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1. INTRODUÇÃO 

 
A dioctofimose é a doença causada pelo nematodeo Dioctophyme renale 

que acomete principalmente o rim direito de cães adultos. O agente é transmitido 
com o consumo do hospedeiro intermediário (Anelídeo oligoqueta) ou dos 
hospedeiros paratênicos (peixes, sapos e rãs) parasitados com larvas de terceiro 
estágio (CAYE et al. 2020). 

Localizações menos comuns já foram relatadas na literatura, como rim 
esquerdo (PERERA et al., 2017), tumor em glândula mamária inguinal (SOUZA et 
al., 2011), útero gravídico (VEIGA et al., 2012), subcutâneo (SILVEIRA et al., 
2015) e musculatura abdominal (CAYE et al., 2018). 

O diagnóstico desta enfermidade é estabelecido por urinálise, ultrassom ou 
por achado acidental em cirurgia e necrópsias (PEDRASSANI; NASCIMENTO, 
2015), e o tratamento é realizado por nefrectomia e remoção cirúrgica dos 
parasitos (SOUSA et al., 2011). No entanto, esses métodos nem sempre são 
eficazes, pois não é possível o diagnóstico por meio da identificação dos ovos no 
sedimento urinário nos casos envolvendo parasitos somente do sexo masculino, 
fêmeas imaturas e localizações ectópicas. Além disso, os animais infectados não 
costumam demonstrar sinais clínicos, sendo, muitas vezes, o diagnóstico 
estabelecido por achados de necropsia (LIMA, 2016). 

A presença deste parasito no meio urbano é uma realidade preocupante, 
pois além de ser descrito com frequencia no sul do Brasil a significativa presença 
em cães constitui-se em uma zoonose, sendo  necessária assim a realização de 
forma eficaz de diagnóstico. Sendo assim, o objetivo deste trabalho produzir 
antígenos de excreção e secreção de adultos de D. renale.  

 
 
2. METODOLOGIA 
 
Cinco parasitos adultos, dois machos e três fêmeas, foram obtidos por 

nefrectomia de cães anteriormente diagnosticados positivos para D. renale 
através dos exames ultrassonográfico e de urinálise. Em seguida, esses parasitos 
foram colocados em um frasco contendo solução salina de Hank’s, pH 7, 37oC e 
encaminhados ao Laboratório de Parasitologia da UFPel.  

Para o estabelecimento do cultivo os parasitos adultos foram lavados em 
solução PBS 1x e após cultivados, as fêmeas em frascos de cultivo celular de 
250ml e os machos em frascos de cultivo celular de 100ml. Os cultivo foram 
mantidos a 37°C e 5% de CO2 em meio RPMI-1640. O meio de cultura foi 



 

 

semanalmente trocado e o meio obtido, centrifugado a 2000RPM durante 10 
minutos sobrenadante armazenado a -20°C com inibidor de protease 1 mM 
(fluoreto de fenilmetilsulfonil) para preservação. 

Para a obtenção do antígeno de excreção e secreção dos nematoides 
adultos uma amostra de 2200 ml de um pool de sobrenadantes dos cultivos de 
Dioctophyme renale foram centrifugados a 2000 RPM, durante 10 minutos. Apos 
foram filtrados em duas etapas, primeiro em membrana de 0,22 μm (Millipore) e 
depois em membrana de 10 kDa (Sigma) a 4°C  durante 24 horas. O filtrado foi 
dialisado contra água desionizada a 4°C e depois liofilizado para obter antígeno 
DES, sendo armazenado a -70°C. A quantificação foi realizada utilizando o kit 
Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay (23255). 

A determinação das frações protéicas do antígeno DES foi realizada por 
eletroforese em gel de poliacrilamida com dudecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) 
na concentração de 12%, em tampão Tris-HCl 1,5M, pH 8,8 e gel de 
empilhamento na concentração de 5% em tampão Tris/HCl1,M, pH 6,8.  
 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Após 3 semanas de cultivo de cinco parasitos adultos (3 fêmeas e 2 

machos) foi possível obter 2200ml de sobrenadamente dos cultivos dos parasitos. 
Após a purificação dos sobrenadantes foram obtidos 12,5mL de DES com 
concentração protéica de 0,59μg/μL. Após a corrida eletroforética e foi possível 
visualizar diferentes frações protéicas pela eletroforese em gel de poliacrilamida 
(SDSPAGE) com pesos moleculares variando de 250 a 25kDa., conforme Figura 
1. 

 

 

Figura 1: Eletroforese em gel a 12% de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 
excreção e secreção (DES) de Dioctophyme renale. 

 

A dioctofimose está presente na região do presente estudo, com 
prevalência relevante 18,6% (PERERA et al., 2016), sendo o diagnóstico 
sorológico ainda não utilizada. O antígeno de excreção e secreção de larvas de 
Toxocara spp. (SAVIGNY et al., 1979) é a técnica  utilizado para diagnóstico de 
toxocaríase humana (SCHOERNARDIE et al., 2013) e em estudos 
epidemiológicos de toxocaríase em cães (REGIS et al., 2011). 

 



 

 

Pedrassani et al (2017), evidenciaram por corrida eletroforética do antígeno 
de esôfago de D. renale, a presença de 15 frações proteicas pela eletroforese em 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), com as massas moleculares variando de 68 
kDa a 10 kDa, apresentando melhor resolução no gel a 12% de poliacrilamida e 
com utilização do antígeno na concentração de 15μg por canaleta. 

 

 

4. CONCLUSÕES 
 
O estabelecimento do cultivo de adultos de D. renale in vitro possibilitou 

pela primeira vez, a produção de antígenos de excreção e secreção (DES). 
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