Figuras 2.23 e 2.24).
Os labios sao trilobulados, com um formato triangular, estreito na base e
alargando-se em direcao ao bordo livre (Figura 2.24 A). Os l6bulos ventrais e
dorsais possuem um denticulo maior, voltado para a face dorsal e ventral do
parasito, respectivamente (Figura 2.24 A). Proximos ao Iébulo central
encontram-se dois denticulos maiores curvados em direcdo um ao outro, e trés
denticulos menores, voltados para frente (Figura 2.24 A). Na lobulacao central,
encontram-se um denticulo maior, ao centro, e quatro denticulos menores de
cada lado deste (Figura 2.24 A). Os interlabios sdo formados por trés lobos, dois
triangulares laterais, e um central em forma de alteres. O lobo central se
articula, se encaixando entre os labios laterais, e os lobos laterais se encaixam
na base dos labios laterais (Figura 2.24 A). Abertura oral pequena,
caracterizada por uma fenda reta, circundada por uma estrutura semelhante a
uma ventosa (Figura 2.24 B). Na extremidade anterior, pode-se observar a
presencga de quatro papilas labiais circulares localizadas nas unidades laterais
dos interlabios e dois anfideos com formato circular localizado nos labios laterais
(Figura 2.24 A). Presencga de cavidade bucal bem desenvolvida e nitida (Figuras
2.25 e 2.26). O esobfago é longo, com uma divisdo bem visivel, separando-o0 em
uma pequena porcao anterior € uma longa porcao posterior, ambas musculares
(Figuras 2.25 e 2.26). Valvula es6fago-intestinal pouco desenvolvida (Figura
2.26 B). Papilas cervicais com formato arredondado (Figura 2.26 A).
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Figura 2.21. Espécimes machos e fémeas de Sicarius uncinipenis, fixados em
formalina 10% e conservados em etanol 70%.
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Figura 2.22. Microscopia optica (DIC) de cortes transversais de Sicarius
uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana, onde se observa a auséncia de
sinlofe. Cortes realizados ao nivel do: A. Eséfago, evidenciando: eséfago (e),
camada muscular (m) e cuticula (c); B. Meio do corpo de um exemplar macho,
evidenciando: testiculo (1), intestino (i), camada muscular (m) e cuticula (c); C.
Regido posterior de uma fémea, evidenciando: utero (u), intestino (i), camada
muscular (m) e cuticula (c); D. Regido posterior de um macho, evidenciando
espiculos (e), camada muscular (m) e cristas cuticulares (c) presentes na face
interior da asa caudal (ac). Barras: 100 um.
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Figura 2.23. Micrografia éptica (DIC) de Sicarius uncinipenis parasita de emas,

Rhea americana. A. Vista ventral, evidenciando interlabio ventral (seta); B.
Vista lateral, evidenciando labios laterais (setas) com denticulos (pontas de
seta). Barras: 100 pm.
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Figura 2.24. Micrografia eletrénica de varredura da extremidade anterior de
Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. A. Observar os labios
laterais (L), interldbios dorsais e ventrais (i), anfideos (ponta de seta), papilas
labiais (setas finas) e denticulos dos labios (seta larga). Barra: 50 pum.; B.
Observar abertura oral (Oa), labios laterais (L), interlabios dorsais e ventrais (i), e
denticulos dos labios (setas). Barra: 50 um; C. Aumento do labo lateral do
labio, evidenciando denticulo maior na extremidade do labio (seta) e grupo de
denticulos (ponta de seta). Barra: 10 um; D. Aumento do labo central do labio

com grupo de denticulos. Barra: 10 pum.
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Figura 2.25. Micrografia éptica da extremidade anterior de Sicarius uncinipenis
parasita de emas, Rhea americana. Mostrando estoma (ponta de seta), es6fago

(seta), e uma por¢ao do ovario, repleta de ovos (U). Barra: 300 um.
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Figura 2.26. Micrografia oOptica (DIC) do eséfago de Sicarius uncinipenis

parasita de emas, Rhea americana. A. Primeira porcao do esbfago,
evidenciando anel nervoso (seta larga), um par de papilas cervicais (pontas de
seta), e divisdo entre a primeira e segunda porcdo do eséfago (seta fina); B.
Extremidade distal da segunda porcéao do eséfago, na juncéo entre o es6fago e
o intestino. Verificar fibras musculares, ampliadas em C, evidenciando que as
duas porgdes do esd6fago sao musculares. Barras: 100 um.
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2.4.1.2.3. Machos

Os machos sdo menores que as fémeas (Tabela 2.1), com comprimento
total do corpo 25.414,95 + 2.169,38 (22.546,43 — 30.980,52) e maior largura
encontrada na regido mediana do corpo 752,19 + 58,13 (659,13 — 827,47).
Largura do corpo na regido anterior do corpo 162,47 + 9,95 (148,78 — 181,39).
Cavidade bucal medindo 59,67 + 6,33 (46,38 — 68,19) de profundidade por 31,20
* 4,89 (23,63 — 40,51) de largura. Comprimento da primeira por¢cdao do es6fago
396,26 + 30,48 (351,36 — 454,93), com a maior largura na regiao anterior 87,72 +
9,50 (74,52 — 107,72), e segunda porcao do esd6fago medindo 3.126,88 + 237,44
(2.685,32 — 3.567,77), com o0 maior didmetro na regiao posterior 207,98 + 24,26
(163,68 — 249,42). Largura do corpo do nematoide mensurada na base do
es6fago de 686,01 + 61,54 (591,15 — 823,30). Razao entre o comprimento total
do esbfago pelo comprimento total do corpo de 1:0,14. Distancia do anel
nervoso a extremidade anterior de 404,72 + 60,62 (282,43 — 490,54) e diametro
do corpo mensurado ao nivel do anel nervoso 323,78 + 25,27 (282,09 — 373,16).
Distancia do poro excretor a extremidade anterior 586,00 + 50,29 (528,92 —
658,73), largura do corpo mensurado ao nivel do poro excretor 310,11 + 11,82
(301,75 — 318,47). Distancia da papila cervical a extremidade anterior 384,29 +
18,38 (361,53 — 411,48).

Extremidade posterior do corpo enrolada em espiral, ventralmente
(Figuras 2.27 e 2.28 A) com presencga de asa caudal bilateral, ornamentada com
texturas lineares interrompidas (Figuras 2.27 e 2.28) com 3.246,31 421,50
(2.455,42 — 3.776,08) de comprimento e 295,78 + 36,67 (237,13 — 347,15) de
maior largura da caudal. Proporcdo entre o comprimento total do corpo e o
comprimento da asa caudal igual a 1:0,13. Abertura da cloaca préxima a
extremidade posterior dos machos a 584,61 + 147,24 (418,78 — 775,60) da
extremidade da cauda. Largura do corpo mensurada ao nivel da abertura da
cloaca 469,12 + 75,56 (353,82 — 585,13). Presenca de oito papilas pré-cloacais,
arredondadas, em grupos organizados, com simetria bilateral (Figura 2.29 C), e
quatro papilas pés-cloacais, maiores e desordenadas (Figura 2.29 D). Além
destas, foi observada uma papila maior, localizada préxima a abertura da cloaca,
ao lado esquerdo (Figura 2.29 B). Espiculos com comprimentos desiguais,
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sendo um longo e fino, e 0 outro curto e mais espesso (Figura 2.27). Espiculo
esquerdo (maior): comprimento total 3.494,39 = 193,99 (3.205,71 — 3.774,34),
largura maxima 40,54 + 7,66 (33,63 — 61,13), largura do pescoco 46,45 + 5,63
(35,32 — 56,06), largura da cabeca do espiculo 80,99 + 8,81 (66,33 — 100,79) e
extremidade distal com uma projecado mais fina na extremidade (Figura 2.31 A),
com 130,89 + 18,17 (105,00 — 160,88) de comprimento. Espiculo direito
(menor): comprimento total 849,29 + 73,29 (740,55 — 982,39), largura maxima
45,95 + 7,08 (35,53 — 54,03), largura do pescoco 50,79 + 7,11 (41,55 — 69,60),
largura da cabeca do espiculo 93,40 = 11,77 (65,76 — 109,90) e extremidade
distal com a terminacgao recurvada, semelhante a um gancho, com uma dilatacao
na extremidade (Figura 2.31 B), com 30,87 + 9,68 (20,43 — 48,44) de
comprimento. Raz&o entre o comprimento total do corpo pelo comprimento total
do espiculo maior, e espiculo menor, 1:0,14 e 1:0,03, respectivamente. Razao
entre o espiculo maior pelo espiculo menor de 1:4,13. Gubernaculo pequeno,
bem quitinizado, formado por uma estrutura dupla em forma de “V”, onde cada
espiculo passa através de uma das unidades (Figura 2.32), medindo 137,32 *
20,05 (101,63 — 169,39) de comprimento por 72,26 + 16,13 (50,85 — 98,91) de

largura.
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Figura 2.27. Micrografia Optica da regiao posterior de um espécime macho de
Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana, evidenciando espiculos
desiguais, sendo o esquerdo maior (seta), e o direito menor (ponta de seta).

Observa-se também a asa caudal (*). Barra: 200 um.
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Figura 2.28. Micrografia eletrénica de varredura da extremidade posterior de um

espécime macho de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana.

Observar asa caudal texturizada. Barra: 500 pm.
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Figura 2.29. Micrografia eletrdnica de varredura da extremidade posterior de um

espécime macho de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. A.
Asa caudal. Barra: 1 mm; B. Papila ad-cloacal (seta), préxima a abertura da
cloaca (C). Barra: 50 um; C. Papilas pré-cloacais (setas) e cloaca (C). Barra:
200 um; D. Papilas pés-cloacais (setas) e cloaca (C). Barra: 200 um.
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Figura 2.30. Micrografia éptica (DIC) dos espiculos de machos de Sicarius
uncinipenis, parasitas de emas, Rhea americana. A. Porgdo proximal do
espiculo esquerdo (maior); B. Espiculo direito (menor). Barras: 100 pm.
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Figura 2.31. Micrografia eletrbnica de varredura da extremidade distal dos

espiculos de machos de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea
americana. A. Espiculo direito (menor). Barra: 10 um; B. Espiculo esquerdo

(maior). Barra: 20 um.
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Figura 2.32. Micrografia éptica (DIC) do gubernéculo, com a extremidade distal
do espiculo, de um espécime macho de Sicarius uncinipenis, parasita de emas,
Rhea americana. Barra:100 um.
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2.41.2.4. Fémeas

Fémeas maiores que os machos (Tabela 2.2), com comprimento total de
37.979,30 + 2.093,50 (35.174,52 — 43.319,34), maior largura do corpo na regiao
mediana 962,86 + 52,20 (887,04 — 1.055,53). Largura do corpo na extremidade
anterior 196,35 + 14,35 (172,60 — 227,19). Cavidade bucal medindo 68,66 +
8,78 (44,53 — 80,31) de profundidade por 41,09 + 5,07 (30,80 — 47,71) de
largura. Comprimento da primeira porcao do eséfago 496,38 + 82,34 (393,33 —
737,12), com a maior largura na regiao anterior 96,95 = 16,00 (78,13 — 142,86),
e segunda porcao do esdfago medindo 3.880,74 + 358,56 (3.349,80 — 4.684,37),
com o maior didmetro na regido posterior 264,15 + 44,09 (195,20 — 360,04).
Largura do corpo do nematoide mensurada na base do esbfago de 838,76 +
74,33 (692,74 — 951,67). Razado entre o comprimento total do eséfago pelo
comprimento total do corpo de 1:0,11. Distancia do anel nervoso a extremidade
anterior de 529,52 + 109,47 (386,81 — 786,08) e diametro do corpo mensurado
ao nivel do anel nervoso 412,69 * 56,49 (342,52 — 562,12). Distancia do poro
excretor a extremidade anterior 697,42 + 63,51 (651,92 — 803,56), largura do
corpo mensurado ao nivel do poro excretor 421,26 + 7,78 (411,22 —430,09).
Distancia da papila cervical a extremidade anterior 608,16 + 183,69 (319,07 —
951,79).

Apresentam ovarios didélficos, e utero opistodélfico (Figura 2.33).
Comprimento total do ovijetor 1.876,60 + 136,97 (1.531,81 — 2.063,11). Nos
adultos, pode-se observar as alcas uterinas ocupando grande parte do corpo do
parasito, repleta de ovos embrionados (Figura 2.33). Vagina uterina musculosa,
curta (Figura 2.33 B), com o comprimento de dificil observagéo, e largura de
202,23 + 40,46 (162,16 — 345,91) na regido mediana. Vulva com pequenos
labios proeminentes, abrindo-se em uma fenda transversal (Figura 2.34), na
regido mediana do corpo do nematoide, a 15.649,34 + 1.353,01 (13.596,39 —
17.765,78) da extremidade posterior do corpo. Largura do corpo ao nivel da
vulva 910,82 + 48,19 (820,64 — 997,95). Anus préximo a extremidade da cauda,
abrindo-se em uma fenda transversal (Figuras 2.35 A e 2.36 A). Distancia do
anus a extremidade posterior 234,65 + 28,76 (179,75 — 287,11), largura do corpo
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ao nivel do anus 407,13 £ 63,64 (356,20 — 623,11). As fémeas possuem duas
papilas laterais e uma estrutura circular e quitinosa na extremidade da cauda
(Figuras 2.35 B e 2.36 B). Ovos pequenos, com casca espessa e lisa, contendo
uma larva com um pequeno opérculo em ambos os lados (Figura 2.37 e 2.38),
com dimensdes 44,56 + 3,17 (35,50 — 50,69) de comprimento por 25,58 + 1,92
(20,81 — 31,56).
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Figura 2.33. Micrografia éptica da regidao da vulva de fémeas de Sicarius

uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. A. Porgéo inicial, evidenciando
abertura da vulva (v), seguida pela vagina musculosa; B. Porgcéo anterior da
vagina musculosa, repleta de ovos larvados, e abertura da vulva (v); C. Porgao
posterior do ovijector, mostrando estrutura terminal. Barras: 100 pm.
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Figura 2.34. Micrografia eletrbnica de varredura da vulva de um espécime
fémea de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. Barra:

50pm.
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Figura 2.35. Micrografia optica (DIC) da extremidade posterior de fémeas de
Sicarius uncinipenis, parasitas de emas, Rhea americana. A. Cauda mostrando

abertura do anus (a); B. Estrutura circular na ponta da cauda (seta). Barras:
100 um.
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Figura 2.36. Micrografia eletronica de varredura da extremidade posterior de

uma fémea de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. A.
Observar abertura do anus (A), e estrutura circular na ponta da cauda (seta).
Barra: 100 pum; B. Imagem ampliada da extremidade da cauda da fémea,
mostrando um par de papilas laterais (setas) e estrutura circular (ponta de seta).
Barra: 20 pm.
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Figura 2.37. Micrografia optica (DIC) de ovos em estagio de moérula no interior
do ovijetor de Sicarius uncinipenis, parasita de emas, Rhea americana. Barra:

50pm.
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Figura 2.38. Micrografia oOptica (DIC) de ovos de Sicarius uncinipenis em
estagio de morula. Barra: 50 um.
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2.4.2. PATOLOGIA CAUSADA POR Sicarius uncinipenis em MOELA E
PROVENTRICULO DE EMAS

Das quatro emas necropsiadas, duas foram encontradas mortas por
funcionarios, durante vistorias diarias no criatério, um macho e uma fémea
(Emas 3 e 4, respectivamente). Foi observado durante a necropsia destas aves,
a presenca de nematoides da espécie S. uncinipenis no proventriculo e moela.
As outras duas emas, uma ema macho foi abatida devido a uma fratura
completa do tarso (Ema 1) e a outra ave, fémea (Ema 2) veio a Obito apés
contencdo para coleta de material biolégico para o desenvolvimento de
pesquisas adicionais (ndo incluido no presente estudo), como: sangue para o
diagnéstico soroldgico de antigenos da Doenca de Newcastle e Influenza Aviaria
e swabs de cloaca para deteccao de Salmonella spp, € de orofaringe para
deteccdo de Mycoplasma spp. N&o foi observada infeccdo por nematoides na

superficie do proventriculo e moela das Emas 1 e 2.

24.21. Emas1e?2

Nao foi observado nenhum aspecto patoldégico digno de nota na
necropsia da Ema 1. Foi observado que a causa morte da Ema 2 foi peritonite
aguda, devido ao rompimento de uma alga intestinal, com o extravasamento de
conteudo, provavelmente devido a trauma durante a sua manipulacdo. Nestas
aves ndo foram observados parasitos, bem como nenhuma lesdo no

proventriculo e moela (Figura 2.37).
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2.4.2.2. Ema3

Esta ave encontrava-se em bom estado geral. Ao exame do conteludo
gastrointestinal foi observada uma pequena quantidade de nematoides sobre a
mucosa, logo abaixo da membrana coilina, e inseridos nesta (Figura 2.38 B),
principalmente na juncdo com o duodeno. Foram coletados um total de 37
espécimes (16 machos e 21 fémeas) na moela desta ave. Nao foram
observados parasitos no proventriculo na Ema 3.

O exame da macrolesdes evidenciou a presenga de Ulceras na
superficie da membrana coilina da moela, nos locais de maior concentragdo dos
parasitos (Figura 2.38 A), com estado mais avangcado na face interna desta
membrana (Figura 2.38 D e F). A mucosa apresentou pequenos pontos
hemorragicos, correspondentes aos sitios de localizacao dos nematoides (Figura
2.38 Ce D).
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Figura 2.39. Proventriculo (P) e moela (G) de uma ema ndo parasitada,

evidenciando aspecto normal.
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Figura 2.40. Proventriculo e moela de uma ema, Rhea americana, parasitada
por Sicarius uncinipenis. A. Setas evidenciam Ulceras na membrana coilina da
moela; B. Face interna da membrana coilina evidenciando nematoides
penetrando nesta (setas); C. Presenca de Ulceras (setas) e pontos
hemorragicos (pontas de seta) na membrana coilina da moela; D. Face interna
da membrana coilina da moela, evidenciando Ulceras (setas) e pontos
hemorragicos (pontas de seta); E. Ulceras na face externa da membrana coilina
da moela; F. Mesmas les6es apresentadas em E, observadas na face interna da
membrana coilina.
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2.4.2.3. Ema4

Esta ave apresentou um estado avancado de caquexia caracterizada por
atrofia muscular generalizada confirmada pela auséncia de gordura abdominal.
Todos os érgaos estavam com topografia e aspectos normais, no entanto, as
algas intestinais estavam praticamente sem conteudo. Ao exame do
proventriculo e moela, foi evidenciada uma grande quantidade de parasitos no
conteldo destes 6rgaos (Figura 2.39 C), bem como inseridos na membrana
coilina, perfurando-a, nas faces interna e externa (Figura 2.39). Alguns
espécimes foram encontrados com a extremidade anterior aderida na mucosa da
moela. No proventriculo, os nematoides foram encontrados penetrando nas
glandulas proventriculares (Figura 2.39 B). Foi coletado um total de 404
espécimes, sendo 58 no proventriculo (28 machos e 30 fémeas) e 346 na moela
(148 machos e 198 fémeas).

A moela apresentou aspecto hemorragico com necrose generalizada
(Figura 2.39 D). Apdés a remocdo da membrana coilina, evidenciou-se areas
hemorragicas pontiformes distribuidas por toda sua extensdo (Figura 2.39 F).
Nao foram observadas lesdes significativas no proventriculo (Figuras 2.39 A e
D), onde os parasitos encontravam-se penetrando, profundamente nas

glandulas proventriculares (Figura 2.39 B).
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Figura 2.41. Macrolesbes no proventriculo e moela de uma ema, Rhea

americana, parasitada por Sicarius uncinipenis. A. Proventriculo com presenca
de muco e nematoides; B. Proventriculo com nematoides inserindo nas
glandulas proventriculares; C. Moela com nematoides no conteudo alimentar,
em toda a extensdo do 6rgédo; D. Proventriculo e moela ap6s remogdo do
conteudo alimentar, evidenciando necrose generalizada; E. Moela evidenciando
presenca de nematoides logo abaixo da membrana coilina, com necrose
generalizada; F. Moela e proventriculo apds remocado da membrana coilina,

evidenciando ponto hemorragico em toda a extensdo da moela.
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2.5. DISCUSSAO

2.5.1. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS NEMATOIDES

2.5.1.1. Deletrocephalus dimidiatus

Os nematoides coletados no intestino das emas, foram identificados
como D. dimidiatus, de acordo com a morfologia descrita por Maplestone (1932),
Travassos (1933) e Freitas e Lent (1947a). Inicialmente, Railliet e Henry, em
1912, dividiram a subfamilia Strongylinae em varias tribos, entre elas a
Deletrocephaleae, para os géneros Deletrocephalus e Codiostomum, este
ultimo, parasita de avestruzes. Posteriormente, em 1916, Railliet cria a
subfamilia Deletrocephalinae, pertencente a familia Strongylidae (FREITAS;
LENT; 1947a).

Segundo Freitas e Lent (1947a), a subfamilia Deletrocephalinae se
distingue de Strongylinae pela coroa radiada externa constituida de poucos
elementos, pela situacdo da vulva, muito mais para tras, pelo alongamento dos
esfincteres e pela divergéncia dos raios ventrais da bolsa copuladora. No
presente estudo chamamos a estrutura que Freitas e Lent (1947a) descreveram
como coroa radiata externa, de labios (Figura 2.7), enquanto que Vaz (1936)
descreve como membranas cuticulares que delimitam a boca e Travassos
(1933) denomina essa estrutura de laminas, a qual a compara com as
observadas nas espécies do género Oesophagostomum. A subfamilia
Deletrocephalinae estd mais proxima da Oesophagostominae, diferindo-se desta
pelo aspecto da capsula bucal, pela auséncia do sulco cefalico ventral, pelo
aspecto dos esfincteres e pela divergéncia dos raios laterais médios e
posteriores (FREITAS; LENT, 1947a).

Freitas e Lent (1947a) descrevem a capsula bucal de D. dimidiatus com
13 cristas, sendo duas maiores, com formato dentiforme e 11 menores dispostas
lateralmente. Ao observar a morfologia destas estruturas através de microscopia
eletrdbnica de varredura verificou-se que as cristas maiores sao

morfolégicamente caracterizadas como dentes dorsais, e as 11 menores
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possuem aspecto de lancetas, com tamanhos semelhantes e distribuidos
simétricamente na base da capsula bucal (Figuras 2.8 e 2.9). Deletrocephalus
dimidiatus se diferencia da outra espécie do género, D. cesarpintoi pelo nimero
e formato de cristas presentes na capsula bucal, onde D. cesarpintoi possui 23
cristas, sendo uma ventral e 22 laterais, dispostas 11 de cada lado, delgadas,
serrilhadas no bordo interno e comprimento variavel (VAZ, 1936; FREITAS;
LENT, 1947a). Maplestone (1932) descreve a capsula bucal de Quasistrongylus
rheae (sinbnimo de D. dimidiatus) contendo um par de dentes maiores,
localizados dorsalmente, terminando em uma ponta simples, e trés ou quatro
pares de dentes laterais e subventrais, menores, com a ponta bifida, o que nao
foi observado nas imagens ultraestruturais, bem como descrito por outros
autores (TRAVASSOS, 1933; FREITAS; LENT, 1947a). Além disto, D.
cesarpintoi possui a por¢ao anterior do esbéfago dilatada e revestida por um
espessamento quitinizado, partindo da base da capsula bucal, formando um
“capuz” na porcao anterior do eséfago, com superficie irregular, com pequenas
saliéncias e depressbes (VAZ, 1936; FREITAS; LENT, 1947a). As fémeas
podem ser diferenciadas pelo comprimento da vagina, que é consideravelmente
maior e fracamente musculosa com 2,27 a 2,95 mm de comprimento em D.
cesarpintoi, e mais curta, com 0,18 a 0,31 mm em D. dimidiatus (FREITAS;
LENT, 1947a). Os machos, podem ser diferenciados pela presenca de
estriacdes na bolsa copuladora, que esta presente em D. dimidiatus e ausente
em D. cesarpintoi, além da morfologia do raio dorsal da bolsa copuladora
(FREITAS; LENT, 1947a).

Freitas e Lent (1947a) criaram o género Paradeletrocephalus colocando
neste a espécie descrita por Molin em 1861, como D. dimidiatus var. minor,
passando a ser entdo, P. minor. Este novo género se distingue do género
Deletrocephalus pela coroa radiata externa (descrita como labios no presente
estudo) composta de elementos ndo estriados, coroa interna nao sinuosa,
capsula bucal nitidamente estriada longitudinalmente, cristas da capsula bucal
situadas em seu fundo e ndo aderentes a sua parede, formando trés conjuntos
de cristas, totalizando nove cristas, que sao relativamente grandes,
ultrapassando a metade do comprimento da capsula. O infundibulo esofageano
esta ausente, es6fago mais curto, raio lateral da bolsa copuladora contiguo ao
lateral médio, além do aspecto do tronco dorsal da bolsa copuladora, onde o raio
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externo-dorsal ultrapassa o nivel da terminagéo do raio dorsal, apresentando em
sua porcao basal saliéncias globosas, pequenas e de aspecto variavel. Além
disto, segundo Freitas e Lent (1947a), P. minor ndo possui papilas no cone
genital, o que deveria ser confirmado através do estudo ultraestrutural com
microscopia eletrénica de varredura.

As medidas encontradas no presente estudo estdo de acordo com as
descritas por Maplestone (1932), Travassos (1933) e Freitas e Lent (1947a),
sendo que o primeiro autor descreve a espécie como Quasistrongylus rhea, hoje
considerada um sinébnimo de D. dimidiatus. No entanto, alguns caracteres
divergem destes autores como a distdncia do poro excretor a extremidade
anterior, onde Freitas e Lent (1947a) descrevem o poro excretor anterior ao anel
nervoso, fato este ndo observado no presente estudo nem pelos demais autores
(MAPLESTONE, 1932; TRAVASSOS, 1933), que descrevem a estrutura sendo
posterior ao anel nervoso (Tabela 2.1).

Outra diferenga encontrada foi a distancia da papila cervical a
extremidade anterior, onde em nosso estudo, esta distancia foi
aproximadamente o dobro da relatada por Travassos (1933) e Freitas e Lent
(1947a). O comprimento total dos espiculos também variou quando comparado
com os demais autores, no entanto, a proporcdo entre 0s espiculos e o
comprimento total do corpo ndo variou consideravelmente (Tabela 2.1). Além
disto, D. cesarpintoi possui comprimento dos espiculos cinco vezes maior que D.
dimidiatus (VAZ, 1936). A proporcao entre o comprimento dos espiculos e o
comprimento total do corpo é um caractere que auxilia na distincdo entre as
espécies (VAZ, 1936; FREITAS; LENT, 1947a). As fémeas descritas por Freitas
e Lent (1947a) foram menores que as descritas pelos demais autores (Tabela
2.2), provavelmente devido aos espécimes serem jovens ou ao meio de fixagao
dos espécimes utilizados no estudo, provenientes da Colecao Helmintolégica do
Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, Brasil. Além disto, Freitas e Lent
(1947a) relataram o ovijetor relativamente maior, praticamente o dobro das
medidas do presente estudo e das relatadas por Maplestone (1932) e Travassos
(1933). Maplestone (1932) também descreve uma discreta diferenca na
distancia da vulva a extremidade posterior. Algumas fémeas apresentaram um
inchaco ao nivel da vulva, sem nenhuma estrutura interna aparente, semelhante

ao descrito para Codiostomum struthionis, parasitas do ceco de avestruzes
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(EDERLI et al., 2008a). Ainda ndo se sabe a funcéo desta inflacdo, podendo
este caractere estar relacionado com uma fase do desenvolvimento das fémeas.

Freitas e Lent (1947a) ao redescreverem as trés espécies da subfamilia
Deletrocephalinae, descrevem as fémeas de D. dimidiatus com um par de
pequenas papilas laterais a 0,10 a 0,13 mm da extremidade posterior. Estas
papilas ndo foram observadas nos espécimes descritos no presente estudo
através de microscopia éptica e eletrbnica de varredura. Esses mesmos autores
descrevem as trés espécies da subfamilia Deletrocephalinae com aparelho
reprodutor feminino do tipo opistodélfico, ou seja, Uteros paralelos, direcionados
para a regido posterior. No entanto, no presente estudo, verificamos que o
aparelho reprodutor das fémeas € do tipo prodélfico, ou seja, com uteros
paralelos, direcionados para a regiao anterior (Figuras 2.5 e 2.17), de acordo
com a descricao de D. cesarpintoi por Vaz (1936). Travassos (1933) afirma que
apesar de Molin indicar em sua descricdo um nematoide prodélfico, ele observou
uma evidente opistodelfia, de acordo com Freitas e Lent (1947a). No entanto,
Travassos (1933) se contradiz em seu proprio trabalho, descrevevendo o0s
nematoides como tendo Uteros paralelos, retilineos e dirigidos para diante,
caracteristico de prodélficos. Provavelmente, nesta descricdo deve ter ocorrido
um equivoco na nomenclatura utilizada nas descricbes dos espécimes revisados
por Travassos (1933) e Freitas e Lent (1947a), pois as imagens do sistema
reprodutor feminino sao caracteristicas de estrutura prodélfica.
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Tabela 2.1. Comparacao das medidas, em micrdmetros, de machos de Deletrocephalus dimidiatus Diesing, 1851, parasita de

emas, Rhea americana Linnaeus, 1758.

Caractere Presente Estudo Maplestone (1932)* Travassos (1933) Freitas; Lent (1947a)
Comprimento total 8.668,67 (5.639,94-11.454,80) 8.500-10.000 9.500-12.000 7.200-10.690
Largura 267,67 (172,63-404,43) 495 350-420 300-330
Profundidade da capsula bucal 122,76 (110,79-133,14) 125 72-104 110
Largura da capsula bucal 149,57 (132,85-173,57) 140 96-136 130-150
Coprimento do es6fago 607,30 (504,53-689,57) 750-800 640-740 530-650
Eséfago:comprimento do corpo 1:0,07 1:0,08 1:0,06 1:0,06
Largura do es6fago 130,29 (98,74-151,15) - 130-140 120-130
Anel nervoso ° 333,07 (266,11-458,89) 336 - 210-260
Poro excretor ° 367,77 (167,72-437,63) 535 250-350 170-180
Papila cervical ° 600,82 (547,12-651,71) - 320-420 300-350
Comprimento dos espiculos 1.137,08 (913,15-1.526,34) 1.000 940-1.000 860-1.000
Espiculos:comprimento do corpo 1:0,14 1:0,1 1:0,08 1:0,09
Comprimento do gubernaculum 48,57 (27,79-79,30) 60 - 30-34
Comprimento do raio dorsal 251,70 (132,30-317,56) - - -

® Descricao de Quasistrongylus rheae (sinénimo de D. dimidiatus).

® Medido a partir da extremidade anterior .
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Tabela 2.2. Comparacao das medidas, em micrdmetros, de fémeas de Deletrocephalus dimidiatus Diesing, 1851, parasita de

emas, Rhea americana Linnaeus, 1758.

Caracteres Presente estudo Maplestone (1932) ? Travassos (1933) Freitas; Lent (1947a)
Comprimento total 13.293,05 (11.184,40-16.205,04) 13.500-14.500 13,000-15,000 7,700-13,470
Largura 391,46 (242,60-471,60) 495 360-400 280-350
Profundidade da capsula bucal 143,50 (114,48-252,79) 130 72-104 130-140
Largura da capsula bucal 171,24 (141,32-276,80) 144 96-136 150-160
Coprimento do es6fago 717,24 (595,42-833,95) 850 640-740 700-800
Eséfago:comprimento do corpo 1:0,05 1:0,06 1:0.05 1:0.06
Largura do esbéfago 150,07 (125,12-169,38) - 130-140 130-150
Anel nervoso ° 328,73 (256,17-420,44) 356 - 260-270
Poro excretor ° 394,88 (335,81-492,42) 693 250-350 200-230
Papila cervical ° 602,34 (563,61-652,21) 693 320-420 360-410
Comprimento do ovijetor 675,39 (514,82-803,05) 700 880-1.000 1.460-1.760
Ovijetor:comprimento do corpo 1:0,05 1:0,05 1:0,06 1:0,1
Comprimento da vagina vera 241,07 (181,75-313,29) 390-420 Short 330-360
Vulva © 489,67 (375,41-582,91) 670-760 380-430 450-500
Cauda 309,29 (264,48-356,42) 270-360 214-223 270-280
Comprimento dos ovos 182,86 (140,38-248,00) 160-170 160-168 156-183
Largura dos ovos 77,42 (59,00-98,26) 70-80 72-80 70-83

# Descricao de Quasistrongylus rheae (sinénimo de D. dimidiatus).
® Medido a partir da extremidade anterior.
¢ Medido a partir da extremidade posterior.
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A ocorréncia de nematoides do género Deletrocephalus nao vem sendo
relatada com confiabilidade, uma vez que varios artigos citam a presenca de
nematoides nas aves (EWING et al., 1995; TAYLOR et al., 2000; MONTEIRO et
al., 2002), no entanto, sem clareza dos caracteres que levaram a identificagao
da espécie encontrada, uma vez que o0s parasitos possuem semelhancas
morfolégicas, necessitando minuciosa analise para o diagnéstico especifico. O
género Paradeletrocephalus, composto pela Unica espécie P. minor, que
também foi relatada sem riqgueza de caracteres, onde as imagens de
microscopia eletrénica de varredura estdo com pouca definicdo, nao permitindo
a observacao da auséncia de estriagdes nos labios do exemplar (ACOMOLLI et
al. 2006). Além disto, o trabalho ilustra imagens de microscopia eletrénica de
varredura da bolsa copuladora de um macho, sem acrescentar informacéo
consistente na identificacdo do parasito, assim como as imagens de microscopia
Optica das fémeas. No entanto, a imagem da extremidade anterior, apesar de
nao possuir definicdo muito clara, demonstra caracteristicas que sugerem ser de
P. minor, como o formato da capsula bucal e estrutura do esb6fago, que, no
entanto, ndo foram demonstrados claramente no texto.

As espécies D. cesarpintoi e P. minor nao foram encontradas nas trés
emas analisadas no presente estudo. No entanto, Zettermann et al. (2005)
compararam as especies de helmintos encontradas em emas, Rhea americana,
criadas em cativeiro, em Jaboticabal, Estado de Sdo Paulo e emas da mesma
espécie, de vida livre, no Pantanal, no Mato Grosso do Sul. No estudo realizado,
Zettermann et al. (2005) encontraram nove espécies de helmintos, sendo sete
de nematoides (D. dimidiatus, D. cesarpintoi, P. minor, Sicarius uncinipenis,
Dicheilonema rheae, Torquatoides crotophaga e Capillaria ventel) e duas
espécies de cestoides (Houttuynia struthionis e Chapmania tauricolis). Segundo
os autores, T. crotophaga e C. venteli sao conhecidas como parasitas de
Colhereiro (Ajaia ajaja) e Anu-branco (Guira guira), relacionando a presenca
desses parasitos a infeccbes cruzadas devido a presenca de diversas aves
vivendo em um mesmo habitat. Nas aves de vida livre houve maior prevaléncia
de nematoides da familia Deletrocephalidae, enquanto que nas aves em
cativeiro, houve predominancia de S. uncinipenis. No entanto, tanto no artigo
publicado (ZETTERMANN et al., 2005), quanto em sua tese (ZETTERMANN,
2000), nao foram apresentadas imagens dos parasitos identificados. Além disto,
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ndao ha mencao de depdsito dos espécimes coletados por Zettermann et al.
(2005) em colegbes parasitolégicas, o que nos impossibilita de realizar

comparacoes morfolégicas entre os espécimes.

2.5.2.2. Sicarius uncinipenis

A primeira referéncia a nematoide espirurideo parasita de emas, se deve
a Molin que em 1860, descreveu Spiroptera uncinipenis. Em 1889, Zschokke
descreveu sem riqueza de detalhes, uma outra espécie, denominando-a
Spiroptera alata baseada em um exemplar de um macho coletado do
proventriculo de uma ema do Jardim Zooldgico de Brasilia, ndo descrevendo os
espiculos, (FREITAS; LENT, 1947b) que sdo extremamente longos, finos e com
comprimento subiguais (WEHR, 1933). No entanto, esta descricao indica alguns
caracteres dignos de consideracdo, como a presenca de asas cuticulares ao
longo do corpo, e indica o habitat como sendo o proventriculo, o que difere da
espécie de Molin, que relatou Spiroptera uncinipenis parasitando a moela das
aves. No entanto, no presente estudo, encontramos em uma das aves Sicarius
uncinipenis em ambos 0s 6rgaos, proventriculo e moela. Posteriormente, Railliet
e Henry (1911) propdem um novo género, Spirura zschokkei para Spiroptera
alata, uma vez que este nome era pré-ocupado por Spiroptera alata Rudolphi,
1819. Anos depois, Wehr (1933) descreve uma nova espécie, Odontospirura
cetiopenis, parasita do proventriculo de emas, que apresentam duas asas
cuticulares ao longo do corpo, e em 1947, Freitas e Lent, criam o género
Vaznema, para a espécie descrita por Zschokke em 1889, (Spiroptera alata)
denominando a espécie V. zschokkei. No entanto, esta é sinénimo de
Odontospirura cetiopenis Wehr, 1933. Assim, a espécie em questao, deve ser
denominada Odontospirura alata (Zschokke, 1889), com base na lei da
prioridade do Cdédigo Internacional de Nomenclatura Zoologica, e as espécies
Spiroptera alata Zschokke, 1889, Spirura zschokkei Railliet e Henry, 1911;
Odontospirura cetiopenis Wehr, 1933 e Vaznema zschokkei (Railliet e Henry,

1911) Freitas e Lent, 1947, consideradas sinbnimos de Odontospirura alata.
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A classificacao de S. uncinipenis, originalmente descrita como Spiroptera
uncinipenis foi por muito tempo alvo de estudos, principalmente em relacéo a
sua sistematica e morfologia. De acordo com Freitas e Lent (1947b), que
redescreveram as espécies de Sicarius parasitas de emas, diferenciando-as com
base na presenca de asas laterais ao longo do corpo e relacao espicular.

Segundo os autores citados acima, ha trés espécies de espirurideos
parasitas das emas: S. uncinipenis e S. waltoni, parasitas da moela e O. alata,
parasita do proventriculo, todas apresentando labios trilobulados com pequenos
denticulos e interldbios. Esta ultima espécie se diferencia das outras pela
presenga de uma asa cervical nitida do lado esquerdo do corpo, terminado ao
nivel da regido média do es6fago nos machos e se estendendo até a regiao
posterior do corpo nas fémeas, onde se torna pouco saliente, e espiculos com
comprimento subiguais (Tabela 2.3), além de 11 pares de papilas caudais,
sendo trés pares pré-cloacais, relativamente robustas, decrescendo de tamanho
em direcao a extremidade posterior, um par ad-cloacal, menores que as pré-
cloacais e sete pares de pés-cloacais, sendo trés proximas a abertura da cloaca,
nitidamente pedunculadas e quatro pares restantes, pequenas e fracamente
pedunculadas. As fémeas possuem um par de papilas laterais, € uma saliéncia
circular e cuticular no apice da cauda (FREITAS; LENT, 1947b).

Em sua descrigédo original, Molin descreve a espécie Sicarius uncinipenis
com uma relacdo espicular de 1:4, e estudos subsequentes realizados por
Diesing em 1861, Drasche em 1884, Railliet e Henry em 1911 e Vaz em 1936
também relatam esta proporcdo; o que permite conhecer a espécie com
segurancga, uma vez que Leidy em 1891, Linstow em 1889 e Walton em 1927,
descreveram a espécie com uma relacdo espicular de 1:8 (FREITAS; LENT,
1947b). Devido a esta diferenca na relagdo espicular, Freitas e Lent (1947b),
consideraram esta ultima como uma espécie diferente, S. waltoni, parasita da
moela das emas.

De acordo com as descricdes das trés espécies, citadas acima, € o
estudo morfométrico realizado, os nematoides coletados das moelas das emas
do presente estudo sdo S. uncinipenis. No entanto, pode-se inferir que a
descricdo das outras duas espécies, S. waltoni e O. alata ainda € confusa,
devido provavelmente a infeccoes mistas, com estas trés espécies, ocorrendo

descricbes cruzadas dos caracteres, que deve ser estudado mais
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profundamente, e se possivel com infec¢des experimentais puras das espécies,
permitindo o estudo de machos e fémeas de cada espécie, separadamente.

Nos espécimes descritos no presente trabalho ndo observamos asas
laterais em machos e fémeas, descartando a espécie O. alata, e a relacao
espicular encontrada foi aproximadamente de 1:4, de acordo com o descrito para
S. uncinipenis. A microscopia Optica e eletrbnica de varredura revelou a
presenca de um par de papilas laterais proximas a extremidade posterior das
fémeas e de uma estrutura circular na ponta da cauda destas (Figuras 2.34 e
2.35), e auséncia da asa cefalica nos espécimes (Figura 2.24). De acordo com
Freitas e Lent (1947b), O. alata é a espécie que possui essas papilas, fato este
ndo descrito pelos outros autores para Sicarius spp., 0 que mostra uma possivel
mistura de espécies nas descricdes anteriores. Outro fato que reforca esta
hip6tese é a ndo observacdo de machos com ambos os espiculos longos, como
descrito por Freitas e Lent (1947b) para O. alata.

Outro caractere que é redescrito no presente trabalho € o eséfago que é
nitidamente todo muscular (Figura 2.25), e ndo sendo formado por uma porcao
anterior muscular e outra posterior, glandular, conforme descrito por Freitas e
Lent (1947b) e Sharma (1971), para a espécie S. hoopoe parasita de poupa-
eurasiatica, Upupa epops, uma ave da ordem Upupiformes. No entanto, Vaz
(1936) descreve o esbéfago de S. nobregai (sinbnimo de S. uncinipenis), como
sendo composto por duas porcdes, uma anterior e outra posterior, ndo se
referindo a muscular e glandular. Assim, verificamos que o eséfago possui
realmente uma divisdo, em porcdo anterior e posterior, ambas musculares
(Figura 2.25).

No presente trabalho, os espécimes foram analisados por meio de
microscopia Optica e eletrénica de varredura, onde ndo foram observadas as
pequenas sensilas na extremidade da cauda dos machos, descritas por Vaz
(1936), para S. nobregai (sinbnimo de S. uncinipenis) e por Walton (1927) e
Freitas e Lent (1947b) para S. uncinipenis, e Sharma (1971) para S. hoopoe.

Freitas e Lent (1947b) descrevem as fémeas sendo didélficas,
anfidélficas com a abertura vulvar arredondada, ovijetor longo, dirigido para a
regido posterior. No entanto, a nomenclatura do ovijetor, com direcdo da regiao
anterior para a posterior seria opistodélfico e ndo anfidélfico, como descrito por
Freitas e Lent (1947b). Os mesmos autores denominaram equivocadamente a
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mesma estrutura em D. dimidiatus, nematoide Strongylida das emas, onde
descreveram como sendo opistodélfico (FREITAS; LENT, 1947a) quando na
realidade é prodélfico. No entanto, em ambos os trabalhos eles descrevem a
direcdo da estrutura corretamente. Também observamos no presente estudo,
através de microscopia eletrbnica de varredura que a abertura da vulva é
transversal (Figura 2.33), e ndo arredondada, como descrito por Freitas e Lent
(1947Db).

As medidas dos espécimes do presente estudo estdo de acordo com as
descricoes dos demais autores (FREITAS; LENT, 1947b; VAZ, 1936), havendo
uma diferenca apenas no comprimento do ovijetor das fémeas com as medidas
de Freitas e Lent (1947b) que foram maiores, onde a medida maxima
encontrada por nés, ndao alcangcou a medida minima descrita pelos autores
(Tabela 2.6). Além disto, a largura da cavidade bucal maior nas medidas de
Freitas e Lent (1947b) se deve ao local medicdo, onde os autores mediram a
partir da parte externa na estrutura e neste estudo, medimos o vao interno da
cavidade bucal (Tabelas 2.5 e 2.6).

Comparando-se as espécies de espirurideos parasitas das emas,
notamos que os espécimes de machos e fémeas de S. uncinipenis sdo maiores
que as demais espécies. Além disto, S. waltoni possui a cavidade bucal mais
longa que as outras espécies, porém com largura semelhante. Uma boa
estrutura para diferenciar os machos destes parasitas € o comprimento dos
espiculos, onde O. alata possui espiculos longos e finos, com comprimento
semelhantes, enquanto que as espécies de Sicarius possuem espiculos com
comprimento desiguais, sendo que em S. uncinipenis, a relacao espicular é de
1:4, e em S. waltoni esta relacdo é de 1:8, sendo facilmente diferenciados.
Freitas e Lent (1947b) que transcrevem a descricio de Walton para S.
uncinipenis e que o0s autores reclassificaram como S. waltoni, relatando o
ovijetor relativamente maior (Tabela 2.6), no entanto, a medida inclui a vagina,
qgue nao esta inclusa nas medidas dos demais autores (VAZ, 1936; FREITAS;
LENT, 1947b), nem no presente estudo. Nas fémeas, as medidas sao
semelhantes, sendo o melhor caractere a ser utilizado para distinguir as
espécies, a presenca da asa cefalica para O. alata. No entanto, ndo ha nenhum
caractere diagnostico que separe as fémeas do género Sicarius. Faz-se

necessario um estudo futuro das fémeas de S. waltoni, a fim de se identificar
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possiveis diferengas morfoldgicas caracteristicas da espécie, bem como
redescrever, ultraestruturalmente, O. alata, com a finalidade de elucidar a

morfologia das espécies de Spiruridae parasitas das emas.
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Tabela 2.3. Comparacao das medidas, em micrémetros, de machos das espécies de nematoides parasitas de emas, Rhea

americana Linnaeus, 1758.

Caracteres

Sicarius uncinipenis
Presente estudo

Sicarius uncinipenis
(Freitas; Lent, 1947b)

Sicarius walton/®
(Walton, 1927)

Odontospirura alata’
(Freitas; Lent, 1947b)

Comprimento total

Largura

Profundidade do estoma

Largura do estoma

Comprimento da primeira porgao do eséfago
Largura da primeira por¢éo do es6fago
Comprimento da segunda porgéo do eséfago
Largura da segunda porgao do es6fago

Anel nervoso ?

Poro excretor ?

Papila cervical

Comprimento do espiculo menor
Comprimento do espiculo maior

Espiculo menor : Espiculo maior
Comprimento do gubernaculo

25.414,95 (22.546,43 - 30.980,52)

752,19 (659,13 - 827,47)
59,67 (46,38 - 68,19)
31,20 (23,63 - 40,51)

396,26 (351,36 - 454,93)
87,72 (74,52 - 107,72)

3.126,88 (2.685,32 - 3.567,77)

207,98 (163,68 - 249,42)

404,72 (282,43 - 490,54)

586,00 (528,92 - 658,19)

384,29 (361,53 - 411,48)

849,26 (740,55 - 982,39)

3.494,39 (3.205,71 - 3.774.34)
1:4
137,32 (101,63 - 169,39)

17.750 — 21.770

600 - 740
55 —-63
67 — 84

300 — 360
70 -83

2.660 — 3.650

170 — 230

330 -390

500 -610

290 — 340

660 — 800

3.000 - 3.700
1:4
110 - 140

20.000
700
120 -130

425 - 450

2.600 —2.900

360 — 400

300 - 420
2.400 — 2.650
1:8

15.910 — 17.420
470
55 - 67
42 -55
500 — 530
61-70
3.650 — 3.730
200 — 220
330 - 360-
360 — 410
10.290 — 10.620
10.870 — 11.120
Sub-iguais
100 - 110

Z Medido a partir da extremidade anterior.
Descrito como S. uncinipenis.
¢ Descrito como Vaznema zschokkei



Tabela 2.4. Comparacao das medidas, em micrémetros, de

americana Linnaeus, 1758.

Caracteres

Sicarius uncinipenis
Presente estudo

Sicarius uncinipenis
(Freitas; Lent, 1947b)

Sicarius waltoni®

(Walton, 1927)

Odontospirura alata®
(Freitas; Lent, 1947b)

Comprimento total

Largura

Profundidade da cavidade bucal

Largura da cavidade bucal

Comprimento da primeira porgao do eséfago
Largura da primeira por¢éo do es6fago
Comprimento da segunda porgao do eséfago
Largura da segunda porgao do es6fago

Anel nervoso ?
Poro excretor 2

Papila cervical 2
Comprimento do ovijetor
Vulva ®

Cauda

Comprimento dos ovos
Largura dos ovos

37.979,30 (35.174,52 — 43.319,34)
962,86 (887,04 — 1.055,53)
68,66 (44,53 — 80,31)
41,09 (30,80 — 47,71)
496,38 (393,33 — 737,12)
96,95 (78,13 — 142,86)
3.880,74 (3.349,80 — 4.684,37)
264,15 (195.20 — 360,04)
529,52 (386,81 — 786,08)
697,42 (651,92 — 803,56)
608,16 (31907 — 951,79)
1.876,60 (1.531,81 — 2.063,11)
15.649,34 (13.596,39 — 17.765,78)
234,65 (179,75 — 287,11)
44,56 (35,50 — 50,69)

25,58 (20,81 — 31,56)

26.460 — 33.160
670 — 800
52-70
78 — 96
320 - 410
91 -104
3.490 - 3.980
220 - 230
390 - 400
530 - 650
340 - 400
2.270-3.070
11.050 — 12.060
220 - 250
46 - 50
25

25.000
750
120 — 140

390 -410

3.250 - 3.550

360 — 400
Nao observada
500 — 950
6.600 — 7.100
260
45-50
24 - 26

16.750 — 25.120
400 - 670
50 - 63
34-50
450 - 560
59 — 67
3.570-4.510
220 - 250
350 - 400

430 510
4.480 — 6.140°
6.030 — 9.550°

220 - 280
46
17

4 Medido a partir da extremidade anterior.

® Medido a partir da extremidade posterior.

¢ Descrito como S. uncinipenis.
4 Descrito como Vaznema zschokkei
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machos das espécies de nematoides parasitas de emas, Rhea
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Tabela 2.5. Comparacao das medidas, em micrometros, de machos de Sicarius uncinipenis (Molin), 1860, parasita de emas, Rhea
americana Linnaeus, 1758.

Caracteres Presente estudo Freitas; Lent (1947) Vaz (1936)°
Comprimento total 25.414,95 (22.546,43 - 30.980,52) 17.750 — 21.770 25.000 — 28.000
Largura 752,19 (659,13 - 827,47) 600 — 740 600 — 700
Profundidade do estoma 59,67 (46,38 - 68,19) 55-63 62
Largura do estoma 31,20 (23,63 - 40,51) 67 — 84 37
Comprimento da primeira por¢édo do eséfago 396,26 (351,36 - 454,93) 300 - 360 400 — 420
Largura da primeira porcéao do eséfago 87,72 (74,52 - 107,72) 70 -83
Comprimento da segunda porgao do es6fago 3.126,88 (2.685,32 - 3.567,77) 2.660 — 3.650 3.220 — 3.400
Largura da segunda porgao do es6fago 207,98 (163,68 - 249,42) 170 — 230
Anel nervoso ? 404,72 (282,43 - 490,54) 330 -390 420
Poro excretor ? 586,00 (528,92 - 658,19) 500-610
Papila cervical ® 384,29 (361,53 - 411,48) 290 — 340 -
Comprimento do espiculo direito 849,26 (740,55 - 982,39) 660 — 800 700 - 720
Comprimento do espiculo esquerdo 3.494,39 (3.205,71 - 3.774.34) 3.000 - 3.700 3.050-3.170
Comprimento do gubernaculo 137,32 (101,63 - 169,39) 110 - 140 100

# Medido a partir da extremidade anterior.
b Descricao de Sicarius nobregai (sinbnimo de S. uncinipenis).



Tabela 2.6. Comparacao das medidas,

americana Linnaeus, 1758.
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em micrémetros, de fémeas de Sicarius uncinipenis (Molin), 1860, parasita de emas, Rhea

Caracteres Presente estudo Freitas; Lent (1947) Vaz (1936)°
Comprimento total 37.979,30 (35.174,52 — 43.319,34) 26.460 — 33.160 33.000 — 36.000
Largura 962,86 (887,04 — 1.055,53) 670 — 800 700 —900
Profundidade da cavidade bucal 68,66 (44,53 — 80,31) 52-70 62
Largura da cavidade bucal 41,09 (30,80 —47,71) 78 — 96 37
Comprimento da primeira porgéao do eséfago 496,38 (393,33 — 737,12) 320 - 410 400 — 420
Largura da primeira por¢éo do eséfago 96,95 (78,13 — 142,86) 91 -104 -
Comprimento da segunda porcao do esbéfago 3.880,74 (3.349,80 — 4.684,37) 3.490 — 3.980 3.220 — 3.400
Largura da segunda porcao do es6fago 264,15 (195.20 — 360,04) 220 - 230 -
Anel nervoso * 529,52 (386,81 — 786,08) 390 — 400 420
Poro excretor ? 697,42 (651,92 — 803,56) 530 - 650 -
Papila cervical ? 608,16 (31907 — 951,79) 340 — 400 -
Comprimento do ovijetor 1.876,60 (1.531,81 —2.063,11) 2.270—-3.070 -
Vulva ® 15.649,34 (13.596,39 — 17.765,78) 11.050 — 12.060 16.300 — 16.500
Cauda 234,65 (179,75 — 287,11) 220 — 250 260
Comprimento dos ovos 44,56 (35,50 — 50,69) 46 — 50 47
Largura dos ovos 25,58 (20,81 — 31,56) 25 25

# Medido a partir da extremidade anterior.
®Medido a partir da extremidade posterior.

°Descri¢ao de Sicarius nobregai (sindnimo de S. uncinipenis).
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2.5.2. PATOLOGIA CAUSADA POR Sicarius uncinipenis em MOELA E
PROVENTRICULO DE EMAS

No presente trabalho encontramos duas das quatro emas parasitadas por S.
uncinipenis, sendo destas uma com carga parasitaria considerada baixa, onde foram
encontrados 37 nematoides, todos na moela (Ema 3) e outra com elevada carga
parasitaria, com 404 nematoides, sendo 58 no proventriculo e 346 na moela (Ema
4), sendo este o motivo do 6bito da ave.

Zettermann et al. (2005) ao analisarem a presenga de helmintos em emas de
vida livre e criadas em cativeiro, observaram que S. uncinipenis foi mais frequente
nas emas de cativeiro, provavelmente devido a restricdo do espaco de convivéncia
com as outras aves, por outro lado, nas emas de vida livre, o género mais
encontrado foi Deletrocephalus. Este fato foi também observado no presente
estudo, onde as emas analisadas foram provenientes de um criatério
conservacionista, que mantinha emas confinadas em piquetes, com alta densidade
de aves, e a maioria das emas eram criadas livremente no criatério. As duas aves
positivas para infec¢gdes por S. uncinipenis foram as que, embora em cativeiro,
encontravam-se livres no criatério. Os nematoides Strongylida requerem em seu
ciclo de vida a participacdo de hospedeiros intermediarios, geralmente artropodes
(ROBERTS; JANOVY, 2005). Este fato pode estar influenciando esta ocorréncia
nas emas criadas fora do confinamento, que tém maior acesso ao possivel
hospedeiro intermediario, enquanto que as emas mantidas em confinamento nos
piquetes, ndo tinham acesso a pastagem, o que restringia o acesso das aves ao
hospedeiro intermediario.

Lesdes causadas por S. uncinipenis nao foram descritas anteriormente na
moela e proventriculo de emas. Nematoides sdo considerados responsaveis por
casos de necrose e impactacdo do conteudo proventricular de avestruzes
(HUCHZERMEYER, 2005). As lesbes encontradas na ema com baixa carga
parasitaria (ema 3) foram proporcionais a esta carga, onde foram observadas lesdes
iniciais, sem ruptura completa da membrana coilina, como foi observado na ema 4.
Na ema 3, os parasitos foram encontrados abaixo da membrana coilina, e alguns
espécimes estavam perfurando, com a regido anterior do corpo, a face inferior desta,

ocasionando pontos hemorragicos e um estado mais avancado das ulceras, quando
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comparado com a face superior (Figura 2.38). Estas observacdes permitem inferir
que os parasitos se desenvolvem, inicialmente, abaixo da membrana coilina, e
posteriormente, avancando para a luz do érgdo. Estas lesbes causadas por este
parasito ndo foram descritas anteriormente.

A ema 4 apresentou lesdes em estado avancado, havendo necrose da
membrana coilina, expondo a mucosa as acoes gastricas, e possiveis infeccoes
secundarias. O conteludo da moela estava impactado, e também foram observados
nematoides no proventriculo, que provavelmente devido a alta densidade destes na
moela, tanto no interior do érgdo, misturado com o conteudo da moela, quanto
abaixo da membrana coilina, contribuiram para a migragdo dos parasitos para o
proventriculo, fato este nao foi observado na ema 3 (com baixa carga parasitaria).
No entanto, apesar do proventriculo conter nematoides penetrados em suas
glandulas, ndo foram observadas les6es macroscopicas neste 6rgao (Figura 2.39).
Desta forma, pode inferir que as lesbes causadas por S. uncinipenis estao
relacionadas a altas cargas parasitarias, devidas a processos inflamatérios que
ocorrem na mucosa, levando a descamacao da membrana coilina, inicialmente na
porcdo interna desta, e resultando, em ulceracbes que expbem a mucosa as
secrecgdes gastricas, com posterior necrose generalizada do 6rgao.

Zettermann et al. (2005) relataram nas emas parasitas por S. uncinipenis, a
mucosa da moela com um espessamento, congestionada e com pequenas
petéquias proximas aos parasitos, conforme observado no presente estudo. Estes
autores observaram também depressdes na membrana coilina, semelhantes a
rastros deixados pelos parasitos ao se locomoverem sob a membrana. Este fato
também foi observado no presente estudo, na ema pouco parasitada e na outra
ema, esta observacao nao foi possivel devido ao avancado estado de necrose desta
membrana. No presente trabalho ndo realizamos estudos histopatol6gicos, porém
Zettermann et al. (2005) através de cortes histoldégicos observaram um processo
inflamatério leve, composto por algumas células mononucleares e eosindfilos ou
heterdéfilos proximo aos parasitos, além de edema de mucosa. Estes autores nado
observaram eritrécitos nem Ferro no interior dos nematoides, indicando que estes
nao se alimentam de sangue. Assim, a patogenicidade de S. uncinipenis pode estar
relacionada com a ingestdo de tampdes de mucosa, como descrito para
Codiostomum struthionis em cecos de avestruzes (OLIVEIRA et al., 2009).
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Os nematoides foram encontrados penetrando a membrana coilina das
emas, semelhantes a Cheilospirura hamulosa, um nematoide Spirurida, em peras
(BRENER et al., 2006), onde os pesquisadores observaram nestas aves, severa
inflamagdo da mucosa, se estendendo para a camada muscular. Menezes et al.
(2003) afirmaram que C. hamulosa, mesmo em pequenas cargas parasitarias,
podem provocar uma reacao inflamatéria que interfere na contragdo muscular e
movimentos do oOrgao, afetando a digestdo e absorcdo de alimentos pelo
hospedeiro. Em alguns casos, o parasita pode causar lesdes consideraveis na
moela e proventriculo, resultando na rejeicdo do 6érgao para consumo humano de
acordo com as normas de inspec¢ao sanitaria de produtos de origem animal do Brasil
(MAPA, 2008), levando a perdas econdmicas.

O género  Libyostrongylus, um  nematoide  Trichostrongylidae,
consideravelmente menor que S. uncinipenis, parasita das avestruzes, €
responsavel por grandes perdas econémicas, principalmente entre as aves juvenis,
causando impactagdo do conteudo proventricular das aves, semelhante ao
observado na ema 4. Os parasitos do género Libyostrongylus também penetram na
membrana coilina, do proventriculo e moela das avestruzes, causando necrose
generalizada em infecgbes severas (HUCHZERMEYER, 2005). No entanto, os
nematoides do género Libyostrongylus sao hematoéfagos, causando também anemia
nas aves, debilitando-as. Um relato de impactacdo da moela em emas da espécie
Pterocnemia pennata criadas na Argentina, diagnosticou o problema em 33 de 41
filhotes que vieram a Obito, de trés propriedades, com idades variando de uma a
quatro semanas (REISSIG; ROBLES, 2001). N&o foram observados parasitos nos
filhotes, provavelmente devido a sua idade, ndo havendo tempo necessario para a
infecgdo e desenvolvimento dos parasitos. Foi observada na maioria dos casos uma
completa impactagdo com uma massa sélida de material fibroso e areia, comum nos
filhotes, na fase inicial (REISSIG; ROBLES, 2001), resultando em inapeténcia
cronica, diarreia, desidratacdo e fraqueza generalizada, podendo levar a morte
(SATO et al., 1994).
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2.6. CONCLUSOES

e As emas do presente estudo estavam parasitadas por:
o Deletrocephalus dimidiatus, no intestino;

o Sicarius uncinipenis, no proventriculo e moela;

e Sicarius uncinipenis, em elevada carga parasitaria, é responsavel por lesées
na moela das emas, levando a impactacao do contetudo e necrose do 6rgao,
sendo este o primeiro relato de achados patol6gicos causados por este

parasito.
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CAPITULO 1l

ANALISE FILOGENETICA PRELIMINAR DA SUBFAMILIA
LIBYOSTRONGYLINAE (NEMATODA, TRICHOSTRONGYLIDAE)
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3.1. INTRODUCAO

De acordo com a analise cladistica realizada por Durette-Desset et al.
(1999), a superfamilia Trichostrongyloidea €é composta por trés familias:
Trichostrongylidae, Haemonchidae e Cooperidae. Anteriormente a este estudo, a
subfamilia Libyostrongylinae era classificada como membro da familia
Trichostrongylidae, no entanto, ap6s os estudos realizados por Durette-Desset et al.
(1999), a subfamilia Libyostrongylinae foi classificada como pertencente a familia
Cooperidae, que possui trés subfamilias: Libyostrongylinae, Obeliscoidinae e
Cooperinae. A subfamilia Libyostrongylinae € composta por cinco géneros:
Libyostrongylus,  Paralibyostrongylus, =~ Cnizostrongylus,  Laurostrongylus e
Pararhabdonema, que juntos, totalizam 14 espécies, sendo que os trés ultimos
géneros sao compostos por apenas uma Unica espécie, e Libyostrongylus e
Paralibyostrongylus sdo compostos por trés e oito espécies, respectivamente.

Inicialmente, cinco espécies do género Paralibyostrongylus foram descritas
como Libyostrongylus. Alguns autores consideram estes dois géneros sinGnimos,
devido a sua semelhanca. No entanto, outros autores diferenciam os dois géneros
com base nas ramificacdes do raio dorsal ou com base no padrao e organizagao dos
raios 3 a 5 da bolsa copuladora, havendo necessidade de se determinar uma andlise
filogenética para clarificar a classificagdo das espécies desta subfamilia, que
engloba parasitas de ratitas, lagomorfos, primatas e roedores arcaicos.
Dependendo do sistema de classificacdo utilizado, ha alteragdes na taxonomia das
espécies, principalmente as pertencentes aos géneros Libyostrongylus e
Paralibyostrongylus.

O presente trabalho teve como objetivo, analisar a histéria evolutiva das
espécies da subfamilia Libyostrongylinae, através da analise filogenética baseada
em caracteres morfolégicos dos nematoides, elucidando assim os problemas de

classificacao taxonémica desta subfamilia.
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3.2. REVISAO DE LITERATURA

3.2.1. SUPERFAMILIA TRICHOSTRONGYLOIDEA

A superfamilia Trichostrongyloidea Cram, 1927, constitui um dos taxons mais
diversos e complexos dentre os Strongylida, ou seja, os vermes providos de bolsa
copuladora (DURETTE-DESSET, 1983, 1985). Dentre os nematoides da
superfamilia Trichostrongyloidea, a familia Trichostrongylidae Leiper, 1912
representa os grupos com consideravel importancia veterinaria de ruminantes,
outros mamiferos e aves. Esses nematoides sao, tipicamente, monoxenos e
ocorrem no trato gastrointestinal de seus hospedeiros. Morfolégicamente, este
taxon foi caracterizado, originalmente, pela presenca de capsula bucal reduzida e
bolsa copuladora distinta (LEIPER, 1912; CRAM, 1927), e mais recentemente,
através da configuracdo da sinlofe, (cristas cuticulares, superficiais, dispostas
longitudinalmente ao longo do corpo do nematoide), e das estruturas genitais
(DURETTE-DESSET; CHABAUD, 1977, 1981; DURETTE-DESSET, 1983;
GIBBONS; KHALIL, 1982, 1983).

A superfamilia Trichostrongyloidea caracteriza-se pela capsula bucal ausente
ou reduzida (quando presente € pouco cuticularizada), sdo parasitas intestinais, com
excecao da familia Dictiocaulidae, que parasita o trato respiratério. Bolsa
copuladora bem desenvolvida, pelo menos os lobos laterais. Apresentam ciclo de
vida homoxeno. Frequentemente possuem vesicula cefalica e cristas cuticulares
longitudinais. As larvas de primeiro estadio possuem bulbo esofageano valvular, e
cauda conica terminando em uma ponta simples (ANDERSON et al., 2009).

3.2.2. FAMILIA TRICHOSTRONGYLIDAE

Desde que foi estabelecida, a familia Trichostrongylidae € alvo de intensos
estudos. Travassos (1937) classificou a familia como contendo 13 subfamilias:
Trichostrongylinae, Ornithostrongylinae, Trichohelicinae, Graphidiinae,

Amidostominae, Strongylacanthinae, Spinostrongylinae, Nematodirinae,
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Mecistocirrinae, Heligmosominae, Viannaiinae, Oswaldoneminae, Ollulaninae. Este
conceito foi muito amplo, e muitos desses taxons foram reclassificados em outras
familias e subfamilias. Um conceito mais restrito para os Trichostrongyloidea foi
descrito por Skrjabin et al. (1952, 1954), os quais reconheceram 15 subfamilias e 18
tribos dentro da familia Trichostrongylidae.

A taxonomia mais aceitavel atualmente para esta familia segue os primeiros
estudos exaustivos do cone genital e bolsa copuladora dos machos (CHABAUD,
1959; CHABAUD et al., 1970; GIBBONS; KHALIL, 1983). Embora Gibbons e Khalil
(1982) e Durette-Desset (1983) reconhecam seis subfamilias, ha ainda, discordancia
entre estas classificacbes em relacdo ao numero de géneros reconhecidos,
principalmente na subfamilia Ostertagiinae, bem como a sua classificagao a nivel de
subfamilia (LICHTENFELS; HOBERG, 1993).

Estas divergéncias sao resultado das conclusdes derivadas da avaliagdo de
dois grupos distintos de caracteres morfoldgicos que foram utilizados na construcéo
das chaves de identificacdo, em nivel de género. Os conceitos de Durette-Desset
(1983) foram baseados, primariamente, na estrutura da bolsa copuladora, enquanto
que Gibbons e Khalil (1982) foram baseados em diversos atributos estruturais
(LICHTENFFELS, 1987). Durette-Desset (1983, 1985) e Durette-Desset e Chabaud
(1977, 1981) indicaram que os Trichostrongylidae foram divididos em trés linhagens,
dependendo da morfologia dos raios 2 e 3 da bolsa copuladora. Cada uma dessas
linhagens foram entdo divididas em subfamilias, sendo uma mais primitiva que a
outra. Durette-Desset et al. (1999) ao realizar a analise cladistica da superfamilia
Trichostrongyloidea, com base em caracteres morfologicos, dividiram esta
superfamilia em trés familias, Trichostrongylidae, Haemonchidae e Cooperiidae. As
respectivas subfamilias e géneros estao demonstrados no quadro 3.1.

Hoberg e Lichtenfels (1994) analisaram filogeneticamente a familia
Trichostrongylidae, determinando dois clados distintos, um com as subfamilias
Trichostrongylinae, Libyostrongylinae e Cooperinae, e outro com Haemonchinae,
Ostertagiinae e Graphidiinae.
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Quadro 3.1. Classificagdo taxonbémica dos géneros da superfamilia
Trichostrongyloidea, de acordo com a analise cladistica realizada por Durette-Desset et
al. (1999).
Familia Subfamilia Géneros Hospedeiros
Trichostrongylidae Amidostomatinae Epomidiostomum Aves
Amidostomum Aves
Paramidostomum Aves (Anhimidae)
Filarinematinae Profilarinema Marsupiais australianos (Phalangeroidea)
Filarinema Marsupiais australianos (Phalangeroidea)
Trichostrongylinae Trichostrongylus Aves, lagomorfos e ruminantes
Parostertagia Suinos
Graphidioides Roedores Caviomorfos
Travassosius Roedores Castorideos
Haemonchidae Ostertaginae Graphidium Lagomorfos
Hyostrongylus Lagomorfos, suinos, ruminantes e tragulideos
Teladorsagia Camelideos, Bovideos e Cervideos
Spiculopteragia Tragulideos, Bovideos e Cervideos
Marshallagia Bevideos
Camelostrongylus Camelideos e Bovideos
Ostertagia Bovideos e Cervideos
Longistrongylus Bovideos
Haemonchinae Boehmiella Sciurideos, Myocastor
Haemonchus Camelideos, Bovideos e Cervideos
Mecistocirrus Bovideos
Ashworthius Bovideos e Cervideos
Cooperidae Libyostrongylinae Libyostrongylus Ratitas
Paralibyostrongylus  Roedores, Hyracoides, lagomorfos e primatas
Cnizostrongylus Roedores (Madagascar)
Laurostrongylus Roedores (Madagascar)
Pararhabdonema Lemures (Madagascar)
Obeliscoidinae Teporingonema Lagomorfos
Tapironema Antas
Obeliscoides Lagomorfos
Cooperinae Pseudostertagia Antilocapridae (América do Norte)
Gazellostrongylus Bovideos
Cooperioides Bovideos
Chabaudstrongylus Tragulideos e Cervideos
Cooperia Camelideos e Cervideos
Impalaia Camelideos e Cervideos
Paracooperia Bovideos
Paracooperioides Bovideos
Megacooperia Bovideos
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3.2.3. SUBFAMILIA LIBYOSTRONGYLINAE

A subfamilia Libyostrongylinae foi estabelecida por Durette-Dessete e
Chabaud em 1977 para os géneros Libyostrongylus Lane, 1923, Cnizostrongylus
Chabaud, Durette-Desset e Houin, 1967, Obeliscoides Graybill, 1924,
Paralibyostrongylus Ortlepp, 1939, Pararhabdonema Kreiss, 1945 e Pseudostertagia
Orloff, 1933. Além destes, em 1981, Durette-Desset e Chabaud incluiram
Moguranema Yamaguti, 1941, a esta subfamilia (GIBBONS; KHALIL, 1982).

Os géneros Libyostrongylus, Cnizostrongylus e Paralibyostrongylus
compartilham os seguintes caracteres: auséncia de sinlofe, no entanto, apresentam
poucas cristas cuticulares descontinuas na regiao da vulva; espiculos curtos e com
terminacao pontiaguda; cone genital com papila zero Unica, simples e grande e um
par de papilas sete; e raio dorsal longo, com ramificagdes caracteristicas. Por esta
razdo, Gibbons e Khalil (1982) reteram apenas estes trés géneros na subfamilia
Libyostrongylinae, diferenciando os géneros pelo nimero de ramificagbes do raio
dorsal além da presenca ou auséncia de uma modificagdo da extremidade do raio
antero-lateral (raio 4) da bolsa copuladora. Gibbons e Khalil (1982) destacam a
semelhanca de Moguranema aos géneros citados acima, no entanto, os autores nao
examinaram espécimes, e devido a este motivo, este género ndo foi incluido na
chave de identificacao desenvolvida por Gibbons e Khalil (1982) para os géneros da
familia Trichostrongylidae, bem como na analise cladistica realizada por Durette-
Desset et al. (1999) para a superfamilia Trichostrongyloidea.

Assim, a taxonomia da subfamilia Libyostrongylinae, ainda nao foi
completamente elucidada, necessitando de estudos sobre a filogenia dos géneros e
suas respectivas espécies.
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3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. LOCAL DE EXECUGAO DO EXPERIMENTO

A andlise filogenética da subfamilia Libyostrongylinae foi realizada no
Laboratério de Parasitologia Harold W. Manter (HWML), da Universidade de
Nebraska-Lincoln, nos Estados Unidos.

3.3.2. ANALISE FILOGENETICA PRELIMINAR DA SUBFAMILIA
LIBYOSTRONGYLINAE

A analise preliminar das relacdes filogenéticas entre as 14 espécies de
nematoides, dos seis géneros reconhecidos da subfamilia Libyostrongylinae (Quadro
3.2), foram estimadas através da andlise de 15 caracteres morfoldgicos (Tabela 3.1).

Como grupo externo, foi utilizada a espécie Pseudostertagia bullosa, que ja foi
classificada como pertencente a subfamilia anteriormente, sendo atualmente,
pertencente a subfamilia Haemonchinae, segundo Durette-Desset (1983).

Para a confeccdo da matriz morfoldgica foram analisadas as descricées e
redescricées publicadas na literatura cientifica das espécies em questdo. O grupo
externo foi utilizado para enraizar a arvore filogenética e polarizar os caracteres. A
matriz de dados foi construida utilizando-se o programa Mesquite versao 2.74 para
windows (MADDISON; MADDISON, 2010) (Tabela 3.1). Os estados dos caracteres
morfolégicos estdo indicados para cada espécie considerada no estudo, sendo (0)
para caracteres plesiomérficos, (1, 2, 3, ...) para caracteres apomoérficos e (?) para
caracteres ausentes ou desconhecidos. A analise cladistica foi realizada no
programa PAUP versédo 4.0b10 para Windows (SWOFFORD, 2003). Os caracteres
foram considerados desordenados e ndo aditivos, e ndo foram atribuidos pesos
inicialmente. Os cladogramas foram calculados por meio do método de Branch-and-
Bound para encontrar a arvore mais parsimoniosa. O indice de consisténcia (IC),

indice de retengdo (IR), indice de homoplasia (IH) e indice de consisténcia
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rescalonado (CR) foram calculados para cada caractere utilizado e para a arvore
mais parcimoniosa encontrada. A analise foi recalculada pesando-se os caracteres
através do CR, e foi realizada novamente, a busca por Branch-and-Bound.

Apenas para comparagdo, a andlise filogenética também foi realizada
utilizando-se o programa para analise filogenética gratuito TNT 1.1 (GOLOBOFF et
al., 2008) para Windows.
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Quadro 3.2. Listagem das espécies da subfamilia Libyostrongylinae (grupo interno)
e grupo externo utilizado na presente analise filogenética, com respectivos

hospedeiros, regidao geografica das descricbes utilizadas e suas referéncias

bibliograficas.

- . Regiao e ol ot
Espécie Hospedeiro - Referéncia Bibliografica
Geografica
Grupo Externo
Pseudostertagia
P. bullosa Ovis aries Japdo — Asia Yohohata et al. (1988)
Grupo Interno
Libyostrongylus
. . Amplamente .
L. douglassii Struthio camelus o Ederli et al. (2008c)
distribuida
L. magnus Struthio camelus Africa do Sul — Africa Cobbold (1882); Skrjabin (1961)
) Ederli at al. (2008c); Hoberg et al.
L. dentatus Struthio camelus Brasil e EUA
(1995)
Paralibyostrongylus
P. vondwei Thryonomys swinderianus  Africa do Sul — Africa Ortlepp (1939)
P. cassonei Inglaterra — Europa Durette-Desset e Denke, (1978)

P. hebrenicutus

Atherurus africanus

Africa do Sul — Africa

Lane (1923)

P. alberti Dendrohyrax arboreus Congo — Africa Berghe (1936)

P. kalinae Gorilla gorilla beringei Uganda — Africa Durette-Desset et al. (1992)
P. bathyergi Bathyergus suillus Africa do Sul — Africa Ortlepp (1939)

P. mordanti Lepus zechi Benim — Africa Le van Hoa (1959)

P. nigeriae Cricetomys emini Nigéria — Africa Baylis (1928)
Moguranema

M. nipponicum

Urotrichus talpoides
Mogera wogura
Mogera kobeae

Japdo — Asia

Yohohata et al. (1988)

Pararhabdonema

P. longistriata Lepilemur ruficaudatus ~ Madagascar — Africa Chabaud e Choquet (1955)
Laurostrongylus

L. hoineffae Gymnuromys roberti Madagascar — Africa Durette-Desset e Chabaud (1992)
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. ANALISE DOS CARACTERES MORFOLOGICOS

A matriz de dados morfoldgicos (15 caracteres) codificada para as 15
espécies analisadas no presente estudo estda representada na tabela 3.1. A
descricdo dos caracteres analisados, com o0s respectivos estados e indice de
consisténcia (IC), indice de retencédo (IR), indice de consisténcia re-escalonado
(CR), indice de homoplasia (IH), encontram-se abaixo.

1. Comprimento total do corpo dos machos: Trés estados: 0 = Pequenos (menores
que 6.000 um); 1 = Médios (6.000 a 10.000 um); 2 = Grandes (maiores que
10.000 pm).

(IC =0,50; IR =0,50; CR = 0,25; IH = 0,50).

2. Comprimento total do corpo das fémeas: Trés estados: 0 = Pequenos (menores
que 7.000 um); 1 = Médios (7.000 a 13.000 um); 2 = Grandes (maiores que
13.000 pm).

(IC=0,67;IR=0,67; CR =0,44; IH = 0,33).

3. Asa cervical: Dois estados: 0 = Ausente; 1 = Presente.
(IC =1,00, IR = 0/0; CR = 0/0; IH = 0,00).

4. Cavidade bucal: Dois estados: 0 = Ausente; 1 = Presente.
(IC=0,50,1R=0,67; CR =0,33; IH = 0,50).

5. Dentes esofageais: Dois estados: 0 = Presente; 1 = Ausente.
(IC =0,50; IR =0,75; CR = 0,37; IH = 0,50).

6. Sinlofe: Dois estados: 0 = Ausente; 1 = Presente.
(IC =0,50; IR = 0,00; CR = 0,00, IH = 0,50).
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7. Proporcao entre o comprimento total do corpo e o comprimento dos espiculos:
Trés estados: 0 = Pequenos (menores que 1:30); 1 = Médios (1:31 a 1:40); 2 =
Grandes (maiores que 1:41).

(IC=0,40; IR =0,62; CR = 0,25; IH = 0,60).

8. Origem do raio externo dorsal da bolsa copuladora: Dois estados: 0 = Na base
do raio dorsal; 1 = No corpo do raio dorsal.
(IC=0,33;IR=0; CR=0; IH=0,67).

9. Proporgcédo entre o comprimento total do corpo e o comprimento do ovijetor. Trés
estados: 0 = Pequeno (menor que 1:15); 1 = Médio (1:16 a 1:20); 2 = Longo
(maior que 1:21).

(IC=0,40; 1R =0,25; CR =0,10; IH = 0,60).

10. Proporgcao entre o comprimento total do corpo e a distancia da vulva em relagdo
a extremidade posterior. Trés estados: 0 = Pequeno (menor que 1:3); 1 =
Médio (1:4 a 1:10); 2 = Longo (maior quei:11).

(IC=1,00; IR =1,00; CR =1,00; IH = 0).

11. Comprimento dos ovos: Trés estados: 0 = Pequenos (menores que 70 um); 1
= Médios (70 a 90 um); 2 = Grandes (maiores que 90 um).
(IC=0,67;IR=0,67;CR =0,44; IH = 0,33).

12. Vesicula cefalica: Dois estados: 0 = Presente; 1 = Ausente.
(IC =1,00, IR = 0/0; CR = 0/0; IH = 0).

13. Desenvolvimento do lobo dorsal da bolsa copuladora: Trés estados: 0 = Com
comprimento similar aos dos lobos laterais; 1 = Comprimento mediano; 2 =
Comprimento reduzido.

(IC =1,00; IR = 0/0, CR = 0/0; IH = 0).
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14. Tipo do raio dorsal: Trés estados: 0 = “Tipo Libyostrongylus”; 1 = “Tipo
Paralibyostrongylus”; 2 = Diferente. (Figura 3.5 A e C)
(IC=0,67;1R =0,80; CR =0,583; IH = 0,33).

15. Padrdo dos raios 3-5 da bolsa copuladora: Trés estados: 0 = “Tipo
Libyostrongylus”; 1 = “Tipo Paralibyostrongylus”; 2 = Equidistantes. (Figura 3.5
B e D).
(IC=0,67;1R =0,80; CR =0,53; IH = 0,00).



Tabela 3.1.
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Matriz de dados morfolégicos das espécies da subfamilia

Libyostrongylinae e Pseudostertagia bullosa, considerada como grupo externo.

Caracteres com informag&o desconhecida foram representados por “?”.

Caracteres

Taxons

—
N
N
D

7

8

10

11

12

13

14

15

P. bullosa 1
L. douglassii 0
L. magnus 2
L. dentatus 1
P. vondwei 1
P. cassonei 1
P. hebrenicutus 1
P. alberti 0
P. kalinae 1
P. bathyergi 1
P. mordanti 1
P. nigeriae 1
M. niponnicum 2
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3.4.2. ANALISE FILOGENETICA DAS ESPECIES DA SUBFAMILIA LIBYOSTRONGYLINAE

A andlise filogenética dos 14 taxons considerados validos da subfamilia
Libyostrongylinae, através de busca pelo método de Branch-and-Bound resultou em
22 arvores. Os caracteres foram pesados de acordo com o indice de Consisténcia
Re-escalonado (RC), e ap6s nova busca pelo método Branch-and-Bound resultou
em 4 arvores parcimoniosas com 19 passos (Figuras 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4), com indice
de consisténcia (IC) igual a 0,7270, indice de consisténcia re-escalonado (RC) igual
a 0,5194, indice de retencéo (IR) igual a 0,7145 e indice de homoplasia (IH) igual a
0,2730. Foram detectados 15 caracteres parcimoniosamente informativos.

As arvores filogenéticas resultantes da andlise realizada com o programa
PAUP foram compativeis com a do programa TNT.



Espécie

Pseudostertagia bullosa

Paralibyostrongylus bathyergi

Paralibyostrongylus alberti

Paralibyostrongylus mordanti

Paralibyostrongylus nigeriae

Paralibyostrongylus hebrenicutus

Paralibyostrongylus cassonei
Paralibyostrongylus vondwei

Pararhabdonema longiastriata
Laurostrongylus hoineffae
—[ Moguranema nipponicum

——— L iDyOStrongylus magnus

Paralibyostrongylus kalinae

Libyostrongylus douglassii

Libyostrongylus dentatus

Figura 3.1.

Distribuigdo

EUA — América
Africa do Sul - Africa
Africa do Sul — Africa
Benim — Africa
Nigéria — Africa
Africa do Sul — Africa
Inglaterra — Europa
Africa do Sul — Africa
Madagascar — Africa
Madagascar — Africa
Jap3o — Asia

Africa do Sul — Africa
Uganda — Africa
Africa do Sul — Africa

Ameéricas
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Hospedeiros

Ovelhas

Roedor - Bathyergidae
Hiracéides - Procaviidae
Lebre - leporidae
Roedor - Nesomyidae

Roedor - Hystricidae

Roedor - Thryonomyidae
Lemure - Lepiremuridae
Roedor - Nesomyidae
Topeiras - Talpidae
Avestruz - Ratita

Gorila - Primata
Avestruz - Ratita

Avestruz - Ratita

Cladrograma mais parcimonioso (19 passos, 1C=0,7270, IH=0,2730,

IR=0,7145, RC=0,5194) das 14 espécies analisadas da subfamilia Libyostrongylinae

e uma espécie de grupo externo (Pseudostertagia bullosa), com a respectiva

distribuicdo geogréfica e hospedeiros.
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Pseudostertagia bullosa

Libyostrongylys magnus

Paralibyostrongylys kalinae

— Libyostrongylys dentatus

| Libyostrongylys douglassii

Pararhabdonema longistriata

— Laurostrongylus hoineffae

L Moguranema nipponicum

Paralibyostrongylys bathyergi

Paralibyostrongylys alberti

Paralibyostrongylys mordanti

Paralibyostrongylys nigeriae

Paralibyostrongylys cassonei

Paralibyostrongylys vondwei

Paralibyostrongylys hebrenicutus

Figura 3.2. Cladrograma 2 (19 passos, 1C=0,7270, IH=0,2730, |R=0,7145,
RC=0,5194) das 14 espécies analisadas da subfamilia Libyostrongylinae e uma
espécie de grupo externo (Pseudostertagia bullosa).
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Pseudostertagia bullosa

Libyostrongylys magnus

Libyostrongylys dentatus

Libyostrongylys douglassii

L Faralibyostrongylys kalinae

_ Pararhabdonemalongistriata

Laurostrongylus hoineffae

Moguranema nipponicum

Paralibyostrongylys bathyergi

Paralibyostrongylys alberti

Paralibyostrongylys mordanti

Paralibyostrongylys nigeriae

___ Paralibyostrongylys hebrenicutus

Paralibyostrongylys cassonei

Paralibyostrongylys vondwei

Figura 3.3. Cladrograma 3 (19 passos, 1C=0,7270, IH=0,2730, |R=0,7145,
RC=0,5194) das 14 espécies analisadas da subfamilia Libyostrongylinae e uma
espécie de grupo externo (Pseudostertagia bullosa).
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Pseudostertagia bullosa

Libyostrongylys magnus

Libyostrongylys dentatus

Libyostrongylys douglassii

L Paralibyostrongylys kalinae

— Pararhabdonema longistriata

Laurostrongylus hoineffae
—[ Moguranema nipponicum

Paralibyostrongylys bathyergi

Paralibyostrongylys alberti

Paralibyostrongylys mordanti
Paralibyostrongylys nigeriae

— Paralibyostrongylys cassonei

Paralibyostrongylys vondwei

Paralibyostrongylys hebrenicutus

Figura 3.4. Cladrograma 4 (19 passos, 1C=0,7270, IH=0,2730, |R=0,7145,
RC=0,5194) das 14 espécies analisadas da subfamilia Libyostrongylinae e uma

espécie de grupo externo (Pseudostertagia bullosa).
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3.5. DISCUSSAO

A andlise filogenética de 15 caracteres morfolégicos das 14 espécies da
subfamilia Libyostrongylinae revelou quatro arvores filogenéticas (Figuras 3.1 a 3.4),
com a distingdo de trés clados em cada arvore. As arvores filogenéticas
encontradas sugerem uma reclassificacdo das espécies da subfamilia
Libyostrongylinae. Esta hip6tese foi fortemente suportada com um indice de
consisténcia de 72,7%, com comprimento minimo de 19 passos, indicando uma
informacao filogenética substancial no cladograma obtido, no entanto, o numero de
caracteres utilizados na presente analise foi pequeno, fazendo-se necessario, a
redescricado de varias espécies da subfamilia Libyostrongylinae, com o intuito de
aumentar os caracteres para a realizagcdo de uma nova andlise filogenética, com
mais caracteres, detalhando assim, uma melhor relacao entre as espécies.

Varias espécies da subfamilia Libyostrongylinae necessitam de uma melhor
caracterizacdo morfolégica, pois foram descritas com poucos detalhes,
principalmente dos espécimes fémeas. Entre as espécies, Paralibyostrongylus.
vondwei, P. hebrenicutus, P. nigeriae, P. cassonei, P. alberti e Moguranema
nipponicum sao as mais carentes de detalhes morfolégicos, principalmente em
relacdo ao aparelho reprodutor das fémeas, bem como um estudo detalhado das
estruturas da bolsa copuladora, como o cone genital e tipo da bolsa copuladora,
conforme descrito na Figura 2.3, uma vez que as estruturas da bolsa copuladora e
apéndices vulvares contribuiram significativamente para a classificacao taxonémica
das espécies de nematoides da Ordem Strongylida (CARTA et al., 2009; GIBBONS;
KHALIL, 1983).

A analise filogenética preliminar permitiu a distingdo de trés clados: (a) L.
douglassii, L. magnus, L. dentatus e P. kalinae; (b) P. vondwei, P. cassonei, P.
hebrenicutus, P. nigeriae, P. mordanti, P. alberti e P. bathyergi; e (c) M. nipponicum,
L. hoineffae e P. longistriata. Esta analise deve ser refeita utilizando-se mais
caracteres morfologicos. Para tanto, varias espécies da subfamilia
Libyostrongylinae devem ser redescritas, com maior riqueza de caracteres. Gibbons
e Khalil (1982) ao desenvolverem uma chave de identificacdo para os géneros de
nematoides da familia Trichostrongylidae, através da reobservacdo de espécimes
depositados em colegcdes helmintolégicas, classificaram a  subfamilia
Libyostrongylinae composta pelos géneros Libyostrongylus, Paralibyostrongylus e
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Cnizostrongylus. Os autores classificaram o género Pararhabdonema como incerto
dentro da familia Trichostrongylidae, no entanto, Durette-Desset el al. (1999)
classificaram este mesmo género, ao lado de Laurostrongylus como pertencentes a
subfamilia Libyostrongylinae. Gibbons e Khalil (1982) na elaboracdo da chave de
identificacdo genérica dos Trichostrongylidae, ndo examinaram espécimes do
género Moguranema, sendo este ndo incluso na chave de identificagcdo, embora este
género ja tenha sido citado como pertencente a subfamilia. Durette-Desset et al.
(1999) também néo analisaram o género Moguranema, justificando que este género,
composto por uma Unica espécie M. nipponicum, foi descrito com poucos detalhes
de caracteres, no entanto a espécie foi redescrita em 1988 por Yokohata e
colaboradores, porém ainda sem muitos detalhes das fémeas, carecendo de
imagens que descrevam a morfologia dos espécimes. Assim, nds incluimos a
espécie em nossa analise filogenética, mesmo com poucos detalhes, a fim de
elucidar sua classificacao.

O género Libyostrongylus foi estabelecido por Lane (1923) para alguns
Trichostrongylidae africanos, com L. douglassii como a espécie-tipo, parasita de
avestruzes, anteriormente descrito como Strongylus douglassii por Cobbold (1882) e
L. hebrenicutus Lane, 1923 em gorilas. Embora superficialmente semelhantes,
estas espécies diferem na estrutura das bifurcacdes terminais do raio dorsal e no
padrao dos raios laterais (raios 3-5) da bolsa copuladora. Por este motivo, Ortlepp
(1939) estabeleceu um novo género, Paralibyostrongylus, nomeando P. vondwei
Ortlepp, 1939 a espécie-tipo e transferindo L. hebrenicutus e Obeliscoides nigeriae
para o novo género. Além destes L. alberti (BERGHE, 1936), L. bathyergi
(ORTLEPP, 1939) foram originalmente descritos como espécies do género
Libyostrongylus e posteriormente transferidos para o género Paralibyostrongylus. E
apenas trés das oito espécies do género Paralibyostrongylus foram descritas ja
como pertencentes a este género, sendo elas: P. kalinae, P. mordanti e P. cassonei.
Além disto, Ortlepp (1939) também descreveu uma nova espécie de Libyostrongylus,
L. bathyergi, separando-a do género Paralibyostrongylus com base no padrdo do
raio dorsal.

O género Libyostrongylus se distingue pelo raio dorsal que se divide
anteriormente a origem do raio 9 e das bifurcacdes terminais (raios 10 e 11) (Figuras
3.5Ae36A,B,D,E,F) (Tabela 3.2), além da ponta dos raios latero-ventrais (raios

3) e raios externo-laterais (raio 4) que sao proximos, e a ponta dos raios médio-
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laterais (raios 5) que esta mais préxima da ponta do raios pdstero-laterais (raios 6)
(Figura 35 B e 36 A. B e C) (Tabela 3.2). Em contraste, o género
Paralibyostrongylus é caracterizado por ter raio dorsal em que o raio 9 surge
anteriormente a divisao que termina nos raios 10 e 11 (Figuras 3.5Ce 3.6 C, G, |, L,
M, N) (Tabela 3.2), e além disto, a ponta dos raios 4 estd em proximidade com a
ponta dos raios 5 (Figura 3.5 D e 3.6 E até O) (Tabela 3.2).

Skrjabin et al. (1960) utilizaram a estrutura das ramificagées do raio dorsal
como critério primario na separacdo dos géneros Libyostrongylus e
Paralibyostrongylus. No entanto, Chabaud (1959) e Le van Hoa (1959)
consideraram o género como sin6nimos. Esta teoria foi sustentada, pois varias
espécies apresentam caracteristicas intermediarias a Libyostrongylus e
Paralibyostrongylus, como por exemplo, L. alberti e L. bathyergi (ORTLEPP, 1939)
que apresentam raio dorsal do tipo Libyostrongylus e raios laterais do tipo
Paralibyostrongylus. Outra espécie é L. dentatus que inversamente as espécies
citadas acima, possui raio dorsal do tipo Paralibyostrongylus e raios laterais do tipo
Libyostrongylus (HOBERG et al., 1995) (Tabela 3.2).

Puylaert (1967) desconsidera a estrutura do raio dorsal como um caractere
diagnéstico ou filogenético devido a sua variacao entre os Strongylida. Em vez
disto, as diferencas genéricas foram baseadas na organizacao e posicao dos raios 3
a 5 da bolsa copuladora. Além disto, as trés espécies do género Libyostrongylus
sdo parasitas de avestruzes (ratitas), enquanto que Paralibyostrongylus sao
parasitas de mamiferos arcaicos, lagomorfos e primatas (DURETTE-DESSET et al.,
1999). No entanto, a associacdo aos hospedeiros ndo é considerada um critério
valido para distincao entre géneros. Entre as espécies de Paralibyostrongylus, P.
kalinae possui 0 padrao dos raios laterais atipico, onde os raios 3, 4 e 5 sao
equidistantes (Figura 3.6 D) (DURETTE-DESSET et al.,, 1992), sendo assim, néo
definido claramente como uma espécie do género. No presente estudo, foi realizado
um ensaio preliminar das relagdes filogenéticas, sugerindo que, apesar de utilizar
poucos caracteres morfoldégicos devido a falta de detalhamento em algumas
descricoes originais e de rescricoes, P. kalinae seria classificado como uma espécie
do género Libyostrongylus, concordando com o sistema com base na organizacao
dos raios 3 a 5 da bolsa copuladora. Além disto, a presenca de dentes esofageais
proeminentes também pode ser um caractere do género Libyostrongylus (Tabela

3.2), pois esta presente em L. douglassii, L. dentatus e P. kalinae. A espécie L.
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douglassii foi descrita originalmente como nao possuindo dentes esofageais
(COBBOLD, 1882), no entanto, Hoberg et al. (1995) ao analisarem espécimes desta
espécie, descrevem a presenca de pequenos dentes esofageais. Desta forma,
assim como o ocorrido para L. douglassii, a ndo observacao da presenca dos dentes
esofageais pode também ter ocorrido com L. magnus, uma vez que nao ha estudos
posteriores a descricdo original desta espécie. Estes fatos reforcam a necessidade
de redescrever a morfologia e ultraestrutura das espécies da subfamilia
Libyostrongylinae.

O sistema de classificacdo, baseado no padrao dos raios laterais foi utilizado
por Durette-Desset e Chabaud (1977), ao estabelecer a subfamilia
Libyostrongylinae, e por Durette-Desset (1983) em sua chave de identificagdo para
0os géneros da familia Trichostrongylidae. Em contraste a este sistema, a chave
desenvolvida por Gibbons e Khalil (1982) baseou-se somente nos padrbes de
bifurcacdo do raio dorsal, para distinguir Libyostrongylus de Paralibyostrongylus.
Assim, com base neste critério, P. kalinae, P. alberti e P. bathyergi deveriam ser
classificados como membros do género Libyostrongylus e L. dentatus deveria ser
transferido para o género Paralibyostrongylus (Tabela 3.2). Hoberg et al. (1995), ao
descrever L. dentatus classificaram esta espécie como pertencente ao género
Libyostrongylus, porém sugerindo uma futura analise filogenética da subfamilia
Libyostrongylinae, a fim de se determinar a correta classificagdo das espécies desta
subfamilia.

De acordo com a analise cladistica realizada por Durette-Desset et al.
(1999), a subfamilia Libyostrongylinae esta incluida na familia Cooperidae,
juntamente com outras duas subfamilias, Cooperinae e Obeliscoidinae. O outgroup
utilizado na analise filogenética do presente estudo foi um membro da subfamilia
Cooperinae, Pseudostertagia bullosa, parasita do estdmago de ovelhas. Os
membros da subfamilia Libyostrongylinae sao parasitas de vertebrados etiopianos
arcaicos. Destacando-se como hospedeiros das espécies desta subfamilia, as
avestruzes para Libyostrongylus spp., roedores para Laurostrongylus sp.,
lemurideos de Madagascar para Pararhabdonema e uma variedade de hospedeiros
para as espécies de Paralibyostrongylus incluindo roedores etiopianos arcaicos
(Thryonomys, Bathyergus, Atherurus), hiracoides, lagomorfos e primatas. Os
hospedeiros para as espécies de Cooperinae sao basicamente ruminantes
(DURETTE-DESSET et al., 1999).
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A histéria evolutiva dos Trichostrongyloidea péde ser reconstruida em parte,
a partir das espécies que sao encontradas em espécies de hospedeiros
remanescentes ou em hospedeiros que surgiram durante periodos geolégicos
remotos, e evoluiram muito pouco desde aquele tempo (DURETTE-DESSET et al.
1999). Os caracteres morfolégicos primitivos destes parasitas sugerem que estes
evoluiram vagorosamente ao longo do tempo. Na familia Cooperidae encontram-se
duas subfamilias arcaicas e uma moderna (DURETTE-DESSET et al. 1999). Entre
os Libyostrongylinae, o género Libyostrongylus, parasita de avestruzes, sugere o
surgimento ancestral desta subfamilia na regido da Etiopia. Essa hipétese também
pode ser sustentada ao relato de que a maioria dos outros géneros desta subfamilia
€ parasita de |émures ou roedores endémicos de Madagascar, uma vez que estes
hospedeiros podem ser considerados relictuais, antes da separacao de Madagascar
e Africa. O género Paralibyostrongylus é encontrado na Africa parasitando
Thryonomys, Bathyergus, Atherurus, Hyrax e Gorilla. Estes hospedeiros ndo estao
relacionados filogeneticamente, no entanto, eles evoluiram nesta area no periodo
Oligoceno (DURETTE-DESSET et al. 1999).
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Tipo Libyostrongylus Tipo Paralibyostrongylus

Figura 3.5. Esquemas da organizagao do raio dorsal (A-B) e raios 3 a 5 da bolsa
copuladora (C-D). A. Raio dorsal do tipo Libyostrongylus. Raio se divide
anteriormente a origem do raio 9 (traco) e das bifurcacdes terminais (raios 10 e 11);
B. Raio dorsal do tipo Paralibyostrongylus. Raio 9 surge anteriormente a divisdo
que termina nos raios 10 e 11 (traco); C. Padrao dos raios 3 a 5 da bolsa copuladora
do tipo Libyostrongylus. Extremidade da ponta do raio 4 mais préxima a do raio 3 (a)
do que do raio 5 (b); D. Padrdo dos raios 3 a 5 da bolsa copuladora do tipo
Paralibyostrongylus. Extremidade da ponta do raio 4 mais préxima a do raio 5 (b) do

que do raio 3 (a).
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Figura 3.6. Estrutura dos raios da bolsa copuladora das espécies da subfamilia
Libyostrongylinae. A. Libyostrongylus douglassii (SKRJABIN, 1960); B. L. magnus
(SKRJABIN, 1960) (Barra: 50um); C. L. dentatus (HOBERG et al., 1995) (Barra:
100um); D. Paralibyostrongylus kalinae (redesenhado de DURETTE-DESSET et al.,
1992) (Barra: 100um); E. P. alberti (redesenhado de BERGHE, 1936); F. P.
bathyergi (ORTLEPP, 1939) (Barra: 200um); G. P. mordantii (LE VAN HOA, 1959)
(Barra: 300um); H-l. P. vondwei (ORTLEPP, 1939) (Barra: 200um); J-L. P.
hebrenicutus (LANE, 1923); M. P. nigeriae (BAYLIS, 1928) (Barra: 100um); N. Raio
dorsal de P. cassonei (DURETTE-DESSET; DENKE, 1978); O. Cnizostrongylus
kleini (CHABAUD et al., 1967) (Barra: 150um).
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Tabela 3.2. Comparacao de alguns caracteres diagndsticos entre as espécies de
Libyostrongylus, Paralibyostrongylus e Cnizostrongylus.

Espécies Raio dorsal' Raios laterais® Dentes
Libyostrongylus
L. douglassii (Cobbold, 1882) L L Presente
L. magnus Gilbert, 1937 L L Ausente
L. dentatus Hoberg et al., 1995 P Presente
Paralibyostrongylus
P. vondwei Ortlepp, 1939 P P Ausente
P. alberti (Berghe, 1936) L P Ausente
P. bathyergi (Ortlepp, 1939) L P Ausente
P. cassonei (Durette-Desset e Denke, 1978) P P Ausente
P. hebrenicutus (Lane, 1923) P P Ausente
P. kalinae Durette-Desset et al., 1992 L P/L® Presente
P. mordant Le van Hoa, 1959 P P Ausente
P. nigeriae (Baylis, 1928) P P Ausente
Cnizostrongylus
C. kleini Chabaud et al., 1967 L P Presente

1

L = tipo Libyostrongylus e P = tipo Paralibyostrongylus, de acordo com Ortlepp (1939) e Gibbons e

Khalil (1982);

2 L =tipo Libyostrongylus (raio 4 préximo ao raio 3) e P = tipo Paralibyostrongylus (raio 4 proéximo ao
raio 5), de acordo com Puylaert (1967) e Durette-Desset (1983)

5 Em P. kalinae, as figuras indicam que o raio 4 é equidistante aos raios 4 e 5, sendo assim, nédo é

tipico de Libyostrongylus nem de Paralibyostrongylus (ver DURETTE-DESSET et al., 1992).
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3.6. CONCLUSOES

A diferenciacao entre os géneros Libyostrongylus e Paralibyostrongylus pode
ser baseada na posicdo da extremidade distal dos raios 3 a 5 da bolsa
copuladora e pela presenca de dentes esofageais proeminentes;

Sao necessarias redescricoes mais detalhadas das espécies de nematoides
da subfamilia Libyostrongylinae, com o intuito de obter mais detalhes
morfolégicos necessarios para uma analise filogenética mais apurada desta
subfamilia, bem como a realizacdo de analise filogenética baseada em dados

moleculares.
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3. CONCLUSOES GERAIS

e Nematoides do género Libyostrongylus estdao amplamente distribuidos no
rebanho de avestruzes do Estado do Rio de Janeiro, enquanto que
Codiostomum struthionis sé tem sido encontrado nas mesorregides da Baixada
Litoranea, Sul Fluminense e Metropolitana;

e [ibyostrongylus douglassii e L. dentatus possuem localizagdo distinta no
proventriculo das avestruzes, o que permite o correto diagnéstico destas
espécies através da necropsia;

e E possivel a identificacdo das trés espécies de nematoides que acometem o
rebanho de avestruzes no Brasil através da observacao da morfologia das larvas
infectantes, bem como a observacdo dos vermes adultos, coletados durante a
necropsia;

e Infeccdes por Deletrocephalus dimidiatus e Sicarius uncinipenis estao presentes
em um criatério de emas no municipio de Cachoeiro do Itapemirim, no Estado do
Espirito Santo;

e Codiostomum struthionis é responsavel por lesdes nos cecos das avestruzes;

e Sicarius uncinipenis, em grandes cargas parasitarias, pode causar graves lesdes
nas moelas das emas, podendo levar ao 6bito, bem como contribuir nos casos
de impactacao do conteudo da moela, comum nestas aves;

e Faz-se necessario a redescricdo da morfologia das espécies classificadas na
subfamilia Libyostrongylinae, com o intuito de realizar uma analise filogenética
mais detalhada, utilizando-se maior nimero de caracteres morfologicos, e se

possivel, através de dados genéticos destas espécies.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

e A revisdo da morfologia das espécies de parasitas encontradas nas emas gerou
informagdes basicas, de extrema importdncia para os estudos na area,
principalmente nas andlises de filogenia baseadas nos caracteres morfoldgicos,
que em combinacdo com a distribuicdo geografica e especificidade de
hospedeiro, entre outros fatores, vém contribuindo para o conhecimento da

histéria evolutiva dos organismos.

e A andlise das relagdes filogenéticas das espécies da subfamilia
Libyostrongylinae, ira contribuir para a revisdo da sistematica desses
organismos, permitindo um melhor conhecimento da fauna atual e ancestral.
Além da filogenia com base em caracteres morfologicos, pretende-se
desenvolver a analise filogenética com base nas sequéncias de DNA das
espécies da subfamilia Libyostrongylinae, a fim de uma melhor caracterizacao

sistematica destes parasitos.

e As chaves de identificacdo sao ferramentas de extrema importancia nos estudos
de parasitologia. Portanto, pretendemoss elaborar o0 mesmo procedimento
realizado nesta pesquisa, com as espécies encontradas nas emas, com o intuito
de facilitar o diagnéstico especifico, além de elaborar uma chave de identificacdo
para as 14 espécies da subfamilia Libyostrongylinae;

e Com a introdugao das avestruzes e emus no Brasil, sendo muitas vezes criadas
préximas as emas, uma ave autéctone do pais, pretendemos estudar a
possibilidade de infeccao cruzada entre as espécies de parasitas que ocorrem
nestas ratitas.
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MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE
E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS
DIRETORIA DE USO SUSTENTAVEL DA BIODIVERSIDADE E FLORESTAS

CONDICIONANTES DA AUTORIZACAO PARA MANEJO DA FAUNA SILVESTRE

1. Quaisquer alteracdes quanto a documentagdo/projeto do empreendimento deverdo ser
precedidas de anuéncia do Ibama.

2. Em caso de ampliagdo das instalagdes ou de inclusdo de nova espécie da fauna silvestre no
plantel do empreendimento, o interessado devera solicitar outra AUTORIZACAO PREVIA e
AUTORIZACAO DE INSTALACAO.

2.1. Ao concluir as novas obras conforme planta aprovada, devera ser solicitada vistoria dos
recintos e inclusdo da nova espécie na AUTORIZACAO DE MANEJO DA FAUNA
SILVESTRE ja emitida.

2.2. Em caso de exclusdo de espécie ja autorizada, o interessado devera comunicar ao Ibama,
que providenciara a retirada da espécie da AUTORIZACAO DE MANEJO DA FAUNA
SILVESTRE SILVESTRE ja emitida.

3. O desligamento do responsavel técnico devera ser oficializado ao Ibama, devendo o
empreendedor apresentar, no prazo de 15 (quinze) dias, a partir do desligamento, cépia do
contrato de assisténcia profissional ou da Anotacdo de Responsabilidade Técnica do novo
técnico.

4. O Ibama, mediante decisdo motivada, podera modificar as condicionantes ¢ as medidas de
controle e adequagdo, suspender ou cancelar esta autorizagio, caso ocorra:

4.1. violac¢do ou inadequacdo de quaisquer condicionantes ou norma legal;

4.2. omissdo ou falsa descri¢do de informag¢des relevantes que subsidiaram a expedi¢do da
autorizagao; ou

4.3. superveniéncia de graves riscos ambientais e da saude publica.

5. O Ibama e os o6rgdos ambientais estadual, distrital ou municipal deverdo ser comunicados,
imediatamente, em caso de ocorréncia de qualquer acidente que venha causar dano ambiental.

6. Os custos de constru¢do, manutencdo das instala¢des, manejo e alimentagdo dos espécimes da
fauna silvestre serfo de total responsabilidade do empreendedor, sem 6nus de suas atividades ao
Ibama.

7. A soltura, introdugfo, reintroducdo ou transloca¢do de espécimes da fauna silvestre na
natureza, por pessoa fisica ou juridica, somente poderd ocorrer mediante anuéncia do Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade e autorizacdo do Ibama, quando previsto em
plano de manejo de fauna ou projeto de pesquisa aprovado pelo Ibama e em concordancia com
norma especifica.

8. Espécimes da fauna silvestre exotica ou hibridos de qualquer natureza n@o poderdo, sob
hipotese alguma, serem destinados para soltura.
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NuUmero: 18981-2 Data da Emissao: 04/05/2010 11:01

Dados do titular

Nome: Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira CPF: 547.278.047-00

Titulo do Projeto: “CRIAGAO DE EMAS (RHEA AMERICANA): UMA NOVA E ALTERNATIVA PECUARIA PARA O PRODUTOR RURAL DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO*

Nome da Instituicdo : UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO CNPJ: 04.809.688/0001-06

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Construgédo das instalagdes 06/2009 12/2009
2 | Diferenciacéo alimentar 12/2009 12/2010
3 | Diganostico de coccidiose 12/2009 12/2012
4 | Exame de Fezes 12/2009 12/2012
5 | Coproculturas 12/2009 12/2012
6 | Necropsias 12/2009 12/2012
7 | Coleta de Fezes 12/2009 12/2012
8 | Coleta dos dados (postura) 12/2009 12/2012
9 | Teste fitorerapico 12/2009 04/2010
10 [ Compra dos Animais 01/2010 01/2009

De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto.

Observacgdes e ressalvas

1

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagéo nao exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do

2 responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

3 Esta autorizagéo nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagao de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos. O material biol6gico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.
A autorizagao para envio ao exterior de material bioldégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -

4 | Licenga para importagdo ou exportagao de flora e fauna - CITES e nao CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportagéo.
O titular de licenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condi¢éo in situ.
Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacdo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na

6 | plataforma continental e na zona econdémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico.

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragédo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigdes, as condigdes para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

8 As atividades contempladas nesta autorizacdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

espécies ameacadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotacéo.

Outras ressalvas

Esta autorizagdo ndo exime o pesquisador titular de requerer as autoriza¢des de transporte de animais silvestres e o registro de criadouro junto

| ! |ao IBAMA.

Equipe

# Nome Funcao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Murilo de Oliveira Boa Morte Diagnostico Parasitologico 100.837.137-86 020529421-8 DETRAN-RJ Brasileira

2 [ Francimar Fernandes Gomes Analise da Carne 074.220.817-67 098067259 Detran-RJ Brasileira

3 | Eulégio Carlos Queiroz de Carvalho Analise histopatologica 247.476.377-53 0793 CRMV -PI Brasileira

4 [ Antonio Peixoto Albernaz Hematologia 975.344.807-44 06 6216318 IFP-RJ Brasileira

5 [ Olney Vieira da Motta Diagnostico Microbioldgico 433.401.567-00 05096078-0 IFP-RJ Brasileira

6 | Adriana Jardim de almeida Tratamento fitoterapico 076.227.707-60 11039520-9 IFP -RJ Brasileira

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do cédigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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[7 INICOLE BRAND EDERLI | Diagnostico Parasitologico [ 087.409.467-46 122970221 IFP-RJ [ Brasileira |

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio | UF [Descricao do local [ Tipo

[1 [ CAMPOS DOS GOYTACAZES [RJ [ Universidade Estadual do Norte Fluminense DArcy Ribeiro [ Fora de UC

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 [ Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Rhea
P Manutengéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres Rhea

em cativeiro

Material e métodos

Animal morto ou partes (carcaga)/osso/pele, Ectoparasita, Fezes, Sangue, Ovos, Penas,

| ! | Amostras biolégicas (Aves) Regurgitagcdo/contetido estomacal, Fragmento de tecido/6rgéo

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

[1_JUNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO [ criadouro cientifico

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugao Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato néo
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Differential Localization of Libyostrongylus douglassii (Cobbold, 1882) Lane, 1923 and
L. dentatus Hoberg, Lloyd, and Omar, 1995 (Nematoda: Trichostrongylidae) in Ostrich
(Struthio camelus Linnaeus, 1758) Proventriculi

N. B. Ederli and F. C. R. Oliveira*, Laboratério de Helmintologia, Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), BR 465, Km 7, Seropédica, RJ, 23890-000, Brazil; *Laboratério de Sanidade Animal, Hospital
Veterinario, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), Av. Alberto Lamego, 2000,
Parque Califérnia, Campos dos Goytacazes, RJ, 28013-602, Brazil. e-mail: ederli@ufrrj.br

ABSTRACT:  Libyostrongylus is composed of 3 species, L. douglassii, L.
dentatus, and L. magnus, which are differentiated based on the mor-
phology of the adults worms. Of these, only the first 2 species have
been described in Brazilian ostriches (Struthio camelus). There are very
few citations regarding the occurrence of L. dentatus, having been re-
ported only in North America and Brazil, while L. douglassii is distrib-
uted worldwide. Reports on differences in the localization of Libyo-
strongylus species inside the proventriculus are not available. Thirty
proventriculi were collected and examined for the presence and location
of the nematodes with the aid of a stereomicroscope. The collected
parasites were conditioned separately, according to their sites of infec-
tion, in plates containing 0.09% saline solution. The worms were iden-
tified based on morphologic characters. All the examined proventriculi
were parasitized by L. douglassii and L. dentatus. However, L. doug-
lassii was observed under the koilin layer, while L. dentatus was in-
serted and attached in the koilin layer. Thus, the present study identifies
different sites of infection by the 2 species of Libyostrongylus found in
Brazil.

Libyostrongylus Lane, 1923 was originally described in South Africa
and is considered an endemic or common parasite of the southern region
of the African continent (Hoberg et al., 1995). The genus includes 3
species, i.e., L. douglassii (Cobbold, 1882) Lane, 1923, L. dentatus
Hoberg, Lloyd, and Omar, 1995, and L. magnus Gilbert, 1937, which
are differentiated based on the morphology of the adults worms. Of
these, only the first 2 species have been described outside the African
continent. Libyostrongylus dentatus is distinguished from L. douglassii
and L. magnus by the presence of a prominent esophageal tooth, a
dorsal ray structure, and the morphology of the female posterior ex-
tremity (a digitiform tail tip and the presence of a cuticular inflation at
the level of the anus, sub-lateral vulva, a relatively larger ovejector, and
by the total length being significantly larger than L. douglassii and L.
magnus) (Hoberg et al., 1995; Ederli, Bonadiman et al., 2008). There
are very few reports of the occurrence of L. dentatus, having been
reported only in North America (Hoberg et al., 1995) and in Brazil, in
the northern region of the state of Rio de Janeiro (Ederli, Bonadiman
et al., 2008; Ederli, Oliveira et al., 2008). Libyostrongylus douglassii is
distributed worldwide, having been reported in more than 10 countries
(Barton and Seward, 1993; Sotiraki et al., 2001; Ponce Gordo et al.,
2002; Mackereth, 2004; Mukaratirwa et al., 2004; Tisljar et al., 2007;
Ederli, Bonadiman et al., 2008; Ederli, Oliveira et al., 2008).

The literature cites L. douglassii as the only species of the genus
responsible for libyostrongylosis (Craig and Diamond, 1996; Huchzer-
meyer, 1998), with greater than 50% mortality in juvenile birds (Rein-
ecke, 1983). These nematodes are reddish in color; adult parasites can
be observed under the koilin layer, where they feed on blood. The
immature forms penetrate deeply into the proventricular glands, ob-
structing its ducts and causing severe inflammation that results in tissue
necrosis. This can result in extensive mortality among birds (Huchzer-
meyer, 1998). Reports on differences in the localization of Libyostron-
gylus species inside the proventriculus are not available. In addition,
there is no information regarding the pathogenicity of L. dentatus or
the localization sites of Libyostrongylus species in the proventriculus.
The aim of the present study in Brazil was to determine the localization
sites of the 2 species of Libyostrongylus found on the surface of the
ostrich’s proventriculus and the possible pathology caused by the lo-
calization of these nematodes.

Thirty proventriculi obtained from adult ostriches (Struthio camelus)
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of both sexes were collected in a slaughterhouse in the municipal district
of Quissama in the north of Rio de Janeiro State, Brazil. Of these, 20
originated from the municipal district of Trés Rios (in the south Flu-
minense region) and 10 were from Cabo Frio (lower coastline areas of
Rio de Janeiro State). The proventriculi were collected separately and
placed in plastic bags, stored in boxes with ice, and sent to the Labor-
atério de Sanidade Animal (LSA), Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecudrias (CCTA), Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF). Collection and analysis of nematodes were per-
formed immediately after the organs arrived at the laboratory in order
to avoid migration of the parasites to other sites. The proventriculi were
opened and examined for the presence and location of nematodes with
the aid of a stereomicroscope. The collected parasites were separated
according to site of infection (i.e., inserted into the koilin layer or un-
derneath the koilin layer) in Petri dishes containing 0.09% saline so-
lution. After collection, the nematodes were fixed in hot AFA for 48 hr
and transferred to solution containing 70% alcohol and 10% glycerin.

The worms were identified using light microscopy. The primary mor-
phological features included total length, presence or absence of prom-
inent esophageal teeth, ovejector length and morphology of the extrem-
ity of the female tail, and structure of the dorsal ray of the copulatory
bursa and male spicules.

All birds were parasitized by L. douglassii and L. dentatus. There
were 2 different sites of infection, i.e., some parasites were under the
koilin layer while others were inserted into the koilin layer (Fig. la).
Most of the worms that were located at the mucosal surface under the
koilin layer were identified as L. douglassii (Fig. 1b), while nematodes
inserted into the koilin layer were identified as L. dentatus (Fig. 1c, d).
A small number of L. dentatus were observed mixed with L. douglassii,
but these were not inserted into the koilin layer. The proventriculi de-
rived from the municipal district of Cabo Frio were highly parasitized,
with a predominance of L. douglassii, while animals derived from Trés
Rios had a small number of L. douglassii in the proventriculi compared
to the Cabo Frio location, with a predominance of L. dentatus.

A high occurrence of parasites was observed in the slaughtered ani-
mals in Rio de Janeiro State (100%), an observation that was previously
suggested by Bonadiman et al. (2006) through fecal exams; they, how-
ever, did not determined the proportion of L. douglassii and L. dentatus
in the flocks reared in the northern region of Rio de Janeiro State. The
differential diagnosis of the 2 species of Libyostrongylus was only pos-
sible after the differentiation of the infective larvae, as described by
Ederli, Oliveira et al. (2008).

An epizootiological study of these species is currently underway in
Rio de Janeiro State. We have examined 383 fecal samples from 18
properties in several regions of the Rio de Janeiro State. To date, we
have observed an overall mean of eggs per g of feces of 1,120 * 2,412
[mean = S.D. (variance)] (0-19,600) and a mean proportion of 89% =
13.9 (34-100) and 11% = 13.7 (0—65) of infective larvae for L. doug-
lassii and L. dentatus, respectively. Thus, a higher parasite load with a
greater number of L. douglassii relative to L. dentatus has been seen in
animals from the municipal district of Cabo Frio, whereas the opposite
was observed in birds of the municipal district of Trés Rios. The low
parasite numbers and the predominance of L. dentatus in the animals
from Trés Rios are not compatible with the data observed in the ongoing
epizootiological study in the State of Rio de Janeiro. However, the small
parasite numbers may be due to anthelminthic treatment of the animals
before slaughter. This hypothesis is reinforced by the site of infection
by L. dentatus, which is inserted in the koilin layer; members of this
species are possibly less affected than individuals of L. douglassii. The
latter species is located under the membrane and, thus, more likely
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FIGURE 1. Ostrich proventriculus.
(a) Differential localization of L.
douglassii (A) and L. dentatus (B) in
the proventriculus surface; (b) L.
douglassii in proventriculus mucosa,
under the koilin layer (arrow head),
and L. dentatus inserted in the koilin
layer (arrow); (¢, d) Specimens of L.
dentatus inserted in the koilin layer.

subject to the effects of the drug, which operates systemically (Malan
et al., 1988).

This is the first study demonstrating different sites of infection by
these 2 parasites; this could be the reason for the lack of reports on the
occurrence of L. dentatus (Hoberg et al., 1995; Ederli, Bonadiman et
al., 2008; Ederli, Oliveira et al., 2008). Until recently, the differential
diagnosis of these 2 species was only possible through necropsy, al-
though diagnosis can now be made via fecal exams by the identification
of the infective larvae (Ederli, Oliveira et al., 2008).

Libyostrongylus dentatus is likely the major contributor to the pa-
thology associated with libyostrongylosis. Proventricular necrosis oc-
curs when the parasite is inserted into the koilin layer and, in high levels
of infestation, the parasite can perforate the koilin layer, exposing the
mucosa to proventricular secretions and potentially leading to secondary
fungal and bacterial infections (Craig and Diamond, 1996; Huchzer-
meyer, 2002). Most reports of gastritis (infections of the proventriculus
and gizzard) in ratites are referred to as being caused by erosion of the
koilin layer (Huchzermeyer, 1998); however, the cause of these lesions
has not been determined. Hypothetically, during severe infestations with
L. dentatus, descaling of the koilin layer in pieces, with formation of
pseudo-membranes covering hemorrhagic areas, could be favored due
to the association of the parasites.

The present study characterizes the different localizations of the 2
species of Libyostrongylus found in Brazil. Separate experimental in-
fections and histological study will be necessary to characterize the true
nature of pathology induced by either one, or both, of these 2 species.

This study was supported by Coordenagdao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Conselho Nacional de Desenvol-
vimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), and Fundagédo Carlos Chagas
Filho do Rio de Janeiro (FAPERJ).
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In order to characterize lesions associated with Codiostomum struthionis in ostriches, 10
caeca were examined on both macro- and microscopic levels. Parasites were found in the
distal third of the caecum and characterized as C. struthionis. Thickened mucosa was
identified macroscopically where parasites were observed in high concentrations. Nodular
areas were also observed in the distal third of the infected caeca, as well as hemorrhagic
areas abutting small ulcers surrounded by edema. These findings were not observed in
healthy controls. The concentration of C. struthionis found in infected animals was directly
correlated with the severity of lesions observed in each caecum. These results allowed us
to infer that C. struthionis is responsible for lesions in ostrich caeca.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Codiostomum struthionis is a Strongylidae nematode,
parasite of the ostrich caecum, and is the unique species of
the genus. While the life cycle of this parasite is unknown,
it is believed to be a simple and direct life cycle, typical of
Strongylidae (Lichtenfels, 1980). The majority nematodes
from the family Strongylidae is characterized by the
presence of a well developed buccal capsule. The adult
worms of some species of the family Strongylidae are
found in the superficial layers of the gastrointestinal tract.
They sustain themselves by ingesting the mucous mem-

* Corresponding author. Tel.: +55 02122 2739 7359;
fax: +55 02122 2726 1673.
E-mail address: ederli@uenf.br (N.B. Ederli).

0304-4017/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
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branes, which results in local hemorrhage and the loss of
proteins from injured mucosa (Soulsby, 1965). C. struthio-
nis is considered to be responsible for little or no pathology
(Craig and Diamond, 1996; Huchzermeyer, 1998). Com-
monly is confused with Libyostrongylus spp., a pathogenic
nematode of the family Trichostrongylidae, because in
fecal exams, the eggs of these two species are indis-
tinguishable and their larvae are similar (Ederli et al.,
2008a,b). Libyostrongylus spp. is a parasite of the ostrich
proventriculus and is largely responsible for juvenile bird
mortality of greater than 50% (Reinecke, 1983).

In theory, C. struthionis infection can result in anemia
and thereby debilitate the development of the birds. In
well-nourished birds, no clinical signs of parasite infection
have been noted (Craig and Diamond, 1996), but none of
these studies has addressed lesions due specifically to
natural infections by C. struthionis.
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Benzimidazole and levamizole both appear to be
effective agents against C. struthionis (Craig and Diamond,
1996). Due to its benign course, it is not necessary to treat
ostriches for C. struthionis infections. Regular treatment
against Libyostrongylus spp., however, simultaneously
treats and controls C. struthionis infections as well
(Huchzermeyer, 1998).

The diagnostic by fecal exams is done by examining the
morphology of the tip of the larvae tail, which ends sharply
in C. struthionis (Ederli et al., 2008a) and presents as a knob
at the extremity of the tail in the genus Libyostrongylus
(Barton and Seward, 1993; Ederli et al.,, 2008b). These
similarities contribute to errors when trying to differenti-
ate between them, and have resulted in the under
diagnoses of C. struthionis in some areas, being reported
only in Europe (Ponce Gordo et al., 2002), South Africa
(Popova, 1955), Brazil (Ederli et al., 2008a).

The aim of this study was to characterize pathological
lesions due to C. struthionis infection in ostriches, using
general health appearance in ostrich flocks, as well as gross
and histopathological examinations of ostrich caeca.

2. Material and methods

Ten adult ostriches apparently healthy were commer-
cially slaughtered in the Municipality of Quissama
(22°05'23"S; 41°41'48”"W) in the State of Rio de Janeiro,
and their caeca were collected separately, stored in
properly identified plastic bags, conditioned in refrigerated
boxes and sent to the Laboratério de Sanidade Animal
(LSA), in the Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuar-
ias (CCTA) at the Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). The caeca were opened
and grossly examined for the presence of parasites.
Parasitic levels were quantified, specimens were stratified
by gender, and the two populations were compared using
the Student’s t test. Specimens were washed in a 0.09%
saline solution and then fixed in hot A.F.A. (93 parts of 70%
ethanol, five parts of formaldehyde, and two parts of glacial
acetic acid) for 48 h. They were then transferred to a
solution containing 70% ethanol and 5% glycerin, and then
cleared in lactophenol (one part distillated water, two
parts glycerin, one part lactic acid, one part phenic acid)
and creosote for two days for posterior identification
according to morphological characters described by Ederli
et al. (2008a).

After each caecum was opened and its content
removed, it was washed carefully in water and the
mucous membrane was examined for evidence of gross
lesions. Identified lesions were photographed using a
CyberShot digital camera, model DSC-P73. For histological
examination, fragments of each caeca were fixed in 10%
formalin and then placed in paraffin. They were then cut
into sections that were 5-6 pwm thick, stained with
hematoxilin and eosin, and examined using a light
microscope.

3. Results

A total of 566 nematodes, 234 males and 332 females,
were identified, and no significant difference between the

Table 1

Parasitism due to Codiostomum struthionis natural infection in ostrich
caeca slaughtered at the Municipality of Quissama in the state of Rio de
Janeiro, Brazil.

Number of species Total Lesions in the caeca®
Animal Males Females
1 2 14 16 —
2 20 40 60 ++
3 30 48 78 ++
4 17 26 43 +
5 52 54 106 +++
6 1 16 17 —
7 25 41 66 ++
8 28 46 74 ++
9 0 0 0 -
10 59 47 106 st
Total 234 332 566
Mean® 23.4 33.2 56.6
SD 20.31 18.05 37.04

2 (—) negative, (+) scattered (++) moderate, (+ + +) intensive.
> p=0.2690 comparison of the mean of male and female community of
parasites.

two groups were observed (p = 0.2690) (Table 1). Parasites
were located in the distal third portion of the caecum, and
they were identified as C. struthionis using their morpho-
logic characteristics. Externally, the parasitized caeca
presented areas of rigid consistency and a less fluid
content at palpation. These areas, when opened and
examined, they contained a great parasites density and
considerable thickening of the mucosa, evidenced by the
wrinkle of the same mucosa (Fig. 1A-C), contrasting with
the non-parasitized areas and in areas that were not found
parasites (Figs. 1A and 2). When the entire caecum was
opened, parasites and lesions were observed at the final
third portion of it. The thickening areas of the mucosa
presented a varied sizes and they were proportional to the
parasitic density; however, around of the majority of
lesions were observed hemorrhagic areas. Throughout of
the caecal, nodules of varied size (Fig. 1A and D) and filled
with purulent mucus. Petechiae and small ulcer were also
observed through the caecal mucosa (Fig. 1C).

Histological sections at the thickening areas of the
caecal mucosa of naturally parasitized animals, revealed
atrophy of the villi with loss of the epithelial cells at the
edges. Crypts, when present, were covered with hyper-
plasic squamous, as well as flattened epithelial cells of the
mucosa. In determined thickening areas, an increasing of
mononuclear cells infiltration, characterized mainly by
lymphocytes, was observed in the submucosa (Fig. 3A).
These lesions were not observed in areas free of parasites
(Fig. 3B).

4. Discussion

In this study, the maximum number of parasites found
was 106 per ostrich, with a mean of 56.6 per ostrich
(Table 1). The parasite load of C. struthionis needed to
cause pathology in ostriches is not known. In the
examined caeca, however, macroscopic lesions were
observed in sites of high parasite concentration and
where nodules were located in the distal third of the
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Fig. 1. Parasitized ostrich caecum. Macroscopic lesions. (A) Lesions found in the third distal portion of the caecum. Note the absence of lesion in the anterior
portions of the caecum. Emphasized area is amplified in (B). Note mucosal thickening in the sites of high parasite concentration (arrow); (C) hemorrhagic

areas (arrow); (D) nodules (arrows).

caecum (Fig. 1). In the life cycle of some Strongylidae,
immature large strongyles may cause nodules beneath the
gut wall before returning to the intestinal lumen while
small strongyles may encyst within the mucosa but do not
cause nodules (Ogbourne and Duncan, 1985) throughout
the gastrointestinal tract. These nodules, when ruptured,
then release adult parasites into the lumen, resulting in
mucosal ulceration (Urquhart et al., 1998). Mild Strongy-
lidae infections in horses (e.g. Strongylus spp.) have been
shown to have scattered nodules, while severe infections
were associated with a greater number of nodules and
little normal mucosa (Soulsby, 1965). Next to these
lesions, hemorrhagic foci were associated to small,
edematous ulcers (Fig. 1C). These findings were not
observed in non-infected caecal controls (Fig. 2). The
pathogenesis of Strongylus spp. reveals that these para-

sites cause mucosal lesions because they feed on mucosal
fragments as they move across the surface of the caecum.
As they ingest the mucosa, they can also incidentally
damage the blood vessels, resulting in considerable
hemorrhage (Ogbourne and Duncan, 1985). Ulcers could
also be infected by other bacterial organisms, producing
small caseous areas that could progress to a nodular lesion
(Soulsby, 1965). In areas where old lesions were noted,
either granulation tissue was present or the tissue was
replaced by fibrosis (Petty et al., 1992). In the present
study, we did not observe these type of lesions, but they
may indeed occur in ostriches where a high C. struthionis
parasite load occurs. In other Strongylidae, a high parasite
load is considered when 250-300 parasites are underlying
caecal lesions with some evidence of symptomatic effects
in the final pre patient period (Carlton and McGavin,

Fig. 2. Non-parasitized Ostrich caecum. Emphasized area is amplified in (B). Note the absence of lesions.
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Fig. 3. Histological finding from ostrich caeca. (A) Parasitized caecum showing mucosal thickening with flattened epithelial cells, mononuclear cell
infiltration, which is mainly lymphocytes, below the lesion in the submucosa; (B) non-parasitized caecum, with normal tissue. Bars: 100 pm.

1998). The number of C. struthionis parasites observed in
animals was proportional to the number and severity of
lesions observed at the caeca. However, the parasite load
and lesions observed do not determined noted clinical
aspects, but it can affect the productive development of
these birds, and it allow to infer that others studies should
be realized with the intention of correlating parasites
load, lesions and flock productive loss.

Histological studies identifying lesions caused by
Strongylidae revealed a complete disruption of the
mucosa, with the presence of granulation tissue and
mononuclear cell infiltration (Soulsby, 1965). In contrast to
other authors on the subject (Craig and Diamond, 1996;
Huchzermeyer, 1998), the results of the present study
show that C. struthionis is responsible for lesions in the
caeca of ostriches, and that the location and severity of
these lesions are related to the absolute number of
parasites per infected animal.

Complementary studies to verify the aspects of the
parasite biology, like its life cycle and possible lesions
related the larvae tissue migration, and stipulate the
parasite load that characterize the necessity of antihel-
mintic treatment, aiming a improvement in the flock
production.
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