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RESUMO

Os pequenos mamiferos silvestres de uma maneira geral, sdo altamente adaptaveis e estdo
amplamente distribuidos mundialmente. Esses animais podem ser hospedeiros definitivos ou
intermediérios de numerosas espécies de helmintos parasitos como trematddeos, cestodeos,
nematodeos e Acanthocephala. Algumas dessas espécies podem apresentar potencial zoonoético
e, 0 compartilhamento desses parasitos com 0s humanos e seus animais domesticos, pode causar
doencas. Além disso, moluscos terrestres também habitam os parques urbanos e podem atuar
como hospedeiros intermediérios de diferentes espécies de helmintos que tem os pequenos
mamiferos como hospedeiros definitivos, sendo que, algumas dessas espécies podem apresentar
potencial zoondtico. No presente estudo, foram realizadas capturas de pequenos mamiferos no
Parque Municipal das Mangabeiras e no Parque Municipal Jacques Cousteau em Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, no periodo de abril de 2018 a margo de 2019. Ap0s a captura
os animais foram sedados para coleta de sangue intravenosa, seguido da eutanasia dos roedores
e necropsia e individualizacdo dos 6rgdos para recuperacdo dos helmintos. Foram capturadas
duas espécies de roedores silvestres: Cerradomys subflavus (n = 38) e Necromys lasiurus (n =
39), a espécie exotica Rattus rattus (n = 39), duas espécies de gambas: Didelphis albiventris (n
= 12) e Didelphis aurita (n = 6) e uma espécie de cuica Marmosops incanus (n = 5). De
diferentes espécimes de pequenos mamiferos foram recuperados exemplares adultos de
Litomosoides sigmodontis (cavidade abdominal), as espécies Calodium hepaticum (sin.
Capillaria hepatica) e estrobilocerco de Hydatigera taeniaeformis (figado), Angiostrongylus
cantonensis (artérias pulmonares), a espécie Physaloptera bispiculata (estbmago), o género
Pterigodermatites  (Paucipectines), e as espécies Nippostrongylus brasiliensis,
Guerrerostrongylus gomesae e Hymenolepis diminuta (intestino delgado) e os géneros
Trichuris e Syphacia (intestino grosso). De um gambé (D. albiventris) foram recuperados a
espécie Rhopalias coronatus (intestino delgado) e as espécies Aspidodera raillieti e Cruzia
tentaculata (intestino grosso). Foram identificadas trés espécies que apresentam potencial
zoonOtico no Parque Municipal Jacques Cousteau, Calodium hepaticum (sin. Capillaria
hepatica), Hydatigera taeniaeformis e Hymenolepis diminuta, e a espécie Hymenolepis
diminuta no Parque Municipal das Mangabeiras. Durante a captura de pequenos mamiferos,
foram coletados trés Achatina fulica e um Megalobulimus sp. nos transectos utilizados para
captura de pequenos mamiferos. Dos quatro exemplares coletados, de um A. fulica foram

recuperadas larvas de terceiro estadio de Metastrongilideos, usadas na infeccdo de um modelo



experimental, para recuperacdo de adultos e andlise molecular e filogenética. Os resultados
confirmam que a espécie de Angiostrongylus recuperada das artérias pulmonares dos R. rattus
e do A. fulica do Parque Jacques Cousteau pertencem a mesma espécie, 0 Angiostrongylus
cantonensis. Foram utilizados camundongos BALB/c (Mus musculus) e ratos Wistar (Rattus
norvegicus) para infeccdo experimental por Angiostrongylus cantonensis, para avaliacdo
histopatoldgica das lesGes causadas pela espécie. Os resultados obtidos deste estudo
demonstram a importancia da pesquisa realizada em fragmentos de matas dentro dos centros
urbanos e do monitoramento dos animais que habitam esses locais, devido a capacidade dessas
espécies de hospedar agentes com potencial zoon6tico, aumentando o risco de transmisséo de
doencas para a populacdo humana. Uma atencdo especial deve ser dada as espécies
sinantrdpicas e de animais domeésticos pela maior proximidade desses animais com a populagéo

do entorno desses parques.

Palavras-chave: Helmintos, potencial zoondtico, roedores, Angiostrongylus cantonensis,

fauna urbana.



ABSTRACT

Small mammals in general are extremely adaptable and are widely distributed
worldwide. These animals can be definitive hosts or intermediate hosts of numerous species of
helminth parasites such as trematodes, cestodes and nematodes. Some of these species may
have zoonotic potential and, the sharing these parasites with humans and their domestic
animals, can cause diseases often associated with morbidity. In addition, terrestrial molluscs
also inhabit urban parks and can act as intermediate hosts of different helminth species that
have small mammals as definitive hosts, and some of these species may have zoonotic potential.
In the present study, small mammals were captured in the Parque Municipal das Mangabeiras
and Parque Municipal Jacques Cousteau located in the municipality of Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil, from April 2018 to March 2019. After capture, the animals were sedated to
collect intravenous blood, followed by euthanasia of the rodents, necropsy and individualization
of the organs to recover helminths. Two species of wild rodents were captured: Cerradomys
subflavus (n = 38) and Necromys lasiurus (n = 39), the exotic Rattus rattus species (n = 39),
two opossum species: Didelphis albiventris (n = 12) e Didelphis aurita (n = 6) and one cuica
species Marmosops incanus (n = 5). From different specimens of small mammals, adult
specimens of Litomosoides sigmodontis (abdominal cavity), the species Calodium hepaticum
(sin. Capillaria hepatica) and strobilocerco of Hydatigera taeniaeformis (liver),
Angiostrongylus cantonensis (pulmonary arteries), the species Physaloptera bispicuta,
(stomach), the species Nippostrongylus brasiliensis, Guerrerostrongylus gomesae and
Hymenolepis diminuta (small intestine) and the genera Trichuris and Syphacia (large intestine)
were recovered. From an opossum (D. albiventris) the species Rhopalias coronatus parasitizing
the small intestine and the species Aspidodera raillieti and Cruzia tentaculata parasitizing the
large intestine were recovered. Three species with zoonotic potential were identified in the
Jacques Cousteau Municipal Park, Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica), Hydatigera
taeniaeformis and Hymenolepis diminuta, and the species Hymenolepis diminuta in the
Mangabeiras Municipal Park. During the capture of small mammals, snails found on the trails
were also collected. From a specimen of Achatina fulica, third metastrongylid larvae stage were
recovered, and used to infect an experimental model to recovery adult helminths for molecular
and phylogenetic analysis. The results confirm that the species of Angiostrongylus recovered
from the pulmonary arteries of R. rattus and the specimen of A. fulica from Parque Jacques

Cousteau belong to the same species, Angiostrongylus cantonensis. BALB / ¢ mice (Mus



musculus) and Wistar rats (Rattus norvegicus) were used for experimental infection of
Angiostrongylus cantonensis, for histopathological evaluation of the lesions caused by the
species. The results demonstrate the importance of research carried out in forest fragments
within urban centers and of monitoring the animals that inhabit these places, due to the ability
of these species to host agents with zoonotic potential, increasing the risk of disease
transmission to the human population. Special attention should be given to synanthropic species
and domestic animals due to the greater proximity of these animals to the population

surrounding these parks.

Key words: Helminths, zoonotic potential, rodents, Angiostrongylus cantonensis, urban fauna.
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evidenciando os ovos no utero (O), a abertura da vulva (V) e do anus (A). (e)
Extremidade posterior do macho em vista lateral evidenciando o inicio dos espiculos
(setas) e o gubernaculo (GU). (f) Extremidade posterior do macho em vista ventral
evidenciando 0s raios da bolsa COPUIAAOra...........ccviiriiiiereier e

FIGURA 24. (a) Larva de quarto estadio de Nippostrongylus brasiliensis recuperada
do pulméo de um roedor infectado. (b) Ovo de Nippostrongylus brasiliensis recuperado
das fezes de um roedor INFECLAAOD. .........coveeiie e

FIGURA 25. Lesdes macroscopicas nos pulmdes de roedores infectados, evidenciando
pontos nas bordas dos 1000S PUIMONAreS (SELAS) ........covererrireriiirisieee s

FIGURA 26. Lesdes microscépicas por Nippostrongylus brasiliensis nos pulmdes de
roedores infectados. Cortes transversais (seta) e longitudinais (ponta de seta) de larvas
de quarto estadio (L4) (50um). Hematoxilina € €0SINa..........cccueeiuiriiiiiieeiieeiiie e eieenieens
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FIGURA 27. Lesdes microscépicas por Nippostrongylus brasiliensis nos pulmdes de
roedores infectados. (a) Area de infiltrado inflamatério com macréfagos com pigmento
(seta) proximos a uma L4 (ponta de seta) (20um). (b) Corte transversal de duas L4 no
interior de alvéolos evidenciando a cuticula fina (C), o intestino (I) e 6rgéo reprodutor
(R) (20um). HematoXilina € €OSING .....cueeivvrieiiieieiiiiiesiieesiieeesiieessireessineessinesssiseesssneesens

FIGURA 28. Espécimes adultos de Guerrerostrongylus gomesae. (a) Espécime
macho adulto. (b) Espécime fémea adulta. (c) Extremidade anterior do macho
evidenciando a vesicula cefalica (VC), o anel nervoso (NA), o esdfago (E) e o poro
excretor (PE). (d) Extremidade posterior da fémea em vista ventral. () Extremidade
posterior da fémea evidenciando a vulva (V) € 0 AnuS (A).......ccceveveriieiveresiieseese e

FIGURA 29. Espécime adulto de Guerrerostrongylus gomesae. (a) Extremidade
posterior em vista ventral da bolsa copuladora do macho, evidenciando os raios bursais
(2-8). (b) Extremidade posterior em vista ventral da bolsa copuladora do macho,
evidenciando o gubernaculo (G), os espiculos (E) e a abertura da cloaca (C). (c)
Extremidade posterior em vista ventral da bolsa copuladora do macho, evidenciando o
raio 7 se originando do raio dorsal, dividido préximo ao meio do comprimento em dois
ramos, bifurcado em dois pequenos ramos na parte distal...........cccccoveviviii i

FIGURA 30. Espécimes adultos de Aspidodera raillieti. (a) Extremidade anterior da
fémea evidenciando as ranhuras na cuticula (cord@es cefalicos) (R). (b) Extremidade
anterior da fémea evidenciando o anel nervoso (AN), o poro excretor (PE) e 0 esofago
com um bulbo posterior (BE). (c) Vulva pouco saliente da fémea (V) no terco médio
préxima a extremidade anterior do corpo e Utero com a presenca de ovos (O). (d)
Extremidade posterior da fémea em vista lateral evidenciando o anus (A) e a cauda
AFHIATA ...t

FIGURA 31. Espécimes adultos de Aspidodera raillieti. (a) Extremidade posterior do
macho evidenciando os espiculos (E), o gubernaculo (G) e a ventosa (VE). (b)
Extremidade posterior do macho evidenciando em maior aumento a ventosa (VE), as
quatro papilas ad-ventosa (PV), duas papilas pré-cloacais (PEC) e a cloaca (C). (c)
Extremidade posterior do macho evidenciando a ventosa (VE), a cloaca (C), uma papila
pré-cloacal (PEC) e uma papila pés-cloacal (PPC). (d) Extremidade posterior do macho
evidenciando quatro papilas pos-cloacais (PPC) ........ccooereiiereineneiee e

FIGURA 32. Espécimes adultos de Cruzia tentaculata. (a) Extremidade anterior (EA)
do macho evidenciando o esdfago terminando em um bulbo (ES). (b) Extremidade
anterior com duas fileiras duplas de dentes recorrentes (D). (c) Extremidade posterior
do macho evidenciando os espiculos (E) e gubernaculo (G). (d) Fémea evidenciando a
vulva pouco saliente (V), vagina (VA) e Utero com a presenca de ovos (O). (e)
Extremidade posterior do macho evidenciando os trés pares de papilas cloacais e um
par de papilas pds-cloacais. (f) Extremidade posterior da fémea evidenciando o anus
(A)eacaudaafilada...........cooeiiiii s

FIGURA 33. Estrobilocerco comprimido recuperado de um cisto no figado de
[01=T0 0] 1SS OSSR
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FIGURA 34. Espécime de Estrobilocerco de Hydatigera taeniaeformis. (a) Excolex
evidenciando o rostelo bem desenvolvido, armado com duas fileiras de ganchos (seta
grossa) e duas ventosas (seta fina). (b) Excolex evidenciando quatro ventosas redondas
e proeminentes (setas). (c) Rostelo evidenciando ganchos maiores na primeira fileira
(seta grossa) e ganchos menores na segunda fileira (seta fina). .........cccoccevveveeiciiciieenns

FIGURA 35. Cistos brancos de Estrobilocerco de Hydatigera taeniaeformis de
AITErentes taMANNOS. ........cvi ittt enes

FIGURA 36. Lesdes macroscopicas no figado de roedores. Cisto branco que sobressai
do parénquima hepatico (seta) (a). Estrobilocerco sendo recuperado de um cisto no
L1 Lo Lo OSSPSR

FIGURA 37. Figado de roedores com hidatidose. (a) Cisto em corte longitudinal
contendo o estrobilocerco de Hydatigera taeniaeformis em seu interior (200um). (b)
Estrobilocerco em corte longitudinal evidenciando a musculatura dentro do
parénquima que separa a regido cortical da medular (ponta de seta) e corpusculos
calcarios basofilicos na regido mais periférica do parénquima (seta) (L00um). (¢) Maior
aumento evidenciando o tegumento (seta) e o rostelo (ponta de seta) (20um). (d) Parede
do cisto composta por tecido conjuntivo fibroso (TCF) e ao redor infiltrado
histiolinfoplasmocitario (IH) no parénquima hepatico (PH) (50um). Hematoxilina e
101 - OSSR PSSSPSSSRSRS

FIGURA 38. Ciclo biolégico de Hydatigera taeniaeformis (Freitas, 1982
modificado). 1. Presenca do cestddeo adulto no intestino delgado do hospedeiro
definitivo. 2. Eliminacdo das proglotes terminais gravidas pelo hospedeiro definitivo.
3. Ingestdo de ovos pelo hospedeiro intermediario. 4. Migracdo das larvas do intestino
para o figado do hospedeiro intermediario. 5. Ingestdo do figado contendo o cisto com
0 estrobilocerco pelo hospedeiro definitivo. 6. Ingestdo acidental pelos humanos dos
ovos de H. taeniaeformis desenvolvendo o cisto com o estrobilocerco no figado. 7.
Ingestdo acidental pelos humanos do estrobilocerco de H. taeniaeformis
desenvolvendo o helminto adulto no intestino delgado............ccooeveiiiiiiniiisiiiee,

FIGURA 39. Espécime de Hymenolepis diminuta. (a) Excolex evidenciando o rostelo
sem ganchos e trés ventosas (V). (b) Proglote madura evidenciando o poro genital
lateral (PGL), o testiculo proximo ao poro (TE), a vesicula seminal externa (VSE) e o
ovario em desenvolvimento (DO). (c) superficie livre do tegumento coberta por
microtriches (setas). (d) Proglotes gravidas ............cocvereriieiiiiseiee s

FIGURA 40. Espécime de Hymenolepis diminuta com proglote gravida em maior
aumento evidenciando 0s ovos com a ooncosfera com ganchos ..........ccccceveviieiinienne,
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FIGURA 41. Ciclo bioldgico de Hymenolepis diminuta (Freitas, 1982 modificado).
1. Presenca do cestddeo adulto no intestino delgado do hospedeiro definitivo. 2.
Eliminacdo das proglotes terminais gravidas pelo hospedeiro definitivo. 3.
Desintegracdo das proglotes no ambiente e liberacdo dos ovos. 4. Ingestédo dos ovos
pelo hospedeiro intermediario (coledptero). 5. Migracéo das larvas do intestino para a
hemocele do hospedeiro intermediario e desenvolvimento da larva cisticercoide. 6.
Ingestdo do hospedeiro intermediario, contendo a larva cisticercoide, pelo hospedeiro
definitivo. 7. Ingestdo acidental pelos humanos do hospedeiro intermediério, contendo
a larva cisticercoide de H. diminuta, desenvolvendo o helminto adulto no
1251 ] T TSRO SPRURTS

FIGURA 42. Espécime de Rhopalias coronatus. Adulto de corpo inteiro evidenciando
as probdscidas retrateis (PR), a ventosa oral (VO), a faringe (F), o acetabulo (A) a bolsa
do cirro (C), o ovario (O), o testiculo anterior (TA), o testiculo posterior (TP) e os
foliculos vitelinicos ocupando toda a regido pos-testicular (FV). Imagem em
MICrosCOPI0 eStere0SCOPIO M 16X ......cviiiiiieieiicie et

FIGURA 43. Espécime de Rhopalias coronatus. Maior aumento evidenciando: (a) a
ventosa oral (VO); (b) a bolsa do cirro grande e claviforme (C); (c) o ovario esférico e
pré-testicular (O); (d) os dois testiculos de bordas irregulares, testiculo anterior (TA) e
testiculo posterior (TP) um atras do outro poSteriores a0 OVArio ..........cccceeverveveeeeennnn,

FIGURA 44. Espécimes adultos de Angiostrongylus cantonensis. (a) Extremidade
anterior evidenciando o esdfago (E) e o poro excretor (PE). (b) Extremidade posterior
da fémea evidenciando a vulva (V) e o anus (A). (c) Vista lateral da bolsa copuladora
evidenciando os dois espiculos (ES). (d) Vista ventral da bolsa copuladora, com os
raios ventroventral (VV) e lateroventral (LV) emergindo do mesmo tronco, raios
laterais divididos em ventrolateral (AL) mediolateral (ML) e posterolateral (PL), raio
externodorsal (ED) e dorsal (D). (e) Vista lateral da bolsa copuladora evidenciando o
GUDEINACUIO (GB) ...ttt ettt st

FIGURA 45. Desenhos de A. cantonensis. (a) Extremidade anterior do macho. (b)
Vista ventral da extremidade posterior do macho, evidenciando a bolsa copuladora. (c)
Extremidade posterior do macho em vista lateral evidenciando os espiculos e o
gubernaculo. (d) Extremidade posterior da fémea ..........cccocevevviiiiicicciccee e

FIGURA 46. Larvas de primeiro (L1), segundo (L2) e terceiro (L3) estadios de
Angiostrongylus cantonensis. (a) L1 evidenciando um apéndice unguiforme na cauda.
(b) L2 evidenciando dois bastdes quitinosos (Bq) e anus (A). (c) L3 evidenciando dois
bastdes quitinosos (B(), es6fago (E) € ANUS (A)......cveoeeieiieieeiecieseese e

FIGURA 47. Microscopia eletronica de varredura de um espécime adulto macho de
Angiostrongylus cantonensis. (a) Extremidade posterior evidenciando o espiculo. (b)
Extremidade posterior em maior aumento evidenciando a cloaca (C) e um raio da bolsa
(010 oJU|F=To 0] 2= W (ISP POUUT PP
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FIGURA 48. Lesbes macroscopicas no pulmio de roedores. Areas consolidadas
esbranquicadas e areas com petéquias na superficie pulmonar (a). Exemplares adultos
de Angiostrongylus cantonensis emergindo das artérias pulmonares (seta) (b). Fémea
adulta de A. cantonensis emergindo do coracao (seta) (c). Fémea adulta visualizada no
interior de uma artéria pulmonar (SEta) (d) .......ccevvevieereeie e

FIGURA 49. Les6es microscopicas no pulméo de roedores. (a) Arquitetura pulmonar
totalmente alterada com areas de perda total do parénquima, e substituicdo por células
inflamatdrias associadas a larvas e ovos (setas) (200um). (b) Ovos (ponta de seta) e
larvas (seta) em maior aumento (20 um). (c) Artéria bronquiolar com espessamento da
tlnica intima, além de hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas da tunica
média (seta) e no limen seccBes em cortes transversais de nematddeos machos adultos
(pontas de seta) (100um). (d) Em maior aumento, um nematédeo macho adulto
apresentando morfologicamente cuticula delgada(c), musculatura celomiariana (m),
cavidade celomatica (cc), testiculos (t) e intestino com células epiteliais cibicas, nucleo
e citoplasma amplos (i) (50 pm). (e) Deposicdo de material intensamente basofilico
granular e amorfo (mineralizacdo distrofica) (ponta de seta) associada a parasitos e
ovos degenerados (seta) (100um). (f) Espessamento da tlnica intima, além de
hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas da tinica média de uma artéria
(seta) (50 pum). HemAatoXiliNa @ OSING .......ccueiviiiiriieieieiie e

FIGURA 50. Les6es microscépicas no encéfalo de roedores. (a) Cerebelo com adultos
jovens de A. cantonensis no espaco subaracndide das leptomeninges (setas grossas)
com inflamacdo leve a moderada proxima aos helmintos (setas finas) (100um). (b)
Adulto jovem em detalhes evidenciando cuticula lisa (c), corddo lateral (cl),
musculatura celomiariana (m), cavidade celomatica (cc), testiculo (t) e intestino (i) (50
pm). HematoXilina € €0SINGA .......vveveiiriiiieiii e

FIGURA 51. Mapa do Parque Municipal Jacques Cousteau demonstrando as estacoes
de coleta do transecto referenciadas por GPG, onde os espécimes de R. rattus
infectados por A. cantonensis foram Capturados ...........ccceoevererenenisieeeee s

FIGURA 52. Exemplares de moluscos da espécie Achatina fulica (a) e do género
Megalobulimus (b) encontrados no Parque Municipal Jacques Cousteau.......................

FIGURA 53. Reconstituicdo filogenética bayesiana, baseada no gene CO1. Valores
nos nos sao as probabilidades bayesianas POSIErIOrES. ..........ccvveveevieiieieceseese e

FIGURA 54. Sinais clinicos apresentados pelo camundongo BR02-1 evidenciando
baixo escore corporal, postura de “c@o sentado” € incoordenagao. ..........cceeveerveriueernenne

166

167

168

169

171

172



FIGURA 55. LesGes macroscopicas no encéfalo de ratas experimentalmente
infectadas. (a) Presenca de exemplares de adultos jovens de A. cantonensis nas
leptomeninges da regido do cerebelo (seta) do animal R04-1. (b) Presenca de
exemplares de adultos jovens de A. cantonensis nas leptomeninges da regido do
hemisfério cerebral direito (seta) do animal R05-1. (c) Comparacgéo entre os encéfalos
dos animais, da esquerda para a direita, R05-1, R04-1 e Controle, onde podemos
observar hiperemia moderada nos animais R05-1 e R04-1 em comparacdo com a
auséncia no controle NE0 INFECTATO. ......cc.eiiiiieriee s

FIGURA 56. Lesdes macroscopicas no pulméo da rata R04-2 experimentalmente
infectada. (a) Presenca de nédulos esbranquicados e firmes a palpacéo nos lobos caudal
direito e caudal esquerdo (setas). (b) Nédulo esbranquicado em detalhe (seta espessa)
e exemplares adultos de A. cantonensis emergindo de uma artéria pulmonar proxima
20 NOAUIO (SELA TINA) ...eveeieeeiicc et

FIGURA 57. Lesdes macroscopicas no pulméo da rata R05-2 experimentalmente
infectada. (a) Presenca de nddulo esbranquicado e firme a palpacdo comprimindo o
parénquima do lobo caudal esquerdo do pulmao e aderido a pleura (seta). (b) Pulméo
com areas de hemorragia, evidenciando o nédulo no lobo caudal esquerdo

FIGURA 58. LesBGes microscopicas no pulmdo da rata RO1 experimentalmente
infectada. (a) Parénquima pulmonar substituido por multiplas formac6es nodulares
com ovos (setas vermelhas) e larvas (setas pretas) de nematddeos em cortes
longitudinais e transversais, associados a numerosas células inflamatdrias (setas
grossas) 10X. (b) Em maior aumento as larvas eram enoveladas e continham granulos
basofilico (setas finas pretas) e extremidades afiladas (setas finas vermelhas) e 0s ovos
embrionados tinham a casca delgada eosinofilica (setas grossas) 20X. Hematoxilina e
T[T R SSSSPR

FIGURA 59. Lesdes microscopicas no encéfalo dos camundongos BR01-1 e BR02-1
experimentalmente infectados. (a) Presenca de larvas (setas pretas) na meninge (m) de
um dos hemisférios cerebrais (hc), associadas a hiperemia (asterisco) e infiltrado
inflamatorio (setas vermelhas) 10X. (b) Presenca de duas larvas (setas) na regido de
transicdo do hipocampo e substancia branca do cérebro adjacente ao ventriculo lateral
(H) associadas a areas de hemorragia (asteriscos) 10X. (c) Em detalhe, local de
hemorragia e macr6fagos com pigmento amarronzado (hemossiderina) (setas) 40X. (d)
Em detalhe, morfologicamente as larvas eram envoltas por cuticula delgada e lisa (c),
musculatura celomiariana (m) e hipoderme (h), cavidade celomatica (cc), intestino com
uma Unica camada de epitélio cubico com nucleo unico (i) e 6rgdo reprodutor (or).
HemMAatOXiliNG € BOSING .....couiiiiiieiice e e
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FIGURA 60. LesGes microscopicas no encéfalo das ratas R04-1 e RO05-1
experimentalmente infectadas. (a) Em maior aumento, morfologicamente as larvas
eram envoltas por cuticula lisa (c), hipoderme delgada (h), musculatura celomiariana
(m), cavidade celomatica (cc), corddo lateral (cl), testiculo (t), intestino (i) com camada
Unica e epitélio cubico com nucleo Unico (seta vermelha) 40X. Em maior aumento,
foram observadas gotas eosinofilicas no limen do intestino (setas grossas) sugestiva
de hemoglobina. HematoxXilina € 0SNG ..........ccceeiiiiieiieii e

FIGURA 61. Lesdes microscopicas no pulmdo das ratas R04-2 e R05-2
experimentalmente infectadas. Arquitetura pulmonar com areas de perda total do
parénquima (PP), substituicdo por células inflamatorias associadas a larvas e ovos
integros embrionados e ovos degenerados em cortes longitudinais e transversais (*).
Artéria (A) com espessamento da tunica intima (IT). Bronquio (B) com hiperplasia e
hipertrofia das células caliciformes (GC) e presenca de muco (M) e larva (L) 20X.
HemMAtOXiliNA € BOSING ......ccveiieiieie et re e

FIGURA 62. Lesdes microscopicas no pulmdo das ratas R04-2 e RO05-2
experimentalmente infectadas. (a) Artéria pulmonar (A) com presenca de 15 cortes
transversais e longitudinais de adultos de A. cantonensis 10X. (b) Artéria pulmonar
com proliferacdo da tunica intima (IT) e hipertrofia e hiperplasia da camada muscular
(ML), evidenciando no limen em cortes transversais, um exemplar macho (M) com
musculatura celomiariana (CM), corddes laterais (SC), testiculos (TE) e intestino (1) e
um exemplar fémea (F) com cuticula espessa (C), cavidade celomética (CC), intestino
(1) e utero (U) com ovos embrionados (E) (c). Os adultos jovens em cortes longitudinais
foram caracterizados por cuticula lisa (CC), musculatura celomiariana (CM), cavidade
celomatica (CC), testiculo (TE) e intestino (I) 20X. Hematoxilina e
0] - VSRRSO

FIGURA 63. Lesdes microscopicas no pulmdo das ratas R04-2 e R05-2
experimentalmente infectadas. (a) Areas multifocais a coalescentes constituidas por
restos de larvas e ovos (setas pretas) envoltos por macrofagos epitelioides, e células
multinucleadas (setas vermelhas), areas de mineralizacdo (asteriscos pretos) e tecido
conjuntivo fibroso (asteriscos vermelhos) 20X. (b) No foliculo linfoide (FL) associado
ao brénquio constatou-se hiperplasia e plasmocitose com algumas células Mott (setas)
40X, HEMALOXIIING € OSING ......oviiveiiieiieieiie ettt sreeneas
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1. INTRODUCAO GERAL

Morand et al. (2006) classificam os pequenos mamiferos ndo apenas pelo tamanho, mas
também por uma abordagem taxonémica. Portanto, incluiram em suas consideragdes roedores
e marsupiais, considerados o grupo ecoldgico mais diversificado de mamiferos das florestas
neotropicais, com mais de 190 espécies atualmente reconhecidas no Brasil (Paglia et al., 2012).
Esse grupo de mamiferos apresenta espécies que sdo hospedeiras definitivas ou intermediarias
de helmintos parasitos das classes Cestoda e Trematoda, e dos filos Nematoda e
Acanthocephala. Alguns desses helmintos podem apresentar potencial zoonoético e, o
compartilhamento desses parasitos com 0os humanos e seus animais domésticos, pode aumentar
o0 risco de doencas zoondticas na populacdo humana, como por exemplo, a angiostrongiliase
(Mills, 2006; Morant et al., 2006). Um dos cenarios em que 0os humanos podem se envolver
acidentalmente na cadeia epidemiolégica de algumas dessas helmintoses, sdo em areas onde a
urbanizacéo ocorre de forma mais acelerada, principalmente nas regiées mais pobres do planeta.
Consequentemente, a urbanizacdo favorece a formacdo de fragmentos florestais, que nas
cidades, sdo areas de vegetacBes naturais interrompidas por barreiras antropicas, com reducao
do fluxo de animais e da interacdo entre as espécies. (Harrison, 1991; Bordes et al., 2015). Esses
fragmentos urbanos sdo caracterizados por grande pressao antropica e um continuo processo de
avanco humano sobre as areas florestais, provocando mudangas nos habitats naturais, afetando
diretamente a estrutura das comunidades de animais e plantas, levando diversas espécies a se
tornarem sinantropicas e a um declinio da biodiversidade, ja que muitos animais silvestres sdo
incapazes de se adaptar as alteracBes geradas (Soulé & Wilcox, 1980; Bradley & Altizer, 2006;
Mackenstedt et al., 2015). Na cidade de Belo Horizonte no estado de Minas Gerais, Brasil esses
fragmentos florestais sdo representados por diversos parques urbanos municipais espalhados
pela cidade, no qual sdo utilizados pela populacdo como areas de recreacdo e pratica de esportes.
A fauna e flora que compdem os parques variam de acordo com a pressdo antropica exercida

em cada um deles.

Muitas das espécies de animais silvestres que se adaptam ao ambiente urbano podem
ocorrer em densidades mais altas nesses locais, do que em areas menos perturbadas, devido aos
recursos abundantes que ndo sdo propensos a flutuagdes sazonais, como restos de matéria
organica e alimentos oferecidos por pessoas, que ddo suporte a essas populactes. Além disso,
as construcdes oferecem abrigos para fémeas e filhotes e geralmente os principais predadores

dessas espécies ndo ocorrem nesses ambientes (Bradley & Altizer, 2006). Desta forma, algumas
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espécies de pequenos mamiferos mais generalistas podem ser beneficiadas pelas alteraces
ambientais, adaptando-se as condi¢des adversas, sendo capazes de tolerar um amplo conjunto
de condicBes ambientais e usar uma grande variedade de recursos, permitindo que se tornem
abundantes localmente (Vieira & Monteiro-Filho, 2003; Pardini et al., 2005; Verberk, 2011).
Assim, essas comunidades podem se tornar restritas a um pequeno numero de espécies
oportunistas cuja densidade populacional pode aumentar significativamente devido a auséncia
de pressbes competitivas (Ruedas et al., 2004; Carroll et al., 2005; Mills, 2006). A diversidade
de espécies de pequenos mamiferos nos parques urbanos de Belo Horizonte, a densidade
populacional das espécies mais generalistas e a presenca de espécies sinantrépicas podem variar
de acordo com a preservacao e tamanho das matas que compdem os parques, além da presenca

ou ndo de corredores que ligam essas matas a outras regides florestadas.

A alta densidade populacional desses animais pode aumentar o contato entre individuos
de uma mesma espécie e entre as diferentes espécies, favorecendo a transmissdo de parasitos
transmitidos por contato direto ou oral — fecal. O aumento na suplementacéo alimentar também
pode levar a uma melhora da condi¢do do hospedeiro, com possivel aumento da imunidade
frente a infeccdo, diminuindo o impacto dos parasitos na sobrevivéncia e reproducdo, o que
pode também levar a um aumento na taxa de natalidade com aumento da abundancia de
hospedeiros juvenis suscetiveis. Todas essas variacdes ecologicas e de comportamento que
ocorrem nas populacGes podem favorecer a transmissdo de doencas entre 0S pequenos
mamiferos, podendo favorecer também um maior contato dessas populacdes com animais
domesticos e humanos, aumentando os riscos de transmissdo de agentes com potencial
zoonotico. Aparentemente, essa reducdo que ocorre na biodiversidade de fragmentos florestais
no ambiente urbano e as mudancas de comportamento da fauna nesses fragmentos, pode
influenciar na transmissdo de parasitos e outros patdégenos (Bradley & Altizer, 2006; Suzan et
al., 2011; Bordes et al., 2015; Mackenstedt et al., 2015).

Além disso, moluscos terrestres também habitam os parques urbanos e podem atuar
como hospedeiros intermediarios de diferentes espécies de helmintos que tem os pequenos
mamiferos como hospedeiros definitivos, sendo que algumas dessas espécies podem apresentar
potencial zoonético. (MS, 2008; Ohlweiler et al., 2010). Por outro lado, espécies de gastropodes
sdo consideradas bons bioindicadores de satde ambiental devido a sua capacidade de dispersédo
relativa inferior, associada a dependéncia de microclima estavel, preferéncias de habitat
relativamente restritas, alta sensibilidade as condi¢6es ambientais, tamanho corporal pequeno e
posi¢do na cadeia alimentar (Altaf et al., 2017; Nicolai & Ansart, 2017; Rangel et al., 2021).
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Recentemente, os caramujos passaram a ser usados também como modelos ecoldgicos para
estimar o estresse antropico em areas urbanas, no qual ocorre a presenga de espécies invasivas,
importantes pragas urbanas, que podem competir com as espécies nativas por recursos e
participar do ciclo bioldgico de diferentes espécies de helmintos que podem causar doenca em

animais e humanos (Altaf et al., 2017; Dreves et al., 2017).

Assim como as espécies invasivas de moluscos, 0os pequenos mamiferos geralmente
estdo presentes nesses ambientes em grande densidade populacional e muitas vezes, em contato
proximo com a populacdo de animais domesticos que transitam nesses fragmentos, com a
populagdo humana que habita o0 entorno ou com os visitantes. Esses animais sdo hospedeiros
definitivos e intermediarios de numerosas espécies de helmintos. Essa riqueza de espécies pode
estar associada a fatores como a dieta dos hospedeiros, a especificidade dos helmintos em
relagdo aos diferentes hospedeiros, as condicdes micro ambientais e a abundancia de
hospedeiros definitivos e intermediérios (Krasnov et al., 2006). Desta forma, os estudos dos
helmintos de pequenos mamiferos, sdo de grande interesse e tém sido utilizados como
indicadores de alteracGes ambientais, associacdes ecoldgicas antigas e as relacdes de evolugédo
e coexisténcia de diversas comunidades, j& que mudancas ambientais podem alterar 0s

parametros epidemiolégicos dessas espécies (Bush et al., 2001).

Diante do exposto, a identificacdo das espécies de helmintos que parasitam 0s pequenos
mamiferos e seus possiveis hospedeiros intermediéarios nos parques urbanos sdo importantes
para o conhecimento da biodiversidade parasitaria desses animais nesses ambientes. A
taxonomia integrativa pode ser uma ferramenta aliada nessa identificacdo, ja que utiliza
marcadores moleculares de DNA, caracteres ecologicos, morfoldgicos e patoldgicos, a fim de
auxiliar na identificacdo da biodiversidade global, que precisa ser estudada por meio de
perspectivas multiplas e complementares (Dayrat, 2005; Janssen et al., 2017; Vidigal et al.,
2017; Sheth & Thaker et al., 2017; Lenarczyk et al., 2020).

Os principais recursos utilizados na taxonomia integrativa sao o uso da microscopia de
luz e da microscopia eletronica de varredura, que padroniza e permite a correta identificacéo
taxonbmica dessas espécies através das estruturas morfologicas e morfométrica (Anderson et
al., 2009; Janssen et al., 2017; Lenarczyk et al., 2020); as analises moleculares e filogenéticas,
que sdo ferramentas complementares para a identificacdo e correta classificacdo desses
helmintos (Janssen et al., 2017; ; Sheth & Thaker et al., 2017); a investigacdo da patologia

macroscépica e a histopatologia associada as endoparasitoses, afim de identificar as lesées nos
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diferentes tecidos, assim como a identificacdo de parasitos em cortes histologicos, que
representa um desafio, pois é necessario estar familiarizado com os tipos de parasitos mais
provaveis para o hospedeiro em questdo e no tecido sob estudo, mas que representa uma
ferramenta auxiliar quando usado junto com a identificacdo taxonémica e molecular (Alcaraz
& Eberhard, 2006). Sendo assim, todas essas ferramentas s&o fundamentais para estudar a
biodiversidade desses parasitos, suas relacbes com as outras espécies, as possiveis lesdes
causadas nos hospedeiros e a presenca de espécies que apresentam potencial zoondtico e podem
representar um risco a populacdo humana que habita o entorno desses fragmentos urbanos e

compartilham de alguma forma recursos com a fauna que habita esses locais.

Portanto, esse trabalho se dedica a, através da captura de pequenos mamiferos e
moluscos em parques urbanos com diferentes composic@es na cidade de Belo Horizonte e do
uso da taxonomia integrativa para identificar os helmintos que parasitam esses animais, avaliar
se ocorrem espécies que poderiam ser compartilhadas pelos animais domésticos e populacao
humana através do uso comum desses espagcos com 0s animais silvestres. Desta forma, ao
identificar esses parasitos com potencial zoondtico, comunicar as autoridades de Sadude Publica
quanto a presenca dessas espécies, e auxiliar nas medidas de controle e educa¢do em salde para
a populacdo, na tentativa de minimizar os riscos de infeccéo para a populagdo humana e de seus

animais domésticos.
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2. JUSTIFICATIVA

Os pequenos mamiferos de uma maneira geral, sdo animais bem adaptaveis as mais
variadas circunstancias, como por exemplo a fragmentacdo de habitats, mudancas na
composi¢cdo do ambiente e alimentagdo antrdpica e estdo amplamente distribuidos em todo
planeta. Com a reducdo cada vez maior de seus territorios naturais, estes animais sdo
pressionados a habitarem areas cada vez menores e tal realidade cria uma pressao populacional
em suas comunidades, impulsionando o deslocamento de espécimes em busca de outros
territorios e alimento, que passa a se tornar escasso. Essas alteracdes nas paisagens podem levar
a um aumento do contato desses animais com as pessoas e seus animais domésticos e com isso
modificacdes na transmissdo de patdgenos zoondticos que podem ocasionar surtos de doencas
nas popula¢cdes humanas, com a emergéncia de agentes zoondticos de origem da vida silvestre,
zoonoses que representam a ameacga mais significativa e crescente a salde global de todas as
doencas infecciosas emergentes.

Para muitas das zoonoses parasitarias, 0s animais silvestres representam fonte potencial
de infeccdo para humanos e seus animais domésticos, sendo o0s parasitos de origem de animais
silvestres em particular, a maioria dos patégenos emergentes zoondticos de humanos. Além
disso, varios helmintos que parasitam esses animais tém moluscos terrestres e aquaticos como
hospedeiros intermediarios, no qual as espécies invasoras tém um papel importante no ciclo de
vida desses helmintos nos ambientes urbanos. Com a dissolucdo de barreiras ecoldgicas,
importantes no controle natural das doengas, principalmente nos ambientes urbanos, 0s
pequenos mamiferos e 0s moluscos podem agir como reservatorios e/ou amplificadores dessas
zoonoses. Desta forma, quando a biodiversidade é perdida e a composicdo das espécies é
alterada, processos ecoldgicos sdo interrompidos e problemas relacionados a salde das
populagdes comecam a surgir, levando a necessidade do entendimento das interconexdes entre

as espécies envolvidas e a complexidade das relagbes entre hospedeiros e agentes.

Frente a real possibilidade do risco de transmisséo de helmintos parasitos entre animais
silvestres, domésticos e 0s seres humanos, pesquisas que estudem a helmintofauna de pequenos
mamiferos principalmente em parques urbanos, objetivo principal desse trabalho, tornam-se
importante para o meio cientifico e para sociedade através de dados relevantes para salude
publica. Ainda sdo escassos 0s estudos sobre a fauna parasitaria que acometem animais
silvestres no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, e como 0s parques urbanos da cidade

apresentam alta pressdo antropica, com presenca de roedores e moluscos exéticos e animais
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domeésticos no seu interior, o ciclo bioldgico de espécies com potencial zoondtico podem estar
ocorrendo nesses locais, com riscos de transmissdo desses agentes para a populacdo humana, ja

que o compartilhamento dos espacos e recursos entre as populacdes é cada vez mais frequente.
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3. OBJETIVO GERAL

Realizar a identificacdo morfologica e molecular dos helmintos recuperados de pequenos
mamiferos e moluscos capturados no Parque Municipal das Mangabeiras e no Parque Municipal

Jacques Cousteau em Belo Horizonte - Minas Gerais e avaliar as lesdes nos roedores infectados.

4. DIVISAO DO TRABALHO EM CAPITULOS

Capitulo I: Captura de pequenos mamiferos para coleta e identificacdo de helmintos parasitos
no Parque Municipal das Mangabeiras e no Parque Municipal Jacques Cousteau em Belo
Horizonte - Minas Gerais.

Capitulo Il: Achados taxondmicos, moleculares e patoldgicos do ciclo natural e ciclo
experimental de Angiostrongylus cantonensis recuperado de Rattus rattus e Achatina fulica no
Parque Municipal Jacques Cousteau em Belo Horizonte - Minas Gerais.
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CAPITULO |

CAPTURA DE PEQUENOS MAMIFEROS PARA COLETA E IDENTIFICACAO DE
HELMINTOS PARASITOS NO PARQUE MUNICIPAL DAS MANGABEIRAS E NO
PARQUE MUNICIPAL JACQUES COUSTEAU EM BELO HORIZONTE - MINAS
GERAIS.
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5. INTRODUCAO
5.1. Pequenos mamiferos em parques urbanos

Roedores e marsupiais juntos, formam o grupo mais rico de mamiferos do Brasil, estdo
distribuidos em todos os biomas, inclusive na Mata Atlantica, e podem ser usados para analise
de qualidade ambiental (Grazzini et al., 2021). As espécies de pequenos mamiferos sdo um
componente importante das dietas de predadores e executam servigos vitais do ecossistema,
particularmente na dispersao e germinacdo de sementes e esporos (Morand et al., 2006). Além
desses fatores e da importancia numérica, 0os marsupiais e pequenos roedores também séo bons
indicadores tanto de alteracbes locais do habitat, como alteracdes da paisagem (Pardini &
Umetsu, 2006). Sendo assim, os pequenos mamiferos sdo especialmente adequados para o
estudo das consequéncias das alteracdes ambientais, ja que sdo abundantes, relativamente faceis
de capturar e compreende o grupo ecologicamente mais diverso de mamiferos neotropicais
(Bonvicino et al., 2008). Além disso, as espécies de pequenos mamiferos apresentam respostas
especificas distintas a fragmentacdo do habitat, particularmente na Mata Atlantica brasileira
(Olifiers, 2002; Pardini et al., 2005)

Se encontram dentro desse grupo os roedores que representam cerca de 40% de todas as
espécies de mamiferos vivos, compreendendo cerca de 2.500 espécies divididas em 34 familias
(Lacher et al., 2016). No entanto, 0 acesso a grandes conjuntos de dados de espécies e avangos
na metodologia filogenética e técnicas moleculares levam a revisdes taxonémicas frequentes, e
0 numero de espécies cientificamente reconhecidas estd em fluxo constante (Wilson & Reeder,
2005; Chiquito et al., 2014; Burgin et al., 2018; Chiquito & Percequillo, 2019). No Brasil, 0s
roedores sdo representados por cerca de 257 espécies em nove familias e, no total, representam
aproximadamente 34% de todos os mamiferos brasileiros (Paglia et al., 2012; Percequillo et al.,
2017; Abreu- Jr. et al., 2020). Os principais roedores que compdem 0s pequenos mamiferos
estdo na superfamilia Muroidea que esta dividida em seis familias, 19 subfamilias, 310 géneros
e em torno de 1.600 especies (Patton et al., 2015). A familia Cricetidae Rochebrune 1883, que
faz parte dessa superfamilia, engloba 55% das espécies de roedores sul-americanos,
representando em torno de 22% das espécies de mamiferos, sendo a familia mais diversificada
de roedores do Brasil. Nessa familia estd a subfamilia Sigmondotinae Wagner, 1843 que
compreende a maioria dos cricetideos da América do Sul com aproximadamente 84 géneros e
quase 380, espécies que costumam estar presentes nos fragmentos de mata que representam os

parques urbanos no Brasil.
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Da mesma forma, mamiferos da familia Didelphidae Gray 1821, também comp&em esse
grupo. Essa familia é composta por 19 géneros recentes e 95 espécies atualmente reconhecidas,
das quais todas, exceto quatro espécies, ocorrem na América do Sul (Gardner, 2007). O Brasil
€ 0 pais com maior nimero de espécies dessa familia, com a descri¢do, até o momento, de 62
espécies (Faria et al., 2019), cerca de 60% das espécies de marsupiais de todo continente (Paglia
et al., 2012; Faria et al., 2019), onde se distribuem em todos 0s biomas como Amazonia, Mata
Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Campos do Sul. Duas espécies de marsupiais
apresentam importancia nos estudos de pequenos mamiferos em fragmentos de mata, o
Didelphis albiventris Lund, 1840 e Didelphis aurita Wied-Neuwied, 1826. Didelphis
albiventris habita o tipo de floresta aberta e decidua do nordeste do Brasil até o meio da
Argentina, incluindo areas de chuva baixa e irregular, como os habitats da Caatinga e do
Deserto do Monte (Cerqueira, 1984). E substituido nas florestas mais umidas do Atlantico e
Araucérias por D. aurita, ocorrendo simpatria das duas espécies em &reas perturbadas por
humanos, como os parques urbanos (Gardner, 2007).

Essas florestas urbanas, no qual sdo encontradas diferentes espécies de pequenos
mamiferos, enfrentam muitos desafios a sua integridade ecoldgica, ja que geralmente sdo
pequenas, estdo rodeadas por uma matriz de desenvolvimento urbano e estdo isoladas de outras
florestas, apesar de que algumas areas fragmentadas podem ter conexdes de mata com outras
areas (Collinge, 2009; Soultan et al., 2021). Além disso, uma caracteristica intrinseca das
pequenas florestas é que seu interior costuma estar proximo as bordas florestais, expondo o
habitat interior e a vida selvagem a uma variedade de ameacas (Murcia, 1995). Essas ameacas
incluem a poluicdo de suas bacias hidrogréaficas, a colonizagéo de espécies invasivas e a redu¢édo
das populacdes de pequenos mamiferos por predadores domésticos ndo nativos, como gatos

(Felis catus) e cées (Canis familiaris) (Pickett et al., 2001).

Consequentemente, 0 aumento do isolamento em fragmentos de habitat remanescentes
e 0 aumento da predacdo nesses habitats fragmentados podem tornar as populacgdes de vida
selvagem em ambientes urbanos mais suscetiveis a extin¢fes locais. Entretanto, apesar dos
potenciais efeitos prejudiciais da urbanizacdo sobre a vida selvagem, os parques urbanos e
outros espagos verdes podem desempenhar um papel importante na protecdo da vida selvagem
nativa em paisagens urbanas, sendo que os pequenos mamiferos geralmente podem ser capazes
de persistir nessas areas, especialmente em habitats residuais, como espacos verdes
remanescentes e parques. Desta forma, comunidades de pequenos mamiferos, podem se tornar

restritas a um pequeno namero de espécies generalistas, cuja densidade populacional pode
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aumentar significativamente devido a auséncia de pressdes competitivas, além de favorecer a
presenca de espécies exoticas sinantropicas (Ruedas et al., 2004; Carroll et al., 2005; Mills,
2006; Gongalves et al., 2016).

Sendo assim, a existéncia de inimeros outros animais e plantas e o equilibrio de
ecossistemas dependem também da presenca de pequenos mamiferos, que devem ser um dos
principais alvos do esforco de conservacdo (Morand et al., 2006). Por outro lado, muitas
espécies destes animais sao hospedeiros de varios parasitos e reservatorios de algumas doencas
que atingem seres humanos. Essa dualidade, sendo um componente importante da
biodiversidade, por um lado, e um fator negativo para a salde humana, por outro, sdo fatores
que levam a diferentes estudos dedicados aos pequenos mamiferos em todo o mundo, como por

exemplo, levantamentos da helmintofauna desses animais (Morand et al., 2006).

5.2. Diversidade de helmintos em pequenos mamiferos

Os helmintos sdo parasitos entozoarios com uma grande diversidade de espécies, sendo
0 grupo considerado um excelente modelo de estudo da interacdo parasito-hospedeiro em
ecossistemas naturais e antropizados e bons indicadores de mudangas ambientais, dados alguns
fatores como, o0 seu imenso potencial de dispersdo entre as espécies e ambientes e sua histdria
evolutiva (Poulin, 1996; Branddo, 2007; Cardoso et al., 2019). Os estudos da diversidade e da
fauna de parasitos baseiam-se, principalmente, na importancia destes como agentes de doencas,
influenciando na satde dos hospedeiros, como também na competicdo, migracao, reproducao e
especiacdo desses animais, assim como no equilibrio dos ecossistemas e dos ambientes naturais
e domeésticos (Brooks & Hoberg, 2000; Cirino et al., 2020; Cardoso et al., 2021). Embora no
caso de pequenos mamiferos silvestres e sinantropicos, diversos levantamentos helmintolégicos
ja tenham sido realizados (Gomes et al., 2003; Pinto et al., 2011; Costa et al., 2019; Cirino et
al., 2020), explorar a fauna parasitaria de roedores em diferentes ambientes é necessario,
principalmente para a deteccdo de possiveis reservatorios de helmintos com potencial zoonético
e para a prevencao das consequéncias de possiveis transmissfes zoondticas para a populacao

humana.

Os helmintos parasitos de importancia para mamiferos e para a salde publica estdo
presentes nos Filos Nematoda, Acanthocephala e Platyhelminthes dividido em duas classes,

Cestoda e Trematoda. Espécies do filo Nematoda sdo encontradas em todo 0 mundo e nos mais
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diferentes ambientes, possuindo pelo menos 30.000 espécies, em cerca de 2.271 géneros e 256
familias (Anderson, 2000; Feliu et al., 2006). Segundo Morand et al., (2006) dentre os
hospedeiros mamiferos, os pequenos mamiferos sdo o grupo que exibem a maior diversidade
de nematddeos, em relacédo a outros filos de helmintos, albergando espécimes de ordens como
Rhabditida, Ascaridida, Oxyurida, Spirurida e Trichurida. Corroborando este fato, diferentes
estudos registraram uma maior riqueza de nematodeos parasitando roedores e marsupiais, como
por exemplo as espécies Aspidodera raillieti Travassos, 1913; Cruzia tentaculata (Rudolphi,
1819) Travassos, 1917; Physaloptera bispiculata Vaz & Pereira, 1935; Turgida turgida
Rudolphi, 1819; Gongylonemoides marsupialis Vaz & Pereira, 1934; Spirura guanensis
(Ortlepp, 1924) Chitwood, 1938 e Litomosoides carinii (Travassos, 1919) Vaz, 1934;
Stilestrongylus eta Travassos, 1937; Stilestrongylus freitasi Durette-Desset, 1968; Protospirura
numidica criceticola Quentin, Karimi & Rodrigues De Almeida, 1968; Trichuris navonae
Robles, 2011; Pterigodermatites (Paucipectines) zygodontomys Quentin 1967; Syphacia
(Syphacia) alata Quentin 1968; Didelphonema longispiculata (Hill, 1939) Wolfgang, 1953;
Viannaia conspicua Travassos, 1914; Viannaia pusilla Travassos, 1914; Heterostrongylus
heterostrongylus Travassos, 1925 (Gomes et al., 2003; Costa Neto et al., 2016; Costa et al.,
2019; Cirino et al., 2020)

Em relacdo a classe Cestoda, foram classificadas cerca de 5.200 espécies em 680
géneros, 72 familias e 15 ordens, sendo que cerca de 3.100 espécies, 380 géneros e 18 familias
pertencem a ordem Cyclophyllidea (Georgiev et al., 2006). Os cestodeos além de diversos sdo
parasitos frequentes de pequenos mamiferos, que, sendo como hospedeiros definitivos ou
intermediarios, € um grupo que forneceu oportunidades significativas para os cestodeos
divergirem no espaco e no tempo e coevoluirem com seus hospedeiros (Morand et al., 2006).
Membros de seis familias da ordem Cyclophyllidea foram registrados nos pequenos mamiferos
como hospedeiros definitivos. Um deles, o Catenotaeniidae, possui uma gama de hospedeiros
inteiramente restrita a roedores. As familias Hymenolepididae e Anoplocephalidae séo
representadas por consideravel diversidade nesses animais, contendo em torno de 45 e 25
géneros, respectivamente, com faixas de hospedeiros restritas a pequenas ordens de mamiferos
(Morand et al., 2006). A fauna de cestddeos parasitando pequenos mamiferos € relativamente
bem estudada. Como por exemplo Vaucher, (1971) examinou oito espécies de Soricidae na
Europa e recuperou 28 espécies de cestddeos parasitando esses animais. Em um estudo
realizado em duas aldeias maias de Yucatdn no México, dezenove espécies de helmintos

recuperados de diferentes espécies de roedores foram identificadas, incluindo Cestoda das
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familias Davaineidae, Hymenolepididae e Taeniidae. (Panti-May et al., 2018). No Brasil ja
foram relatados pequenos mamiferos parasitados por Methevotaenia bivittata (Janicki, 1904)
Akhumian 1946; Rodentolepis akodontis Régo, 1967; Raillietina (Raillietina) trinitatae
(Camero & Reesal, 1951) Baer & Sandais, 1956 e Raillietina (Raillietina) guaricanae César &
Luz, 1993 (César & Luz, 1993; Cirino et al., 2020).

No que se refere aos trematodeos, essa classe é composta por parasitos obrigatorios que
podem ser encontrados em todos os grupos de vertebrados em todo o mundo. A classe possui
cerca de 20.000 espécies descritas, a maioria pertencente & subclasse Digenea, que apresenta
no seu ciclo biolégico uma fase de reproducdo sexuada nos hospedeiros definitivos
(vertebrados) e uma fase de reproducédo assexuada nos hospedeiros intermediarios (moluscos)
(Littlewood et al., 2006). Os ciclos de vida desses parasitos podem envolver até cinco estagios
larvais (miracidios, esporocistos, rédias, cercarias e metacercérias) e varios hospedeiros, sendo
que os ciclos podem ser complexos e poucos sdo completamente conhecidos (Cribb et al.,
2003). Cerca de 37 familias de trematddeos digenéticos sdo encontradas em pequenos
mamiferos no mundo. No Brasil, foram relatadas espécies como Chiostichorchis lobatotestis
Sey & Thatcher; Rhopalias coronatus (Rudolphi, 1819) Stiles & Hassall 1898; Duboisiella
proloba Baer, 1938; Brachylaima advena Dujardin, 1843 parasitando os pequenos mamiferos.

Dentre os helmintos mais citados na literatura parasitando as espécies de roedores
sinantrépicos, 0s pequenos mamiferos mais abundantes em parques urbanos, estdo 0s
representantes pertencentes aos filos Nematoda, Acanthocephala, e as classes Cestoda e
Trematoda. No levantamento feito por Vicente et al. (1997) sdo listadas oito espécies de
nematodeos parasitos de Rattus rattus registrados no Brasil, sendo elas: Eucoleus gastricus
(Baylis, 1926) Lopez-Neyra, 1947; Heterakis spumosa Schneider, 1886; Gongylonema
neoplasticum Fibiger & Ditlevsen, 1914; Heteroxynema muris Vaz & Pereira, 1934;
Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914) Travassos & Darriba, 1929; Protospirura muris
(Gmelin, 1790) Seurat, 1915; Syphacia obvelata (Rud., 1802) Seurat, 1916 e Trichosomoides
crassicallda (Belinghan, 1845) Railliet, 1895. Em estudos mais recentes, que buscam conhecer
a helmintofauna desses roedores, como o realizado por Araujo et al. (2014) no estado de Rio
Grande do Sul, foram analisados 30 espécimes da espécie Rattus rattus e nestes foram
encontradas duas espécies de nematddeos, Aspiculuris tetraptera e Syphacia obvelata, e uma
especie de cestédeo, Hymenolepis diminuta. As espécies S. obvelata e H. diminuta séo

consideradas espécies com potencial zoondtico.
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5.3. Importéancia de roedores na transmissdo de helmintos com potencial zoondtico e

caracterizacdo das principais zoonoses

As doencas zoonoticas, especialmente as associadas a roedores e outros animais
selvagens, representam ameagas significativas a salde humana, sendo que, esses animais
constituem o principal reservatério para varias espécies de parasitos com potencial zoon6tico
(Seifollahi et al., 2016; Tijjani et al., 2020). Em relacdo as helmintiases, 20% da populacéo
latino-americana é afetada, sendo consideradas doencas negligenciadas, com aproximadamente
3.800 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo (Acuiia et al., 2003; Zonta et al., 2007).
Em dados mais recentes, de acordo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), as doencas
parasitarias resultaram em 48,4 milhdes de casos e 59.724 mortes anuais, e estima-se que 48%
dessas doencas parasitarias foram transmitidas por alimentos (Torgerson et al., 2015). Varias
dessas helmintiases apresentam potencial zoonético e tém roedores como hospedeiros
definitivos ou intermediarios, como o0s cestddeos dos géneros Hymenolepis Weinland, 1858 e
Rodentolepis Spassky, 1954 e da espécie Hydatigera taeniaeformis Batsch, 1786 e 0s
nematodeos das espécies Angiostrongylus cantonensis Chen, 1935, Angiostrongylus
costaricensis Morera e Céspedes, 1971 e Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica)
Bancroft, 1893 (Paramasvaran et al., 2009; Fitte et al., 2017; Tijjani et al., 2020).

A himenolepiase € uma parasitose mundial causada por cestddeos dos géneros
Hymenolepis e Rodentolepis (Hymenolepipidae: Cyclophyllidea). O ciclo de vida desses
parasitas envolve seres humanos, ratos e camundongos como hospedeiros definitivos e
artropodes como hospedeiros intermediarios (Acha & Szyfres, 1986; Llop et al., 2001;
Herndndez Mazariegos, 2016). Estima-se que 20 milhGes de pessoas no mundo sejam
parasitadas (Incani et al., 2003; Rossomando et al., 2008) e ambas as parasitoses compartilham
algumas caracteristicas epidemioldgicas, como maior prevaléncia em criancas de areas
marginalizadas, com alta densidade populacional, com maus habitos de higiene e condi¢des
sanitarias (Martinez-Barbosa et al., 2012). Ja a espécie Hydatigera taeniaeformis (sin. Taenia
taeniaeformis) é um cestddeo que parasita o intestino delgado de gatos domesticos e varios
felideos selvagens (Abuladze, 1964). Os hospedeiros intermediarios sdo roedores, mas também
podem ser lagomorfos, insetivoros e esporadicamente, até os humanos (Bowman et al., 2002).
No que se refere aos trematddeos, diversos roedores, como do género Nectomys Peters, 1861
(Muroidea: Sigmodontinae) (D’Andrea et al., 2000) no Brasil e das espécies Mastomys
huberti Wroughton, 1908 (Muroidea: Murinae) e Arvicanthis niloticus Geoffrey, 1803

(Muroidea: Murinae) e do género Mastomys no Senegal (Duplantien e Sene, 2007; Catalano et
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al., 2020) sdo considerados como possiveis reservatorios naturais de Schistosoma mansoni
Sambon, 1907. No caso do Nectomys sp. o parasitismo pode ocorrer devido aos seus habitos
semi-aquaticos, 0 que o expdem a infeccdo. Esses animais estdo distribuidos em uma grande
area ao longo de cursos de agua, incluindo a maioria das areas endémicas de esquistossomose
(D’ Andrea et al., 2000).

As espécies de Angiostrongylus parasitam artérias pulmonares, mesentéricas e 0 coracao
de varios mamiferos como roedores, felideos e canideos domeésticos e silvestres, inclusive
humanos (Maldonado et al., 2012). Algumas apresentam importancia em satde publica, devido
ao seu potencial zoonético, como o A. costaricensis, agente etiolégico da angiostrongiliase
abdominal nas Américas, encontrado desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina.
Outra espécie é o A. cantonensis, agente etiolégico da meningoencefalite eosinofilica, na Asia
e sul do Pacifico, com relatos na América do Sul, incluindo o Brasil (Caldeira et al., 2007; Lima
et al., 2009; Espirito-Santo et al., 2013; Morassutti et al., 2014). Calodium hepaticum (sin.
Capillaria hepatica), outra espécie de nematdédeo com potencial zoonético, tem distribuicdo
mundial e principal hospedeiro, roedores da superfamilia Muroidea, mas ja foi documentado
em inimeras outras espécies de mamiferos, incluindo casos humanos (Fuehrer et al., 2011,
Fuehrer, 2014ab). Os adultos desse nematddeo parasitam o figado e depositam seus ovos no

parénquima hepatico, causando a capilariose hepatica.

Nesse contexto, roedores, principalmente os sinantrépicos, agem como sentinelas de
doencas zoonoticas, sendo necessarios estudos da fauna helmintolégica destes animais em areas
urbanas, onde ocorre grande contato com humanos e seus animais domesticos, a fim de adotar

medidas que minimizem os riscos de transmissdo dessas e de outras doencas.
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6. OBJETIVO GERAL DO PRIMEIRO CAPITULO

Realizar a captura de pequenos mamiferos no Parque Municipal das Mangabeiras e Parque
Municipal Jacques Cousteau em Belo Horizonte — Minas Gerais para coleta de amostras
bioldgicas, eutanasia e necropsia para coleta e identificacdo de helmintos que parasitam esses

animais.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS DO PRIMEIRO CAPITULO

e Realizar a captura de pequenos mamiferos nos dois parques alvo do estudo.

e Realizar a coleta de sangue dos pequenos mamiferos para confeccdo de esfregacos
sanguineos para verificar a presenca de microfilarias e realizar a identificacdo
morfoldgica.

e Realizar necropsias para coleta de parasitos dos pequenos mamiferos eutanasiados nos
dois parques alvo do estudo.

e Identificar morfoldgica e molecularmente os exemplares de helmintos adultos, obtidos
atraves da necropsia, que parasitam os pequenos mamiferos dos dois parques alvo do
estudo.

e Avaliar as lesdes causadas pelos helmintos recuperados dos pequenos mamiferos.
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8. MATERIAIS E METODOS
8.1. Areas de estudo

Este estudo foi conduzido em dois parques urbanos, da cidade de Belo Horizonte- Minas
gerais, que apresentam caracteristicas distintas. Um dos parques escolhido foi o Parque
Municipal das Mangabeiras, situado a latitude 19°56°43”S e longitude 43°54°42”W, sendo uma
area arborizada de 236 ha, localizada ao sul de Belo Horizonte. O entorno abrange uma parte
da Serra do Curral, &rea de mineragdo de ferro, areas residenciais representadas pelos bairros
Serra, Mangabeiras e Vila Marcola e areas de vegetagdo nativa, como o Parque Estadual Mata
da Baleia. O local abriga vegetacdes de Mata Atlantica e Cerrado. A temperatura média anual
¢ 26° C e existem duas estagdes, a seca, que ocorre de abril a setembro, e a chuvosa, de outubro
amarco (Alves-Costa, 1998). O local também possui 25 nascentes que formam um curso d’agua
do Corrego da Serra (Hemetrio, 2007). Neste parque, foram registradas 167 espécies de plantas,
222 de animais, possuindo o registro de 16 espécies de mamiferos, como quatis (Nasua nasua),
esquilos caxinguelé (Sciurus ingrami) e micos-estrela (Callithrix penicillata), 168 espécies de
aves, 19 de anfibios e 20 de répteis (Alves-Costa, 1998). Ndo ha registro de mamiferos de
grande porte habitando o local (Camara e Lessa, 1994). O Parque das Mangabeiras foi
inaugurado em 13 de maio de 1982 e desde entdo serve como area de lazer para a populacao.
Tal parque, é considerado um dos maiores parques urbanos do Brasil, recebendo muitos
visitantes por dia, o que lhe proporciona um considerdvel impacto ambiental, devido a pressdo
antropica no seu interior e seu entorno, o que se reflete na sua fauna e flora (Figura 1). Apesar
dos consideraveis impactos antropicos o Parque das Mangabeiras apresenta uma grande area de
mata preservada e conexdes com outras areas de mata da regido metropolitana de Belo

Horizonte, o que permite a dispersdo e introducdo de espécies.
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Figura 01. Vista panordmica do Parque Municipal das Mangabeiras mostrando divisa com os bairros
e a &rea de mineragdo. Fonte: Google Earth.

O outro parque selecionado para este estudo, foi o Parque Municipal Jacques Cousteau
gue ocupa uma area aproximada de 335 mil metros quadrados, sendo localizado na regido
Oeste, no bairro Beténia, situado a latitude 19°58°26”S e longitude 43°59°22”W. O parque foi
criado em 1971 e implantado em 1999. Antes disso, o local funcionou como depdsito de lixo
da cidade e, posteriormente, como horto para a producdo de mudas de arvores e plantas
ornamentais a serem utilizadas no paisagismo de Belo Horizonte. A vegetacdo predominante é
de porte arboreo, existindo ainda espécies ornamentais e frutiferas (mangueiras, jabuticabeiras
e bananeiras) com nascentes e cursos d’agua perenes. A fauna é composta por anfibios, répteis,
aves, como sabias (Turdus sp.), frangos d’agua (Porphyrio martinicus), saracuras (Aramides
saracura), e mamiferos, como mico-estrela (Callithrix penicillata), esquilo-caxinguelé
(Sciurus ingrami) e gambas (Didelphis spp.). Como opcles de lazer, o parque oferece
brinquedos e trilha ecoldgica, além de espacos para contemplacdo, areas de convivéncia e
academia a céu aberto (Prefeitura de Belo Horizonte, 2019) (Figura 2). Diferente do Parque das
Mangabeiras, o Jacques Cousteau esta todo inserido dentro do bairro e ndo apresenta areas de
conexdo com outras matas, sendo as popula¢fes de animais restritas ao local. Desta forma, o
estudo pretende avaliar se ha diferenca na composi¢do da fauna de pequenos mamiferos que
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habitam os dois parques, um mais preservado e outro mais antropizado, dentro da mesma
cidade, além da diversidade de helmintos que parasitam essas espécies nos diferentes parques.
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Figura 02. Vista panoramica do Parque Municipal Jacques Cousteau mostrando area de
terraplanagem com construgdo de prédios e divisa com os bairros. Fonte: Google Earth.

8.2. Captura de pequenos mamiferos

As capturas de pequenos mamiferos foram realizadas no Parque Municipal das
Mangabeiras (PMM) e no Parque Municipal Jacques Cousteau (PMJC) em Belo Horizonte, no
periodo de abril de 2018 a marco de 2019, mediante Licenca Permanente emitida pelo Sistema
de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO), do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio, nimero 12989-2 e Comisséo de Etica no Uso de
Animais da UFMG protocolo 306/2017.

Para isso, foram estabelecidos dois transectos (duas trilhas) de amostragem no PMJC,
um em area de fragmentos de vegetacdo nativa (mata), proxima a trilha principal e areas de
lazer do parque, e um em area de forragens variadas proxima a areas de vegetacdo (Figura 03),
e trés no PMM, um em area de fragmentos de vegetacao nativa (mata), outro em area de cerrado
e outro na area mais antropizada do parque proximo a Vila Marcola (Figura 04). Cada transecto
tinha 15 estacdes de coleta distantes 20 metros uma da outra.
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Figura 03. Mapa do Parque Municipal Jacques Cousteau,
demonstrando as estacdes de coleta dos dois transectos,
referenciadas por GPG.
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Figura 04. Mapa do Parque Municipal das Mangabeiras, demonstrando
as estacOes de coleta dos trés transectos, referenciadas por GPG.
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Cada estagéo tinha duas armadilhas, sendo uma do tipo Sherman (dimensées: 8 X 8 X
26cm), especifica para a coleta de roedores e marsupiais de pequeno porte e outra do tipo gaiola
com isca suspensa (42 X 20 X 20 cm), para captura de animais maiores como gambas (Didelphis
sp.), totalizando 30 armadilhas em cada transecto e um total de 60 armadilhas no PMJC e 90
no PMM. Nas &reas proximas de construcfes e nas areas de forragens ambas as armadilhas
foram colocadas no chdo. Na area de mata nativa em cada ponto foi colocada uma armadilha
no chéo e outra no extrato médio da mata (Figura 05), para captura tanto das espécies arboreas
como especies que se deslocam pelo solo. Cada transecto foi percorrido uma vez por dia, logo
pela manh& entre 8:00 e 9:00 horas. A isca utilizada foi uma mistura de sardinha, amendoim,
banana e farelo de milho. As armadilhas foram iscadas no primeiro dia e trocada a cada dois
dias, ou quando necessario. Durante cada campanha de captura, as armadilhas ficaram abertas
e iscadas por cinco dias consecutivos. Em cada parque, as coletas foram realizadas

bimensalmente, totalizando seis campanhas em cada, no periodo de um ano.

Figura 05. Distribuicdo das armadilhas nas trilhas. (a) Armadilha tipo gaiola com isca suspensa
no estrato médio da mata. (b) Armadilha tipo gaiola com isca suspensa no chao. (c) Armadilha
do tipo Sherman no estrato médio da mata. (d) Armadilha do tipo Sherman no ché&o.
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ApoOs a captura, os pequenos mamiferos coletados foram transferidos para sacos de pano
identificados e transportados para a sala de procedimentos. Inicialmente, os animais foram
pesados (o peso do saco de pano deve ser previamente conhecido para descontar e saber 0 peso
real do animal) (Figura 06). ApGs a pesagem e contencdo de cada animal, esses foram
submetidos a sedacdo atraves da injecdo intraperitoneal do anestésico para roedores e

intramuscular para marsupiais:

e 10mg/Kg de cloridrato de xilazina 2% associado a 100mg/Kg de cloridato de cetamina
para roedores;
e 0.35mg/Kg de Midazolam associado a 25mg/Kg de cloridato de cetamina para

marsupiais.

Figura 06. Pesagem dos roedores utilizando pesola, com o
animal ainda dentro do saco de pano.

Uma vez sedado, foi realizada a coleta de sangue intravenosa, sendo que, para 0s
roedores que seriam eutanasiados, foi realizada a coleta intracardiaca e para 0s marsupiais que
ndo foram eutanasiados foi realizada a coleta pelas veias da cauda ou pela veia femoral (Figura
07). O sangue coletado foi utilizado para confeccdo de esfregagos sanguineos. Logo apés, foram

anotadas informagGes como sexo, peso, condigéo reprodutiva, local de captura e identificagéo
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dos animais. Durante a coleta, os gambés e outros animais que seriam soltos, foram marcados
para uma eventual recaptura com brincos numerados presos a orelha (Figura 08). Apés a captura
e marcacdo, esses animais foram colocados novamente nas gaiolas para retorno da sedacdo,
alimentados com frutas e soltos no mesmo local de coleta. Os roedores foram eutanasiados,
com excec¢do das fémeas prenhas, identificadas através da palpacdo abdominal, com sobre dose
de anestésico geral (Propofol 10mg/Kg) via intracardiaca. Optou-se por sO eutanasiar 0s
marsupiais quando a espécie fosse ser utilizada para compor a colecdo de mamiferos do Centro

de Colecbes Taxonémicas da UFMG.

Figura 07. Coleta de sangue intravenosa dos animais sedados. (a) Coleta de sangue intracardiaca de
um roedor. (b) Coleta de sangue da veia femoral de um gamba.
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Figura 08. Brinco numerado preso a orelha de um gambé (Didelphis aurita).
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ApoOs a eutanasia, foi realizada a necropsia e individualizacdo dos O6rgdos para
recuperacdo dos helmintos no Laboratério de Helmintologia Veterinaria do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). A identificacdo das espécies de pequenos mamiferos capturados foi realizada
pelo Laboratério de Ecologia e Conservacdo do Departamento de Biologia Geral do ICB-
UFMG.

8.3. Recuperacdo em necropsias, fixacdo e identificagdo morfologica de helmintos dos

animais eutanasiados

A necropsia consistiu na abertura da cavidade abdominal e inspecdo visual, a procura
de helmintos ou qualquer anormalidade sugestiva de parasitismo, na superficie dos 6rgaos e nas
cavidades abdominal e tordcica. ApoOs inspecdo, as visceras foram retiradas do cadaver e

transferidas para uma placa de Petri para serem individualmente avaliadas (Silva, 1995).

Apds analise da superficie dos 6rgaos em busca de parasitos e de lesGes provocadas por
eles, foi realizada a abertura com tesoura da traqueia, vasos pulmonares, brénquios e coracao
com o auxilio de microscdpio estereoscdpico para facilitar a visualizagdo de possiveis helmintos
presentes nesses 6rgaos. O figado, foi seccionado com uma pinca dente de rato em um pirex
com solucdo salina 0,85% para facilitar a remocao de helmintos e evitar o rompimento dos
mesmaos. Os érgdos do sistema digestivo (intestino delgado, intestino grosso e estdmago) foram
separados, evitando a mistura de contetdo das diferentes partes, e em seguida, realizou-se a
abertura com tesoura para analise do conteido. Apos a abertura, a mucosa desses 6rgéaos foi
raspada com auxilio de tesoura, para a remogdo de parasitos que se encontravam encistados ou
aderidos. Em seguida, o conteudo de cada 6rgdo do sistema digestivo foi lavado em tamis e
transferido para um pirex e, logo apdés, transferido aos poucos para uma placa de petri, para a
coleta dos helmintos, com o auxilio de um microscopio estereoscopio (Travassos, 1950). Para
identificacdo dos ovos de helmintos recuperados, foi coletado fezes direto do intestino dos
animais necropsiados. Logo apos a coleta foi realizado o método de centrifugo-sedimentagéo
pela formalina-éter, no qual, 2 gramas de fezes foram misturadas em um frasco com 10ml de
agua. Esse conteudo foi filtrado através de gaze dobrada duas vezes em tubo Falcon de 15ml.
Foi acrescentado ao filtrado 2ml de formol a 10% e 3ml de acetato de etila. O contetdo foi
agitado vigorosamente e centrifugado (500x g/1min). Logo apds, o sobrenadante foi descartado

mantendo 2ml do sedimento para avaliacdo em microscépio (De Carli, 2007). Os nematddeos



52

coletados dos diferentes 6rgdos foram fixados em formol 10% a quente (80°C) e logo ap06s
diafanizados em lactofenol de Amann e colocados entre lamina e laminula de vidro com
lactofenol, para observacdo e identificagio em microscépio oOptico (Silva, 1995). Ja os
cestodeos e trematodeos coletados do contetido do sistema digestivo, foram comprimidos entre
placas de vidro, fixados com formol 10% a frio, posteriormente corados com aceto-carmim,
desidratados em uma sequéncia de &lcool em tempos varidveis, diafanizados em creosoto e
montados em laminas com balsamo do Canada (Amato et al., 1991). Foram selecionados para
identificacdo morfoldgica exemplares intactos e em melhores condicdes de fixacdo. As imagens
dos parasitos foram capturadas com camera digital (AxioCamERc 5s, Carl Zeiss) acoplada ao
microscopio e a morfometria realizada através do programa Axio Vision Rel. 4.8. As medidas
foram realizadas em milimetros, exceto quando indicado de outra forma. Para cada

caracteristica, o intervalo é fornecido primeiro, seguido da média e do coeficiente de variagao.

Alguns exemplares machos de nematddeos recuperados foram preparados para
microscopia eletronica de varredura convencional (MEV), como previamente descrito por
Lopes et al. (2013). Os espécimes foram fixados em solucéo de formol 10% e levados ao Centro
de Microscopia da UFMG (CM - UFMG), onde foi realizada a fixacdo secundaria. Os
exemplares foram lavados trés vezes em tampao cacodilato de sodio 0,1 M por 10 minutos e
pos fixado em tetroxido de 6smio aquoso (OsOs) 1% por uma hora na presenga do mesmo
tampdo, lavado trés vezes em agua destilada por 10 minutos, inserido em solucéo acido tanico
a 1%, diluido em &gua destilada por 20 minutos, desidratados progressivamente em etanol
(30%, 50%, 70%, 80%, 90% e absoluto), durante 30 minutos em cada um. Posteriormente, as
amostras foram secas, em ponto critico liquido de CO2, montadas em esferas metalicas,
revestidas com camada de ouro de 10 nm de espessura. As fotografias para analise das estruturas
dos helmintos foram realizadas no microscépio eletronico de varredura FEG Quanta 200 — FEI.
Desenhos foram realizados no Laboratério de llustracdo Cientifica do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG.

As identificacdes dos helmintos foram realizadas a partir das chaves de identificacédo de
Yamaguti (1959), Yamaguti (1961), Travassos et al. (1969), Vicente et al. (1997) e Anderson
et al. (2009), além de artigos com descrigdes especificas para cada familia, género ou espécie
em questdo. Para o célculo da prevaléncia média da infec¢do por espécie parasitada, foram
considerados o total de animais eutanasiados de cada espécie hospedeira do helminto descrito.
Para o calculo da prevaléncia média da infeccdo entre as espécies capturadas no mesmo pargque,

foram considerados o total de animais eutanasiados de todas as espécies parasitadas pelo
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helminto descrito. Para helmintos descritos em uma espécie hospedeira capturada em mais de

um transecto, foi realizado o célculo de prevaléncia média para cada transecto.

8.4. Extracdo de DNA, amplificacdo por reacdo de PCR e sequenciamento para

identificacdo molecular dos helmintos coletados

O DNA foi extraido a partir de um exemplar adulto de helmintos de cada espécie
encontrada, recuperados de diferentes hospedeiros. Durante as necropsias dos roedores, 0s
helmintos recuperados foram lavados com solucéo salina 0,85%, e observados em microscopio
estereoscopico, para limpeza de material exdgeno aparente. Posteriormente, cada espécime foi
individualizado, em um tubo de 1.5 mL, devidamente identificado, contendo alcool absoluto,
para posterior extracdo de DNA gendmico no Laboratério de Malacologia e Sistematica
Molecular do ICB-UFMG. Os exemplares foram colocados em &gua destilada, 24 horas antes
da extracdo, para a remocdo do alcool. Apos esse periodo, foram realizadas mais duas lavagens
com agua destilada e a secagem em termobloco a 56° C, por cinco minutos.

O DNA gendmico foi isolado a partir dos espécimes adultos, utilizando o Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. Os helmintos
foram mecanicamente macerados com auxilio de um pistilo, em 200ul de solucéo de lise e
adicionado 4pl de proteinase K para incubacdo a 56 °C durante duas horas. Posteriormente,
foram adicionados 80ul de solucdo de precipitacdo proteica, seguido de agitacdo vigorosa da
suspensdo com auxilio do vortex por 10 segundos e em seguida a centrifugacdo a 14000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo contendo 200yl de isopropanol a
temperatura ambiente, para precipitacdo do DNA. Em seguida foi homogeneizado por inversédo
durante 20 minutos e centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
e 0 pellet de DNA lavado com 300ul de etanol 70%, em seguida homogeneizado por inverséo
por cinco minutos e centrifugados por 10 minutos. Apds a evaporacéo total do etanol, o pellet
foi tratado com 25l de solugéo de re-hidratagdo de DNA, incubado a 65 °C por uma hora e

armazenado a -20 °C até o uso.

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada, para produzir ampliacdes do
gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (CO1) e sequéncias da regido espagadora
transcrita interna dois do DNA ribossomal (ITS-2). Esses genes foram selecionados devido ao

amplo uso nos estudos de identificacdo das espécies de helmintos abordadas nesse trabalho.
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Para produzir ampliagdes do CO1, foi utilizado um coquetel de iniciadores com volume final
de 20pl contendo: 9.96pl de 4gua deionizada; 1.6uL de cada iniciador; 2,0l de tampdo de
reacdo; 2,0ul de MgCl (mM); 1.6pl de dNTPs (PROMEGA) (uM); 0,24ul de Tag DNA
polimerase (Platinum) (U/ul) ¢ 1,0l do DNA extraido (20ng/ ul). Para produzir ampliacdes do
ITS-2 foi utilizado o mesmo Kit e volume final contendo: 8.96pl de 4gua deionizada; 1.6uL de
cada iniciador; 2,0ul de tampéo de reacéo; 2,0pl de MgCl (mM); 1.6ul de dNTPs (PROMEGA)
(uM); 0,24ul de Taqg DNA polimerase (Platinum) (U/ul); 1,0ul de DMSO e 1,0ul do DNA
extraido (20ng/ ul). As amostras foram colocadas em termociclador Mastercycler 384
(EPPENDORF) com as condi¢des de amplificacdo variando de acordo com a espécie (Tabela
01).

Para deteccdo dos produtos amplificados, foi utilizado o método de eletroforese em gel
de agarose 1%. 1ul do DNA de cada amostra foi corado com 1l de azul de bromofenol e 1pl
de gel red e aplicados no gel deixando correr por, pelo menos, 40 minutos até uma hora. Para
visualizacdo em luz ultravioleta, o gel foi colocado em um transluminador. Os produtos de PCR
foram purificados, utilizando o protocolo PEG 20% (Ptilenoglicol) de purificacdo de acordo
com o protocolo a seguir: foram transferidos os produtos de PCR para tubos de 500pl, sendo
adicionado o mesmo volume de solugdo PEG 20% e em seguida a suspensdo foi agitada
vigorosamente com auxilio de vortex. Logo ap0s os tubos foram deixados em banho maria a 37
°C por 15 minutos. Em seguida, a solucdo foi centrifugada por 15 minutos a 13000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e adicionado 125pl de etanol 80% gelado. A solucdo foi
centrifugada por cinco minutos a 13000 rpm retirando cuidadosamente o sobrenadante. Foi
adicionado novamente 125ul de etanol 80% gelado e o processo repetido. O pellet formado foi
deixado secar na estufa a 37 °C até ndo restar vestigios de etanol no tubo. Apos evaporacgédo do
etanol, o pellet foi ressuspendido em 20ul 4gua milliQ. Em seguida o DNA das amostras foi
quantificado utilizando o NanoDrop Lite Spectrophotometer e armazenado a -20 °C até o uso.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se 20ng de produto de PCR
purificado, 5 pmol dos mesmos primers e 2,25ul. do Kit de Sequenciamento de Ciclo BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems), em 10uL de volume final. Os produtos de PCR
marcados com BigDye foram precipitados com isopropanol seguindo o protocolo do fabricante
e 0 sequenciamento foi realizado utilizando-se o ABI 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems). A leitura do sequenciamento foi realizada na plataforma de sequenciamento
Sanger do René Rachou/Fiocruz-MG. Os cromatogramas das sequéncias consenso foram

analisados, editados e tiveram os contigs montados no programa Geneious® 9.1.2. Em seguida,
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as sequéncias foram conferidas na plataforma NCBI, utilizando-se a ferramenta BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Ap0s a obtencao das sequéncias, foi utilizando o algoritmo MUSCLE (Edgard, 2004)
implementado no MEGA7 (Kumar et al., 2016), considerando a traducdo para aminoacidos
para COl e ITS-2.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

56

Tabela 01. Primers e condi¢Ges de amplificacdo utilizados para o PCR dos helmintos

recuperados.

Primer

Programa de PCR

Referéncias

COI-F: 5°- TAA AGA
AAG AAC ATA ATG
AAA ATG -3’

COI-R: 5°- TTT TTT
GGG CAT CCT GAG
GTT TAT -3’

40 ciclos:

Desnaturagéo inicial: 94°C por 5 minutos
Desnaturagéo: 94°C por 30 segundos
Anelamento: 55°C por 30 segundos

Extenséo: 72°C por 1 minuto

Extensdo final: 72°C por 5 minutos

Primer: Bowles et al.,
1993

Programa de PCR:
Eamsobhana et al.,
2010

ITS-2F:5-ACG TCT
GGTTCAGGGTTGTT
-3’

ITS2R: TTAGTTTCT
TTTCCT CCGCT -3

39 ciclos:

Desnaturagdo inicial: 94°C por 90 segundos
Desnaturagéo: 94°C por 50 segundos
Anelamento: 58°C por 1 minuto
Extensdo: 72°C por 90 segundos
Extens&o final: 72°C por 10 minutos

Primer: Gasser et al.,
1993

Programa de PCR:
Caldeira et al., 2003

DicelF: 5°- ATT AAC

CCT CACTAAATT

WCN TTR GAT CAT
AAG -3’

DicellR: 5’- TAATAC
GAC TCACTATAG
CWG WAC HAA ATT
THCGATC-3¥

35 ciclos:

Desnaturagdo inicial: 94°C por 2 minutos
Desnaturagdo: 94°C por 30 segundos
Anelamento: 50°C por 30 segundos

Extensdo: 72°C por 1 minuto

Extensdo final: 72°C por 10 minutos

Primer: Niels van
Steenkiste et al., 2014

Programa de PCR:
Moszczynska et al.,
2009
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8.5. Analise histopatoldgica

A andlise histopatologica foi realizada no Laboratorio de Histopatologia do Setor de
Patologia da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, para avaliar as
alteracOes causadas pelos helmintos. Para a analise, foram coletados fragmentos dos 6rgaos de
2cm por 2cm, durante as necropsias dos roedores e acondicionados, rapidamente, em frascos
de boca larga, devidamente identificados, contendo solucdo de formol tamponado, a 10%, e

conservados em temperatura ambiente, por 48 horas.

Apos esse periodo, as amostras foram clivadas e processadas rotineiramente para
histopatologia, sendo desidratadas, em séries crescentes de etanol, diafanizadas em xilol,
incluidas em parafina, para a obten¢ao de cortes seriados de 4pum de espessura, coradas pela
hematoxilina e eosina, e avaliadas em microscopia de luz clara. Imagens histopatoldgicas,
contendo os parasitos, foram realizadas, utilizando o fotomicroscéopio (Leica DFC 500) (Avelar
etal., 2013).
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9. RESULTADOS
9.1. Captura de pequenos mamiferos

Foram capturados no PMM, duas espécies de roedores, Cerradomys subflavus Wagner,
1842 (Rodentia: Cricetidae) e Necromys lasiurus Lund, 1841 (Rodentia: Cricetidae), duas
espéecies de gambas, Didelphis albiventris Lund, 1840 (Didelphimorphia: Didelphidae) e
Didelphis aurita Wied-Neuwied, 1826 (Didelphimorphia: Didelphidae) e uma espécie de cuica,
Marmosops incanus Lund, 1841 (Didelphimorphia: Didelphidae) representando os pequenos
mamiferos (Figura 09). Também foram capturadas aves das espécies Zonotrichia capensis
Muller, 1776, Embernagra longicauda Strickland, 1844 e Emberizoides herbicola Vieillot,
1817; micos estrela, Callithrix penicillata Geoffroy, 1812 e teils Tupinambis sp. (Daudin,
1802) Salvator Duméril & Bibron, 1839, que foram soltos no momento da captura. As coletas
dos roedores foram mais frequentes na trilha 1, area de transicdo Cerrado e Mata Atlantica.
Quanto a captura de cuicas e gambas, foram mais frequentes nas areas de mata fechada, sendo
que os individuos da espécie D. albiventris estavam mais presentes na trilha 3, area mais
antropizada que faz divisa com a Vila Margola. A espécie mais abundante capturada foi C.
subflavus (n = 10). Entretanto o ndmero de individuos capturados é bem préximo entre as

espécies de marsupiais e roedores (Tabela 02 e grafico 01).

Tabela 02. Numero de espécies de pequenos mamiferos capturadas no Parque
Municipal das Mangabeiras no periodo de abril de 2018 a margo de 2019.

Parque Municipal das Mangabeiras

Espécie Trilhal Trilha 2 Trilha 3 Total
Cerradomys subflavus 10 0 0 10
Necromys lasiurus 4 0 0 4
Didelphis albiventris 1 0 7 8
Didelphis aurita 0 5 1 6
Marmosops incanus 0 5 0 5

Total 15 10 08 33




Grafico 01. Namero de espécies de pequenos mamiferos capturadas no Parque
Municipal das Mangabeiras no periodo de abril de 2018 a marco de 2019.
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Legenda: C — Cerradomys subflavus; N — Necromys lasiurus; D - Didelphis
albiventris; A - Didelphis aurita; M - Marmosops incanus.

Figura 09. Pequenos mamiferos capturados no Parque Municipal das Mangabeiras: (a)
roedor, (b) cuica (Marmosops incanus) e (c) gamba (Didelphis albiventris).
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Em relacdo ao PMJC, foram capturadas duas espécies de roedores silvestres,
Cerradomys subflavus e Necromys lasiurus, uma espécie de roedor exotico, Rattus rattus e uma
espéecie de gambd, Didelphis albiventris, representando os pequenos mamiferos (Figura 10).
Também foram capturadas aves, Saltator similis D'Orbigny & Lafresnaye, 1837 e Turdus
leucomelas Vieillot, 1818. As capturas dos roedores silvestres foram mais frequentes na trilha
2, &rea com vegetacdo de Cerrado e pastagem. Ja a captura de ratos (n = 37), foi mais frequente
na trilha 1 parte mais antropizada e proxima as areas de lazer do parque. A espécie mais
abundante capturada foi Rattus rattus (n = 39), sendo mais baixo 0 nimero de espécies
considerando as capturadas no Parque das Mangabeiras. (Tabela 03 e gréfico 02). As espécies
Cerradomys subflavus, Necromys lasiurus e Didelphis albiventris foram capturas nos dois

parques.

Tabela 03. NUmero de espécies de pequenos mamiferos capturadas no
Parque Municipal Jacques Cousteau no periodo de abril de 2018 a

marco de 2019.
Parque Municipal Jacques Cousteau
Espécie Trilha 1 Trilha2 Total
Cerradomys 3 25 )8
subflavus
Necromys lasiurus 1 34 35
Didelphis albiventris 4 0 4
Rattus rattus 37 2 39

Total 45 61 106
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Gréfico 02. Numero de espécies de pequenos mamiferos capturadas no Parque
Municipal Jacques Cousteau no periodo de abril de 2018 a marc¢o de 2019
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Legenda: C — Cerradomys subflavus; N — Necromys lasiurus; D - Didelphis
albiventris; R - Rattus rattus.

Figura 10. Pequenos mamiferos capturados no Parque Municipal Jacques Cousteau: (a) Rattus
rattus e (b) gamba (Didelphis albiventris).
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9.2. Obtencéo de helmintos de pequenos mamiferos

Dos 33 animais capturados no PMM, 13 roedores foram eutanasiados, nove Cerradomys
subflavus e quatro Necromys lasiurus; um gamba Didelphis albiventris foi a 6bito durante os
procedimentos de coleta de amostras e duas cuicas Marmosops incanus foram eutanasiadas para
compor a colecdo de mamiferos do Centro de Cole¢bes Taxondmicas da UFMG. Foram
coletados helmintos das espécies Cerradomys subflavus, Necromys lasiurus e Didelphis
albiventris, sendo que sete Cerradomys subflavus e as duas cuicas estavam negativos. A maioria
dos helmintos coletados pertenceu ao filo Nematoda. Nos esfregagos sanguineos foram
observadas microfilarias em apenas um espécime macho, da espécie Necromys lasiurus,
capturado na trilha 1, sendo que deste animal também foram recuperados exemplares adultos

de filarideos na cavidade abdominal.

Quanto ao PMJC, dos 106 animais capturados, 94 roedores foram eutanasiados, 24
Cerradomys subflavus, 34 Necromys lasiurus e 36 Rattus rattus. Foram coletados helmintos
das trés espécies identificadas. A maioria dos helmintos coletados desses roedores pertenceu ao
filo Nematoda. Foram recuperados exemplares adultos de Angiostrongylus sp. das artérias
pulmonares de 13 ratos (Rattus rattus), nove machos e quatro fémeas, capturados na trilha 1 do
parque. Os resultados referentes a esse género serdo apresentados e discutidos no capitulo dois.
Nos esfregacos sanguineos, foram observadas microfilarias em oito animais: sete da espécie
Necromys lasiurus (uma fémea e seis machos) e dois da espécie Cerradomys subflavus (uma
fémea e um macho) todos capturados na trilha 2, sendo que, desses animais também foram

recuperados exemplares adultos de filarideos na cavidade abdominal.
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Tabela 04. Parasitos recuperados de roedores oriundos do Parque Municipal das
Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais no periodo de abril de 2018 a margo de 2019.

NUMERO DE PEQUENOS MAMIFEROS PARASITADOS

PARASITOS Tritha 1 Tritha 1 Trilha 3 PREVALENCIA
RECUPERADOS/ ‘
o . - TOTAL ENTRE ESPECIES
PREVALENCIAPOR  Cerradomys Necromvs lasiurus Didelphis PARASITADAS
ESPECIE (%) subflavus 4 albiventris
INTESTINO DELGADO
Guerrerostrongylus 1(11,1%) 0 0 1 11,1%
gomesae
Hymenolepis diminuta 1(11,1%) 1(25%) 0 2 15,4%
Rhopalias coronatus 0 0 1(100%) 1 100%
INTESTINO GROSSO
Aspidodera raillieti 0 0 1 (100%) 1 100%
Cruzia tentaculata 0 0 1(100%) 1 100%
CAVIDADE
ABDOMINAL
Litomosoides 0 1(25%) 0 1 25%

sigmodontis

Tabela 05. Parasitos recuperados de roedores oriundos do Parque Municipal das
Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais no periodo de abril de 2018 a marco de 2019,
que ndo foi possivel realizar a identificacdo das espécies.

NUMERO DE PEQUENOS MAMIFEROS PARASITADOS

PARASITOS Trilha 1 Trilha 1 Trilha 3 PREVALENCIA
RECUPERADOS/ .
o TOTAL ENTRE ESPECIES
PREVALENCIA POR Cerradomys N lasi Didelphis albiventri PARASITADAS
ESPECIE (%) subflavus ecromys lasiurus idelphis albiventris
INTESTINO DELGADO
Pterygodermatites 2(22,2%) 3 (75%) 0 5 38,5%
(Paucipectines) sp.
INTESTINO GROSSO
Trichuris sp. 1(11,1%) 0 1(100%) 2 20%
Syphacia sp. 1(11,1%) 0 0 1 11,1%
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Tabela 06. Parasitos recuperados de roedores oriundos do Parque Municipal Jacques Cousteau, Belo
Horizonte, Minas Gerais no periodo de abril de 2018 a marg¢o de 2019.

NUMERO DE PEQUENOS MAMIFEROS PARASITADOS

PARASITOS Trilhal  Trilha 2 Trilha 1 Trilha 2 Trilha 1 Trilha 2 PREVALENCIA
RECUPERADOS/ .
PREVALENCIA TOTAL ENTRE ESPECIES
POR ESPECIE (%) R. rattus  R. rattus N. lasiurus N. lasiurus C. subflavus C. subflavus PARASITADAS
FIGADO

Estrobilocerco de
Hydatigera 12

; . o o
taeniaetformis (33,3%) 0 0 1 0 0 13 18,6%
Calodium
hepaticum (sin. 6 o 0 26,6%
25% 25
Capillaria (18,75%) 1(50%) 0 12/(35,3%) 0 6 (25%)
hepatica)
PULMAO
Angiostrongylus 13
. 13 36,1%
sp (36,1%) 0 0 0 0 0 o
L4 de 10
Nipostrongylus 0 0 0 0 0 10 27,8%
e (27,8%)
brasiliensis
ESTOMAGO
Physaloptera ) go.) 0 0 13(38,2%) 0 2(8,3%) 16 17%
bispiculata
INTESTINO DELGADO
Nippostrongylus
brasiliensis 21 0 0 18 (52,9%) 1(50%) 8 (36,4%) 48 51,1%
(58,3%)
Hymenolepis 4 (12,5%) 1 (50%) 0 10 (29,4%) 0 2 (8,3%) 17 18,1%
diminuta
CAVIDADE ABDOMINAL
Litomosoides
0 0 0 8(23,5%) 0 3 (12,5%) 11 19%

sigmodontis
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Tabela 07. Parasitos recuperados de roedores oriundos do Parque Municipal Jacques Cousteau,
Belo Horizonte, Minas Gerais no periodo de abril de 2018 a marco de 2019, que néo foi possivel

realizar a identificacdo das espécies.

NUMERO DE PEQUENOS MAMIFEROS PARASITADOS

PREVALENCIA
PARASITOS Trilha 1 Trilha 2 Trilha 2 Trilha 1 Trilha 2
RECUPERADOS/ TOTAL ENTRE
PREVALENCIA R f N lasi Cerradomys  Cerradomys ESPECIES
POR ESPECIE (%) attus rattus attus rattus ecromys lasiurus subflavus subflavus PARASITADAS
INTESTINO DELGADO
p )
terygodermatites o cor) 0 27 (79,4%) 0 2 (8,3%) 31 339%
(Paucipectines) sp.
INTESTINO GROSSO
Trichuris sp. 2 (5,9%) 1 (50%) 11 (32,4%) 1 (50%) 8 (36,4%) 23 24,5%
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9.3. Descri¢cbes morfoldgicas, moleculares e patoldgicas das espécies de helmintos
encontradas em roedores do Parque Municipal das Mangabeiras e Parque Municipal

Jacques Cousteau em Belo Horizonte, Minas Gerais

Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica) (Bancroft, 1893) Moravec, 1982
(Trichinellina: Capillaridae)

(Figuras: 11 a 14)

Hospedeiro: Necromys lasiurus Lund, 1841 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
mato; Cerradomys subflavus Wagner, 1842 (Rodentia: Cricetidae), home comum: rato do
arroz; Rattus rattus Linnaeus, 1758 (Rodentia: Muridae), nome comum: rato de telhado.

Sitio de infeccdo: Figado

Localizacdo: Parque Municipal Jacques Cousteau, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°58°267’S; 43°59°22”W)

Espécimes: 25 ovos

Geral: Ovos em forma de barril com opérculos polares, estrias e numerosos miniporos na casca
externa. Comprimento 45,72 — 56,73 (51,26 + 3,04) um e 27,75 — 30,72 (28,81 + 0,9) um.

20 pm
a e b

Figura 11. Ovos de Capillaria hepatica. (a) Ovo recuperado do figado de um roedor infectado. (b)
Em maior aumento é possivel observar os dois opérculos (seta fina) e a casca dupla apresentando
miniporos (seta grossa).



67

Lesbes macroscopicas e microscopicas provocadas por Calodium hepaticum (sin.

Capillaria hepatica):

Macroscopicamente, no figado dos roedores infectados, foram observadas areas multifocais a
coalescentes, irregulares, brancas ou amarelas, estrias ou pequenos nddulos na superficie
externa e se aprofundando no parénquima hepatico. As lesdes foram varidveis nos animais com
relacdo a distribuicdo. Alguns tinham apenas algumas areas irregulares e outros areas extensas
envolvendo mais de 80% do 6rgédo. O figado estava firme a palpacéo e amarelado. Da incisdo

dessas areas visualizou-se partes de helmintos cilindricos brancos e delgados.

Na histopatologia, havia mdltiplas areas multifocais a coalescentes de perda do
parénquima com substituicdo por numerosos ovos bioperculados com capsula espessa e
eosinofilica ou fracamente corada medindo em média 51,63 um de comprimento e 26 um de
largura. Estes ovos eram envoltos por macréfagos epitelioides, neutrofilos e células gigantes
multinucleadas. Também foram observadas areas com parasitos degenerados caracterizados por
fragmentos e material eosinofilico envoltos por macrofagos e células gigantes. Um animal
possuia 11 seccBes de parasitas adultos em cortes transversais com cuticula fina, hipoderme,
musculatura platimiariana, cavidade celomaética, ovério e intestino com epitélio colunar
vacuolizado. Possuiam em média 109 um de diametro. Estes achados foram compativeis com

Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica).



Figura 12. Lesdes macroscépicas do figado de roedores infectados. (a) Algumas areas
circulares milimétricas e areas lineares amareladas. (b) Areas coalescentes extensas e

amareladas envolvendo quase todo o érgdo.

Figura 13. Lesbes macroscopicas do figado de roedores
observadas em microscopio estereoscopio apresentando
areas branco-amareladas circulares e lineares levemente

proeminentes.
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Figura 14. LesGes microscopicas por Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica) em figado de
roedores. (a) Mdltiplas areas multifocais a coalescentes de perda do parénquima com substituicdo
por ovos (seta) e helmintos adultos (ponta de seta) envoltos por células inflamatdrias (200um). (b)
Secgdes de conjuntos de ovos (ponta de seta) envoltos por infiltrado inflamatdrio (seta) (100um). (c)
Seccdes de parasitos adultos em cortes transversais distribuidos no parénquima hepéatico (100um).
(d) Corte transversal de uma fémea adulta (seta) envolta por infiltrado inflamatério (ponta de seta) e
ovos (seta vermelha) (50um) (e) Em maior aumento, sec¢do de uma fémea adulta evidenciando
cuticula fina (C), ovario (O) e intestino com epitélio colunar vacuolizado (I) (20um). (f) Em maior
aumento ovos com dois opérculos (setas) com capsula espessa e eosinofilica ou fracamente corada
(20um). Hematoxilina e eosina.
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Comentarios:

Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica) (Bancroft, 1893) Moravec, 1982 é um
nematodeo da subordem Trichinellina e da familia Capillaridae. Em 1982, Moravec classificou
essa espécie no género Calodium, entretanto o nome Calodium hepaticum é menos utilizado e
a maioria dos autores mantiveram o nome Capillaria hepatica. Outros sinGnimos sé&o
Trichocephalus hepaticus Bancroft, 1893 e Hepaticola hepatica Hall, 1916 (Fuehrer et al.,
2011; Fuehrer, 2014). A taxonomia da familia Capillaridae € controversa e pendente.
Recentemente, estudos filogenéticos moleculares revelaram que a familia Capillaridae pode ser
claramente separada da familia Trichuridae (Guardone et al., 2013). Sendo assim, 0 género
Capillaria consiste em um grupo complexo de parasitos de carnivoros e roedores, sendo trés
espécies de importancia zoonotica, Capillaria philippinensis (sin Paracapillaria
philippinensis), Capillaria aerophila (sin Eucoleus aerophila.) e C. hepaticum (sin. Capillaria

hepatica).

Os principais hospedeiros desse parasito sdo roedores da superfamilia Muroidea
(Schmidt, 2001). Entretanto, ha casos documentados em que essa espécie parasita o figado de
mais de 180 espécies de mamiferos em mais de 60 paises na Europa; América do Norte, Central
e do Sul; Asia; Africa e Oceania (Fuehrer, 2014; Sazmand et al., 2021). Em relacdo aos
roedores, mais de 90 espécies de pelo menos 44 géneros da superfamilia Muroidea (Murinae,
Arvicolinae, Neotominae, Cricetinae, Sigmodontinae, Gerbilinae e Cricetomyinae) s&o
conhecidos como hospedeiros desse parasito, incluindo os roedores sinantrépicos Rattus
norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus (Reperant & Deplazes, 2005; Fuehrer, 2014;
Sazmand et al., 2021), sendo R. norvegicus a espécie com maior prevaléncia em todo o mundo.
Na Europa, América do Norte, América do Sul e Asia, vérios estudos relataram prevaléncias
acima de 50% (Fuehrer, 2014).

O ciclo de vida de C. hepaticum é direto e com alta afinidade pelo figado. Apos a
ingestdo de ovos embrionados, as larvas eclodem na regido do ceco do intestino e chegam ao
figado pelo sistema da veia porta. Os adultos se desenvolvem e as fémeas colocam 0s ovos no
parénquima hepatico apos o acasalamento. A expectativa de vida dos helmintos adultos é curta.
Os ovos se desenvolvem no figado do hospedeiro, mas ndo séo liberados nas fezes, sendo
liberados no meio ambiente apenas com a morte e decomposi¢do do hospedeiro, ou pela
eliminacdo nas fezes de carnivoros ou onivoros que predam os hospedeiros infectados,

determinando que os ovos nao embrionados transitem de modo indcuo pelo tubo digestivo do
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predador. Dependendo das condi¢des ambientais de umidade e temperatura os ovos embrionam
em cinco a oito semanas. Estudos em laboratdrio revelaram que os ovos embrionados sdo
viaveis por 25 meses (Juncker-Voss et al., 2000). O ciclo de vida continua quando 0s ovos
embrionados sdo ingeridos por um hospedeiro mamifero (Fuehrer et al., 2011; Soares et al.,
2011; Fuehrer, 2014; Quilla & Paller, 2020).

Figura 15. Ciclo bioldgico de Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica) (Freitas, 1982
modificado). 1. Ingestdo de ovos infectantes pelo hospedeiro, geralmente um roedor. 2.
Desenvolvimento de adultos no figado e liberacdo de ovos pelas fémeas que ndo sdo excretados pelas
fezes e permanecem no parénquima hepatico. 3. Morte do hospedeiro. 4. Decomposi¢cdo do
hospedeiro e liberacdo de ovos ndo infectantes no ambiente. 5. Predacdo do hospedeiro por um
carnivoro ou onivoro. 6. Eliminagcdo de ovos ndo infectantes através das fezes do predador. 7.
Desenvolvimento do ovo infectante no ambiente. 8. Ingestdo acidental de ovos pelo ser humano e
desenvolvimento de adultos no figado.
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As lesdes observadas no figado dos mamiferos parasitados demonstram que tanto os
helmintos adultos quanto seus ovos causam inflamagéo cronica focal no figado (Quilla & Paller,
2020; Sazmand et al., 2021). As fémeas de C. hepaticum, apés a reproducdo, podem produzir
milhGes de ovos no parénquima hepatico. Esses ovos sdo embrionados e se desenvolvem no
estagio de oito células, apresentando forma de limao, com cascas duplas estriadas e opérculos
em cada extremidade (Fuehrer, 2014; Hong et al., 2016; Dubey et al., 2018).
Consequentemente, os adultos e ovos produzem inflamacéo focal cronica, acompanhada da
presenca de células inflamatérias como eosindfilos, macréfagos e células gigantes
multinucleadas. Esse processo inflamatorio pode persistir até a formacdo de calcificagcdo ou
encapsulamento, podendo levar a fibrose septal. Especula-se que o desenvolvimento de fibrose
no figado € promovido pela liberacdo lenta e continua de produtos desintegrados de lesdes
parasitarias encapsuladas, que por sua vez ativam as células de Kupffer, levando a sintese
subsequente de tecido conjuntivo fibroso excessivo (Li et al., 2010; Dubey et al., 2018). Essa
fibrose pode progredir para cirrose em um tempo relativamente curto. Sendo assim, devido a
tais caracteristicas, ratos com capilariase hepatica foram escolhidos como modelos
experimentais para testar farmacos com propriedades antifibréticas, como pentoxifilina, cloreto

de gadolinio e vitamina A (De Souza et al., 2000).

Os primeiros relatos da infeccdo em humanos sdo antigos, sendo relatado em 1924 um
caso de infeccio em um soldado britanico na India durante a Segunda Guerra Mundial,
(Cochrane et al., 1957; Mowlavi et al., 2014) e até 2019, quase 200 casos humanos foram
relatados em todo o mundo (Kazemi et al., 2015; Wang et al., 2019). Sawamura et al. em 1999,
relatou trés casos de C. hepaticum em criancas com idade entre 19 e 36 meses no Brasil, sendo
gue uma caracteristica triade de apresentacdo foi notada, que incluiu, febre persistente,
hepatomegalia e eosinofilia. A doenca progrediu aumentado 0s sintomas e as criangas passaram
a apresentar dor, colUria, ictericia, perda de peso, febre e suores noturnos, que sé resolveram
apos a administracdo de tratamentos antiparasitarios. Geralmente, os pacientes acometidos,
apresentam sintomas de febre prolongada e dor abdominal, com hepatomegalia e eosinofilia
(Cabada et al., 2014), juntamente com linfadenopatia abdominal. Além disso, a
hipergamaglobulinemia e o0s niveis elevados de desidrogenase lActica, aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase também s&o observados na maioria dos pacientes
(Fuehrer et al., 2011). ManifestacGes clinicas de casos leves sdo susceptiveis de produzir sinais
e sintomas semelhantes a outras patologias. Portanto, a detec¢do de casos graves é mais facil

(Da Rocha et al., 2015). Outra forma da doenca relatada em humanos, séo as infecgdes espurias
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associadas ao consumo de animais de caca e solo contaminado, onde os ovos ndo embrionados
e ndo infectantes sdo ingeridos, passam pelo sistema digestivo e pode ser encontrado no

diagnostico de fezes (Fuehrer et al., 2011).

Condicbes higiénicas insalubres e precarias e a presenca de roedores e animais
domésticos, aumentam o risco de infec¢bes por C. hepaticum em humanos. O contato frequente
com animais e populacdes de ratos foram relatados por véarios autores (Silverman et al., 1973;
Choe et al., 1993; Camargo et al., 2010). Além disso, a ingestdo de animais selvagens e o
consumo de figado cru principalmente por grupos indigenas no Brasil, pode causar infecces
espurias em humanos (Soares et al., 2011; Rocha et al., 2015). Diante do exposto, a deteccéo
do ciclo de C. hepaticum em areas com populacGes de roedores e animais domésticos no
ambiente urbano é necessario para adocao de controle e manejo dessas populagdes, reduzindo

assim o risco de infec¢do para a populacdo humana em contato com esses animais.
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Litomosoides sigmodontis Chandler, 1931 (Spirurida: Onchocercidae)

(Figuras: 16 a 19)

Hospedeiro: Necromys lasiurus Lund, 1841 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
mato; Cerradomys subflavus Wagner, 1842 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
arroz.

Sitio de infeccdo: Cavidade abdominal (peritoneal)

Localizacdo: Parque Municipal Jacques Cousteau, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°58°26S; 43°59°22”W) e Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil (19°56°43”’S; 43°54°42”W)

Espécimes: 7 machos, 4 fémeas e 14 microfilarias

Geral: Nematddeo delgado, cilindrico e afilando na extremidade anterior, terminando em uma
cauda conica, alongada e delgada posteriormente. Cuticula lisa com estrias transversais finas.

Abertura oral simples. Es6fago muscular. Fémeas duas vezes maiores que 0s machos.

Macho: Comprimento 18 — 23,11 (20,20 £ 1,76) mm. Largura méaxima 0,13 — 0,15 (0,14 +
0,007) mm. Est6fago com 0,46 — 0,61 (0,52 £ 0,08) mm de comprimento. Cavidade bucal 17,61
—21,45 (19,54 + 1,07) um. Cauda arredonda na extremidade. Abertura da cloaca a 0,17 — 023
(0,20 £ 0,02) mm da ponta da cauda. Quatro pares de papilas pds-cloacais bem desenvolvidas.
Primeiro par de papilas préximo a cloaca. Espiculos desiguais. Espiculo menor em forma de
calha em mais da metade de seu comprimento. Por¢do terminal membranosa e delicada.
Comprimento total 0,08 — 0,11 (0,10 £ 0,01). Espiculo longo com a parte proximal em forma
de calha e quitinizada seguida de uma quebra aparente, que continua em uma parte parcialmente
quitinosa e parcialmente membranosa, terminando em um filamento delicado. Comprimento
total 0,28 — 0,33 (0,31 £ 0,02).

Fémea: Comprimento 57,9 — 68,97 (61,96 + 4,89) mm. Largura maxima 0,22 — 0,30 (0,27 +
0,04) mm. Es6fago com 0,61 — 0,67 (0,64 + 0,03) mm de comprimento. Cavidade bucal 17,79
— 22,14 (20,25 = 2,09) pm. Vulva situada a 1,37 — 1,93 (1,54 + 0,26) mm da extremidade
anterior. Abertura da vulva muscular em forma de bulbo. Anus a 0,34 — 0,58 (0,48 + 0,11) mm

da ponta da cauda. Cauda delgada e arredondada na ponta.
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Microfilarias: Comprimento 67,41 — 85,65 (75,01 £ 5,19) um. Largura méxima 2,29 — 5,05
(3,27 + 0,85) um. Presenca de um corpusculo refrativo, localizado sob a bainha e no
comprimento médio, visivel nas microfilarias de sangue em laminas coradas com panotico

rapido (corpusculo basofilico).

Identificacdo molecular:

Foram obtidos fragmentos de em média 437 pares de bases (pb) como produto da
amplificacdo usando o iniciador para o gene COI. Ao realizar a busca de similaridades no
programa BLAST-N, o sequenciamento do espécime apresentou grande similaridade com
sequéncias ja depositadas de Litomosoides sigmodontis para o gene COI (Tabela 04).

Tabela 08. Similaridade resultante da anélise pelo BLAST-N para quatro sequéncias consenso
de em média 437 pares de bases para COIl obtida pelo sequenciamento das amostras de
Litomosoides sigmodontis encontradas no presente trabalho.

Score
Amostra  Similaridade Regiao N°de acesso  E- value . Identidade
maximo
JC75, Cytochrome ¢
1c89 Lit " oxidase subunit 387/430
, itomosoides
I (CODgene,  Apy17689.0 10153 555
JC93, sigmodontis partial cds; (90%)

mitochondrial
JC97



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP017689.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WD0SNB8D016

76

Figura 16. Exemplar adulto de Litomosoides sigmodontis solto na cavidade

abdominal de um roedor.
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Figura 17. Espécimes adultos de Litomosoides sigmodontis. (a) Extremidade anterior da fémea
evidenciando a capsula bucal (CB), o es6fago (E) e a abertura da vulva (V). (b) Extremidade
posterior do macho evidenciando os dois espiculos, o grande (EG) e o pequeno (EP). (c) Vista lateral
da extremidade posterior do macho evidenciando a calha do espiculo maior (CL) e a abertura da
cloaca. (d) Vista ventral da extremidade posterior do macho evidenciando o espiculo pequeno e

quatro papilas pds-cloacais (PPC).
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Figura 18. Microfilaria de Litomosoides sigmodontis em esfregago sanguineo de um roedor
evidenciando a bainha (seta). Pandtico rapido.



Figura 19. Microscopia eletronica de varredura de um espécime adulto macho de Litomosoides
sigmodontis. (a) Extremidade posterior evidenciando quatro papilas pos-cloacais (PPC). (b) Vista
dorsal da extremidade posterior evidenciando a cauda enrolada. (c) Vista ventral da extremidade
posterior evidenciando a cloaca (CO), uma papila adcloacal e duas papilas pos-cloacais (PPC).
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Comentarios:

Espécies do género Litomosoides Chandler, 1931 pertencem a familia Onchocercidae e
sdo nematodeos filarioides que parasitam as cavidades toracica e abdominal de grupos
filogeneticamente distintos de pequenos mamiferos voadores e terrestres (Brant et al., 2000;
Risch et al., 2020). Os hospedeiros descritos estdo distribuidos nas ordens Chiroptera, Rodentia
ou Marsupialia, com quatro familias de morcegos parasitadas com cerca de 17 espécies de
Litomosoides sp., cinco familias de roedores com aproximadamente 17 espécies e uma familia
de marsupiais com duas espécies, sendo que uma espécie encontrada em um grupo nao ocorre
nos outros (Brant et al., 2000; Notarnicola et al., 2002). Esses nematddeos tém uma ampla
distribuicdo nas regides Neotropicais e Neartica Meridional, com a maioria das espécies
ocorrendo em mamiferos da América do Sul, sendo bem estudadas tanto do ponto de vista
experimental, quanto morfolégico. Com isso, a distribuicdo desses nematddeos por meio de
uma ampla gama de mamiferos taxonomicamente distantes e em diferentes regifes, pode
fornecer uma oportunidade para examinar as associacdes parasito-hospedeiro através de uma
perspectiva filogenética.

A espécie Litomosoides sigmodontis foi descrita em 1931 parasitando o roedor
Sigmodon hispidus (Muridae: Sigmodontinae) capturado em Houston no Texas, sendo
designado como espécie-tipo do novo género Litomosoides (Chandler, 1931; Bain et al., 1989).
Trés anos depois, L. sigmodontis foi erroneamente sinonimizada com Litomosoides carinii
Travassos, 1919, devido a semelhancas em sua morfologia (Vaz, 1934). Porém, estudos
posteriores estabeleceram que L. sigmodontis e L. carinii sdo de fato duas espécies separadas e
0s nomes foram corrigidos (Bain et al., 1989; Martin, 2014).

A transmissao de L. sigmodontis para o hospedeiro definitivo ocorre através do &caro
hematofago Ornithonyssus bacoti, que ingere as microfilarias, presentes na corrente sanguinea
de animais infectados, e as transmite para outros animais durante as proximas alimentagdes. As
microfilarias migram através da pele e do sistema linfatico, entram na circulagdo sanguinea
pulmonar e alcangam a cavidade pleural na primeira semana pés-infecgéo (pi) (Karadjian et al.,
2017; Kilarski et al., 2019), onde mudam para seu quarto estadio larval (L4) entre 8 e 12 dias
pi, antes de passar para o estadio adulto nos dias 25 a 30 pi. Em roedores suscetiveis, 0s parasitos
machos e fémeas se desenvolvem totalmente, e as fémeas comegam a liberar microfilérias no
estagio de transmisséo dos dias 50 a 55 pi em diante, que migram para o sangue e circulam na

corrente sanguinea. Uma infeccdo totalmente desenvolvida (patente) € definida por ter niveis
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detectaveis de microfilarias na corrente sanguinea, ponto em que o hospedeiro pode transmitir
a infeccdo (Hoffmann et al., 2000).

Na infeccdo de Sigmodon hispidus, quando as cargas parasitarias atingem
aproximadamente 400 helmintos adultos, a cavidade abdominal (peritoneal) do roedor também
fica parasitada. No entanto, adultos as vezes podem ser encontrados no peritdnio de ratos
contendo menos de 400 espécimes adultos. Ja na infec¢do de Meriones unguiculatus, os adultos
de L. sigmodontis estdo localizados preferencialmente nas cavidades pleurais, sendo que
também podem ser encontrados na cavidade peritoneal e no saco pericardico. Esses animais
podem apresentar hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, hipertrofia pleural, nédulos papilares
pleurais, edema pleural, dilatacdo linfatica, espessamento alveolar, alteracdes histolégicas nos
bronquiolos, consistentes com alteracGes asmaticas, e miocardite dispersa. A gravidade da
alteracdo patoldgica é muitas vezes proporcional a carga parasitaria (Morris et al., 2013).

O interesse no género aumentou porque a espécie Litomosoides sigmodontis, ao
contréario de outros nematddeos filarioides, completa seu desenvolvimento em animais de
laboratdrio (Petit et al., 1992). Portanto, € um modelo til para estudar filarioses humanas, por
apresentar caracteristicas parasitologicas e imunoldgicas que mimetizam essas infeccdes
(Martin et al., 2000; Simonsen et al., 2011), que sdo transmitidas por vetores e sdo endémicas
em todo o0 mundo, nas regides tropicais e subtropicais (Risch et al., 2020). Além do hospedeiro
natural S. hispidus, os hospedeiros experimentais incluem Meriones unguiculatus (Schneider et
al., 1968), ratos albinos (Rattus norvegicus) (Ramakrishnan et al., 1961) Mastomys nataliensis
(Pringle & King, 1968) e camundongos Mus musculus (Hawking et al., 1947; Patra & Basu
1970; Petit et al., 1992). Os ratos, em particular, apresentam uma variedade de respostas a
infeccdo por L. sigmodontis e podem exibir um fendtipo mais resistente ou suscetivel,
dependendo do modelo experimental (Petit et al., 1992). J4 o camundongo BALB / ¢ espelha a
infeccdo em humanos com filariose linfatica, onde apenas uma proporcdo dos pacientes
desenvolve microfilaremia. Esta é uma das raz6es pelas quais este modelo de camundongo se
tornou amplamente usado para pesquisas sobre filarias (Risch et al., 2020). Portanto, o uso de
diferentes modelos experimentais de roedores permite a investigacdo sobre a biologia dos
parasitos, respostas imunes dirigidas por filarioses, morbidade associada e estratégias de
tratamento de espécies que atingem a populacdo humana como Onchocerca volvulus,
Wuchereria bancrofti, Brugia spp., Loa loa e Mansonella spp., causando oncocercose (cegueira
dos rios), filariose linfatica (linfedema e hidrocele), loiase (verme ocular) e mansoneliase,

respectivamente.
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Physaloptera bispiculata Vaz & Pereira, 1935 (Spirurida: Physalopteridae)
(Figuras: 21 a 22)

Hospedeiro: Necromys lasiurus Lund, 1841 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
mato; Cerradomys subflavus Wagner, 1842 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
arroz; Rattus rattus Linnaeus, 1758 (Rodentia: Muridae); nome comum: rato de telhado.

Sitio de infeccéo: Estdmago

Localizacdo: Parque Municipal Jacques Cousteau, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°58°26”’S; 43°59°22”W)

Espécimes: 4 machos, 1 fémea e 17 ovos

Geral: Corpo robusto, arredondado, alongado com finas estriacGes cuticulares que afinam
gradualmente na extremidade anterior. Fémeas mais robustas que os machos. Cuticula dilatada
na regido cervical, que se estende desde as margens posteriores dos labios formando um colar
em volta deles. Abertura bucal com dois grandes labios laterais achatados na face interna e sem
divisdo. Cada labio com um dente tripartite semicircular na margem interna compostos de trés
pontas desiguais com dois arredondados e um pontiagudo. Quatro poros na base dos dentes
tripartite. Cada labio com duas papilas simetricamente situadas em uma cavidade e um anfideo
central. Ornamentando cada um destes labios, trés areas porosas cuticulares diferindo da
cuticula adjacente. Dentes menores ao longo da borda interna de cada labio. Duas papilas
laterocervicais assimétricas localizadas na juncao da regido da cuticula dilatada com o resto do
corpo. Poro excretor localizado ventralmente a uma curta distancia das papilas cervicais. Anel

nervoso circular na porc¢éo final do eséfago muscular.

Macho: Comprimento 17,69 — 20,28 (19,15 + 1,21) mm. Largura maxima 0,74 — 0,9 (0,82 +
0,11) mm. Eséfago muscular com 0,45 — 0.5 (0,47 + 0,02) mm de comprimento. Esdfago total
2,1 — 4,48 (3,56 £ 1,05) mm de comprimento. Papilas cervicais 0,59 — 0,85 (0,69 = 0,12) da
extremidade anterior. Anel nervoso e poro excretor 0,31 — 0,4 (0,35 + 0,04) mm 0,72 — 1,49
(1,0 £ 0,36) mm da extremidade anterior, respectivamente. Extremidade posterior dobrada
ventralmente. Cuticula frouxa na regido anterior a cloaca, com 2 pregas ventrolaterais
longitudinais. Entre essas estruturas e a cloaca existe uma prega cuticular transversal profunda.
21 papilas caudais em forma de botdo. Trés situadas em uma fileira transversal anterior a

abertura cloacal. A do meio € maior e mais proximo da cloaca. Cinco pares de papilas postero-
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ventrais localizadas da seguinte forma: 2 pares imediatamente atrds da cloaca, 3 pares
equidistantes entre si, medindo a linha média entre a cloaca e a ponta da cauda. Quatro papilas
pedunculares externolaterais em cada lado da cloaca. Espiculos desiguais com 0,44 mm de

comprimento o maior e 0,36 mm de comprimento o menor.

Fémea: Comprimento 24,97 mm. Largura méxima 1,28 mm. Eséfago muscular com 0,51 mm
de comprimento. Esdfago total 4,81 mm. Papilas cervicais 1,28 mm da extremidade anterior.
Anel nervoso e poro excretor 0,3 mm e 1,1 mm da extremidade anterior, respectivamente. Vulva
a 10,28 da extremidade anterior, posterior ao esdfago. Extremidade posterior conica e romba.
O anus esta localizado proximo a extremidade posterior. Cauda com 0,56 mm de comprimento.
Ovos elipticos com 40,99 — 46,03 (43,2 £ 1,51) um de comprimento e 24,45 — 28,18 (26,09 *
2,4) um de largura.
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Figura 20. Espécimes adultos de Physaloptera bispiculata. (a) Extremidade anterior da fémea
evidenciando o dente tripartite na margem interna de cada labio. (b) Extremidade anterior do macho
evidenciando o es6fago muscular (EM), o es6fago glandular (EG), a papila cervical (PC) e o poro
excretor (PE). (c) Vista lateral da vulva da fémea (V). (d) Vista lateral da extremidade posterior da
fémea evidenciando o anus (A).
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Figura 21. Extremidade posterior de espécimes machos de Physaloptera bispiculata em vista
ventral. (a) Expanséo cuticular evidenciando quatro papilas penducular (PP). (b) Abertura da cloaca

evidenciando trés papilas anterior a cloaca (Pa) e dois pares imediatamente atrés da cloaca (Pp). (c)
Trés pares de papila equidistantes entre si, medindo a linha média entre a cloaca e a ponta da cauda.

(d) Os dois espiculos (ES).
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Figura 22. Espécime macho de Physaloptera bispiculata visto em microscopia eletrénica de
varredura. (a) Extremidade anterior evidenciando os dois Iabios com os dentes tripartite semicircular
na margem interna compostos de trés pontas desiguais (D); quatro papilas simetricamente situadas
em uma cavidade (P); dois anfideos centrais (A); quatro poros na base dos dentes tripartite e mais
dois poros anterior aos anfideos (*) e dentes menores ao longo da borda interna de cada labio (seta
pequena) (300um). (b) Vista dorsal da cauda evidenciando a expanséo cuticular (200um). (c) Vista
ventral da cauda evidenciando quatro papilas pedunculares (seta grossa) e trés papilas anteriores a
cloaca (seta fina) (50 pum). (d) Duas papilas em detalhe (setas) vistas em maior aumento (20 um).
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Comentarios:

Os nematddeos do género Physaloptera Rudolphi, 1819 pertencem a familia
Physalopteridae Railliet, 1893, estdo globalmente distribuidos e mais de 100 espécies séo
conhecidas (Pereiraet al., 2014; S&o Luiz et al., 2015). Espécies desse género infectam anfibios,
répteis, aves e mamiferos e seu ciclo de vida envolve insetos, incluindo besouros, baratas e
grilos, como hospedeiros intermediarios (Goldberg & Bursey, 2002; Anderson et al., 2009;
Maldonado Jr. et al., 2019).

A espécie Physaloptera bispiculata Vaz & Pereira, 1935 foi descrita parasitando o
estdbmago do roedor Nectomys squamipes Brants, 1827 em S&o Paulo, Brasil. Além disso,
também foi encontrada em Sigmodon hispidus Say & Ord, 1825, Cynomys ludovicianus Ord,
1815 e Ondatra zibethicus Linnaeus, 1766 por Morgan (1941). Seurat (1917) descreveu
Physaloptera getula parasitando o estomago de Mus rattus do Marrocos, Africa, sem incluir
nenhum desenho, e Seurat (1937) identificou P. getula em Meriones shawi Durvemoy, 1842 na
Africa. Morgan (1943) afirmou que a descricdo original de P. getula era confusa e incompleta
e que Seurat (1937) ndo a esclareceu. Discutiu a validade de P. bispiculata e observou
semelhanca entre P. getula, propondo que P. bispiculata deveria ser sinbnimo de P. getula
(Mafra & Lanfredi, 1998). Yamaguti (1961) listou P. bispiculata como uma espécie valida, mas
manteve P. getula dos mesmos hospedeiros listados por Morgan (1943). Vicente et al. (1982)
identificou P. getula como um parasita de N. squamipes da Ilha Grande, Rio de Janeiro, Brasil.
Gomes & Vicente (1984) compararam um espécime coletado em N. squamipes em Sumidouro,
Rio de Janeiro, com material do tipo P. bispiculata. Esses autores concordaram com Morgan
(1943) sobre a sinonimia de P. bispiculata e identificaram seu material como P. getula.
Finalmente, as imagens de P. bispiculata obtidas por Mafra & Lanfredi (1998) permitiu analisar
as estruturas que foram utilizadas para a descricdo desta espécie e adicionar uma descricao
detalhada de novos caracteres taxondmicos, concluindo que P. bispiculata deve ser considerada
uma espécie valida.

No ciclo bioldgico das espécies do género Physaloptera, os ovos larvados sdo
eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo e ingeridos pelos hospedeiros intermediarios. No
intestino ocorre a eclosdo das larvas de primeiro estadio que encistam e na parede externa do
intestino, mudam para larvas de segundo estadio, apds 11 a 16 dias da infec¢do. Apos 12 dias,
ocorre a muda para larvas de terceiro estadio infectante. Os hospedeiros vertebrados ingerem

0s hospedeiros intermediarios e as larvas liberadas se desenvolvem em adultos com 56 a 85
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dias pods infec¢do (Stunkard, 1953). Os helmintos adultos sdo hematdfagos e se aderem a
mucosa gastrica provocando erosdes, levando a gastrite catarral ou hemorragica e anemia. Além
disso, podem ser observados nos hospedeiros vertebrados, devido ao parasitismo, infeccédo

secundaria, inapeténcia, vémitos e emagrecimento (Urquhart et al., 1998; Fortes, 2004).
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Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914) Lane, 1923 (Strongylida:
Heligmonellidae)

(Figuras: 23 a 27)

Hospedeiro: Necromys lasiurus Lund, 1841 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
mato; Cerradomys subflavus Wagner, 1842 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
arroz; Rattus rattus Linnaeus, 1758 (Rodentia: Muridae), nome comum: rato de telhado

Sitio de infeccdo: Intestino delgado

Localizacdo: Parque Municipal Jacques Cousteau, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°58°267’S; 43°59°22”W)

Espécimes: 10 machos, 9 fémeas, 12 larvas de quarto estagio e 18 ovos

Geral: Nematddeo pequeno. Es6fago em forma de cone ou ligeiramente sinuoso. Extremidade
cefélica com expansdo cuticular. Cuticula com 14 cristas longitudinais atrds da expansao

cuticular, estrias transversais evidentes nessas cristas. Boca simples.

Macho: Comprimento 2,7 — 3,9 (3,2 + 0,33) mm. Largura méxima 0,07 — 0,12 (0,08 £ 0,03)
mm. Esofago 0,23 — 0,49 (0,38 = 0,08) mm de comprimento. Comprimento e largura da
expansdo cefalica 0,06 — 0,07 (0,065 = 0,005) mm e 0,03 — 0,05 (0,036 + 0,007) mm
respectivamente. Poro excretor 0,23 — 0,28 (0,26 £+ 0,02) mm da extremidade anterior. Bolsa
copuladora com pequeno lobo dorsal e dois grandes lobos laterais assimétricos; lobo direito
mais longo que o esquerdo e fortemente encurvado. Lado esquerdo: raios ventroventral,
lateroventral, externolateral e mediolateral longos, finos e gradualmente diminuindo; raio
posterolateral espesso e curvado com ponta conica; lado direito: raio ventroventral curto e
delgado; raio lateroventral moderadamente longo, fino e estreito; raios externo e mediolaterais
grossos e contiguos exceto na porcdo distal; raio posterolateral curto e delgado; raios
externodorsais curtos, delicados e originando-se assimetricamente do tronco comum com o raio
dorsal; raio dorsal bifurcado na porcdo distal e cada dividido em ramo externo menor com
ponta simples e ramo interno com ponta bifurcada ou raramente trifurcada. Espiculos de cor
amarelada, filiformes e sub simétricos. Comprimento 0,5 — 0,6 (0,5 + 0,16) mm. Gubernaculo
0,034 — 0,049 (0,038 + 0,006) mm.
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Fémea: Comprimento 3,3 — 4,98 (4,1 = 0,57) mm. Largura méxima 0,1 — 0,15 (0,11 £ 0,02)
mm. Esofago 0,21 — 0,55 (0,38 = 0,1) mm de comprimento. Comprimento e largura da
expanséo cefalica 0,06 — 0,08 (0,07 £ 0,01) mm e 0,02 - 0,04 (0,04 £ 0,01) mm respectivamente.
Poro excretor 0,23 - 0,29 (0,26 £ 0,02) mm da extremidade anterior. Corpo terminando em uma
cauda conica curta, vagina muscular, ovijetor bem desenvolvido, vulva perto do anus e ambos
perto da extremidade posterior do corpo. Ovos de casca fina com 47,71 — 65,04 (55,47 + 5,99)
pum de comprimento e 26,93 — 37,14 (31,77 + 3,25) um de largura.

Larvas de quarto estagio nos pulmdes: Comprimento 0,7 — 0,9 (0,8 + 0,07) pum. Largura
maxima 27,21 — 49,16 (36,27 + 6,26) um.
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Figura 23. Espécimes adultos de Nippostrongylus brasiliensis. (a) Espécime fémea adulta. (b)
Espécime macho adulto. (c) Extremidade anterior da fémea evidenciando a expansao cuticular (EC) e
o poro excretor (PE). (d) Extremidade posterior da fémea evidenciando os ovos no Utero (O), a abertura
da vulva (V) e do anus (A). (e) Extremidade posterior do macho em vista lateral evidenciando o inicio
dos espiculos (setas) e o guberndculo (GU). (f) Extremidade posterior do macho em vista ventral
evidenciando os raios da bolsa copuladora.
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Figura 24. (a) Larva de quarto estadio de Nippostrongylus brasiliensis recuperada do pulméo de um
roedor infectado. (b) Ovo de Nippostrongylus brasiliensis recuperado das fezes de um roedor
infectado.

Lesbes macroscopicas e microscopicas provocadas por Nippostrongylus brasiliensis:

Macroscopicamente, no pulméo dos roedores infectados havia areas pequenas, escuras
e arredondadas nas bordas dos lobos pulmonares (Figura 25). No interior do parénguima no
qual se encontrava as areas escuras, havia exemplares de helmintos cilindricos com cerca de

0,8 um de comprimento identificados como larvas de quarto estadio (L4) de Nippostrongylus

brasiliensis.

Figura 25. Lesdes macroscopicas nos pulmdes de roedores infectados, evidenciando pontos nas
bordas dos lobos pulmonares (setas).
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Na histopatologia, as lesdes foram predominantemente de pneumonia histiocitaria e
linfocitaria multifocal associada ao parasito. Foram observados macréfagos vacuolizados no
interior de alvéolos associados com as L4 em cortes longitudinais e transversais. Essas larvas
apresentavam cuticula delgada, intestino e aparelho reprodutor. Além disso, havia a presenca
de areas focais nodulares com macrofagos, células gigantes multinucleadas, linfocitos e
plasmacitos ao redor caracterizando uma pneumonia granulomatosa multifocal moderada. Em
outras areas, juntamente com larvas de quarto estadio, havia espessamento do intersticio e lesdo
mais cronica. Em um animal havia perivasculite linfohistiocitaria com raros neutréfilos no
limen alveolar. Em outro animal, pneumonia histiocitaria multifocal a coalescente com &reas
com hemossiderose, células gigantes e multinucleadas e plasmdcitos, com formacdo de um

granuloma associado a L4.

Figura 26. Lesdes microscopicas por Nippostrongylus brasiliensis nos pulmdes de roedores
infectados. Cortes transversais (seta) e longitudinais (ponta de seta) de larvas de quarto estadio (L4)
(50pum). Hematoxilina e eosina.



Figura 27. LesBes microscopicas por Nippostrongylus brasiliensis nos pulmdes de
roedores infectados. (a) Area de infiltrado inflamatério com macréfagos com pigmento
(seta) préximos a uma L4 (ponta de seta) (20um). (b) Corte transversal de duas L4 no
interior de alvéolos evidenciando a cuticula fina (C), o intestino (1) e 6érgdo reprodutor (R)
(20um). Hematoxilina e eosina.

94
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Comentarios:

Travassos em 1914 descreveu brevemente e sem figuras a espécie Heligmosomum
brasiliensis do intestino delgado de Rattus norvegicus do Rio de Janeiro, Manguinhos, Brasil.
Em 1920 Yokogawa descreveu Heligmosomum muris da mesma espécie hospedeira em
Baltimore, Maryland. O autor conhecia o trabalho de Travassos, mas acreditava que devido as
diferencas de tamanho e forma, H. muris era diferente de H. braziliensis. Travassos em 1921
fez outra publicacdo com um relato mais detalhado de H. brasiliensis, incluindo uma Gnica
figura, que descreveu incorretamente a bolsa copuladora do macho como uma estrutura
simétrica, ndo mencionando a descricdo do H. muris por Yokogawa. Entretanto, afirmou ao
examinar o acervo de Lutz do Instituto de Bacteriologia de Sdo Paulo que o material catalogado
como Strongylus spirilum n. sp. se tratava de H. braziliensis. Lane em 1923 atribuiu esse
nematdédeo a um novo género denominado Nippostrongylus, devido a assimetria da bolsa
copuladora dos machos e da terminacdo em forma de sino, sendo o Nippostrongylus muris a
espécie tipo. Logo apds, em 1929, Travassos e Darriba realizaram um novo estudo e afirmaram
que H. brasiliensis e H. muris eram idénticos, e que as diferencas aparentes entre eles eram
devidas a imperfei¢cdes na descri¢do original, mudando inicialmente o nome da espécie para H.
brasiliensis e posteriormente, em 1937 para N. brasiliensis que foi designada como espécie tipo
do género Nippostrongylus. Atualmente, Heligmosomum brasiliensis Travassos & Darriba,
1929; Strongylus spirillum Lutz (in Travassos, 1921); Heligmosomum muris Yokogawa, 1920
e Nippostrongylus muris Lane, 1923 s&o considerados sindnimos de Nippostrongylus
brasiliensis (Haley, 1961; Haley, 1966; Ogilvie & Jones, 1971).

No género Nippostrongylus ocorrem espécies que sao parasitos comuns encontrados no
intestino delgado de murinos. Além disso, esta distribuido em todo o mundo (Chaudhary et al.,
2016). Os principais hospedeiros naturais da espécie N. brasiliensis sdo Rattus rattus, Rattus
norvegicus e o camundongo Mus musculus. O ciclo de vida desse parasito é direto. Os ovos
eliminados nas fezes eclodem em 24 horas e se transformam em larvas infectantes em trés a
quatro dias. A infec¢do do hospedeiro geralmente ocorre pela penetracéo da larva infectante na
pele. O desenvolvimento normal dos ovos e larvas no solo requer oxigénio e umidade
abundantes (Bouchery et al., 2015). Apds a infeccdo percutanea, as larvas de terceiro estadio
migram para os pulmdes, onde sdo encontradas pela primeira vez cerca de 15 horas apods a
infeccdo. Nos pulmdes as larvas mudam para o quarto estadio e, em seguida, migram atraves
da traqueia e esdfago para o intestino delgado. A maioria das larvas ja atingiram o intestino

delgado do hospedeiro no terceiro dia ap6s a muda. As larvas crescem, mudam para 0 quinto
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estadio (adulto jovem), amadurecendo rapidamente e eliminam ovos no sexto dia pds infecgéo.
A producéo de ovos é continua, por cerca de uma semana, e depois a maioria dos helmintos
adultos sao eliminados do hospedeiro durante um periodo de 2 a 3 dias. Depois disso, 0s ratos
desenvolvem uma forte resisténcia a novas infecgdes.

Devido as caracteristicas do ciclo bioldgico, o N. brasiliensis modela as caracteristicas
importantes da infec¢do por helmintos, incluindo a penetracdo na pele, a migracéo dos tecidos
para o pulméo e a maturacao e producdo de ovos no intestino (Yogokawa, 1922; Bouchery et
al., 2015). A infeccdo primaria por esse parasito estimula a resisténcia do hospedeiro a uma
nova reinfeccdo, por meio de respostas imunes mediadas por T helper tipo 2 (Th2) que
aparecem na pele, pulmé&o ou intestino (Knott, et al.; 2007; Harvie et al., 2013; Bouchery et al.,
2015). Além das células Th2 é observado a presenca de eosinofilos, hiperplasia de células
mucosas e producdo de IgE pelas células B (Harris et al., 1999; Marsland et al., 2008). As
analises histopatoldgicas dos pulmdes demonstram alteragdes nas vias aéreas semelhantes a
doencga de obstrucdo pulmonar cronica e enfisema. As mudangas incluem uma destruicdo das
paredes alveolares e aumento consecutivo dos espacgos aéreos distais, resultando no aumento
do tamanho do pulméo, como visto em alguns modelos de enfisema induzido por inalacdo de
fumaca, bem como em doengas humanas. Além disso, em anéalises durante a infeccdo mais
avancada, € observada doenca ativa cronica, evidenciada por micro hemorragia alveolar,
expressdo de heme-oxigenase e deposicao de hemossiderina nos macréfagos (Marsland et al.,
2008). Devido a essas caracteristicas o N. brasiliensis é utilizado como modelo de diferentes
estudos relacionados a resposta imune produzida pela infeccdo de diferentes espécies de

helmintos.
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Guerrerostrongylus gomesae Simdes, Santos & Maldonado Jr. 2012 (Rhabditida:
Heligmonellidae)

(Figuras: 28 e 29)

Hospedeiro: Cerradomys subflavus Wagner, 1842 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato
do arroz.

Sitio de infeccdo: Intestino delgado

Localizagédo: Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°56°43”S; 43°54°42”W)

Espécimes: 2 machos e 2 fémeas

Geral: Nematddeo pequeno a médio. Delicados, filiformes e ndo enrolados ou irregularmente

enrolados. Vesicula cefélica bem desenvolvida.

Macho: Comprimento 5,7 — 5,96 (5,83 + 0,18) mm. Largura maxima 0,24 mm. Extremidade
anterior com vesicula cefalica com 57,78 - 58,82 (58,3 + 0,74) um de comprimento e 40,73 —
41,42 (41,08 + 0,49) um de largura. Eséfago 0,37 — 0,38 (0,37 £ 0,007) mm de comprimento.
Anel nervoso e poro excretor a 181,43 — 197,26 (189,35 + 11,19) um e 351,39 — 360,23 (355,81
+ 3,88) um da extremidade anterior, respectivamente. Bolsa copuladora simétrica a
subsimétrica com raios do tipo 2-2-1. Raios 2 e 3 direcionados para frente e crescem do mesmo
veértice. Os raios 4 e 5 sdo contiguos na porcéo proximal, divergindo nas extremidades. Raio 6
se origina do tronco comum alcangcando a margem. Raio 7 surgindo na base do raio dorsal, ndo
alcancando a margem da bolsa copuladora. Raio dorsal (8) dividido proximo ao meio do
comprimento em dois ramos, cada ramo bifurcado em dois pequenos ramos na parte distal.
Espiculos finos e curtos, geralmente torcidos na porcdo distal e de dificil visualizacéo.
Comprimento do espiculo 0,26 mm. Gubernaculo 38,2 — 39,03 (38,62 + 0,59) um.

Fémea: Comprimento 8,8 mm. Largura maxima 0,34 mm. Extremidade anterior com vesicula
cefélica com 51,72 — 59,66 (55,69 £5,61) um de comprimento e 38,69 — 46,78 (43,76 £5,72)
pum de largura. Es6fago 0,44 mm de comprimento. Anel nervoso e poro excretor a 132,68 —
192,43 (162,56 +42,25) um e 309,24 — 369,69 (339,47 +42,74) um da extremidade anterior,
respectivamente. Vulvaa 0,36 — 0,57 (0,46 +0,15) mm da extremidade posterior. Cauda conica.
Anus a 0,2 — 0,27 (0,24 + 0,05) mm da extremidade posterior.



98

Figura 28. Espécimes adultos de Guerrerostrongylus gomesae. (a) Espécime macho adulto. (b)
Espécime fémea adulta. (c) Extremidade anterior do macho evidenciando a vesicula cefalica (VC),
o0 anel nervoso (NA), o esdfago (E) e o poro excretor (PE). (d) Extremidade posterior da fémea em
vista ventral. () Extremidade posterior da fémea evidenciando a vulva (V) e o0 anus (A).
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Figura 29. Espécime adulto de Guerrerostrongylus gomesae. (a) Extremidade posterior em vista
ventral da bolsa copuladora do macho, evidenciando os raios bursais (2-8). (b) Extremidade
posterior em vista ventral da bolsa copuladora do macho, evidenciando o gubernaculo (G), os
espiculos (E) e a abertura da cloaca (C). (c) Extremidade posterior em vista ventral da bolsa
copuladora do macho, evidenciando o raio 7 se originando do raio dorsal, dividido pr6ximo ao meio
do comprimento em dois ramos, bifurcado em dois pequenos ramos na parte distal.
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Comentarios:

A familia Heligmonellidae Skrjabin & Schikhobalova, 1952 inclui quatro subfamilias,
sendo que, a subfamilia Nippostrongylinae Durette-Desset, 1971 inclui 30 géneros de
nematddeos que parasitam roedores e tém ampla distribuicdo geogréfica (Durette-Desset &
Digiani, 2012; Digiani & Kinsella, 2014). Na regido Neotropical, a maioria desses nematodeos
infectam principalmente roedores da subfamilia Sigmodontinae (Digiani et al., 2003).
Compondo essa familia, o género Guerrerostrongylus foi proposto por Sutton e Durette-Desset
(1991) para colocar a espécie Guerrerostrongylus uruguayensis Sutton & Durette-Desset, 1991,
um parasita de Oryzomys flavescens (= Oligoryzomys flavescens) Waterhouse, 1837 no
Uruguai. Em 1971, Durette-Desset transferiu a espécie Longistriata zetta Travassos, 1937 para
0 género Hassalstrongylus Durette-Desset, 1971, que foi posteriormente transferido para o
género Guerrerostrongylus por Sutton & Durette-Desset (1991), com base nas caracteristicas
do género. Guerrerostrongylus é atualmente conhecido por incluir cinco espécies:
Guerrerostrongylus gomesae Simdes, Santos & Maldonado-Junior, 2012; G. uruguayensis;
Guerrerostrongylus ulysi Digiani, Notarnicola & Navone, 2012; G. zetta que foi redescrito por
Digiani et al. em 2012 e Guerrerostrongylus marginalis Weirich, Catzeflis & Siménez, 2016
(Digiani et al., 2012; Simdes et al., 2012; Weirich et al., 2016). As diferencas entre as espécies
incluem a morfologia da bolsa copuladora, em particular o raio dorsal e os raios 6 € 8, e a
morfologia e o comprimento dos espiculos (Sutton & Durette-Desset, 1991; Digiani etal., 2012,;
Simdes et al., 2012).

A espécie G. zetta foi descrita inicialmente em um roedor coletado em Angra dos Reis,
estado do Rio de Janeiro, Brasil por Travasso em 1937, sendo posteriormente relatada no Brasil
em diferentes hospedeiros, incluindo Galea spixii Wagler, 1831; Nectomys squamipes Brants,
1827; Cerradomys subflavus Wagner, 1842 e Oligoryzomys nigripes Olfers, 1818 nos estados
de Goiéas e Bahia, Thrichomys pachiurus Wagner, 1845 no Pantanal brasileiro e Akodon cursor
Winge, 1887, Euryoryzomys russatus Wagner, 1848 e O. nigripes no estado do Rio de Janeiro
(Gomes et al., 2003; Simdes et al., 2012; Werk et al., 2016). Ja a espécie G. gomesae foi descrita
em roedores da espécie Oecomys mamorae na regido do pantanal (Simdes et al., 2012).
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Aspidodera raillieti Travassos, 1913 (Ascaridida: Aspidoderidae)

(Figuras: 30 e 31)

Hospedeiro: Didelphis albiventris Lund, 1840 (Didelphimorphia: Didelphidae), nome comum:
gambaé de orelha branca

Sitio de infecco: Intestino grosso

Localizagédo: Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°56°43”S; 43°54°42”W)

Espécimes: 7 machos e 3 fémeas

Geral: Nematddeo pequeno de corpo robusto. Cuticula finamente estriada transversalmente.
Extremidade anterior com ranhuras na cuticula que descreve seis alcas delimitando os labios e
interlabios. Aparéncia de cordfes ao microscépio Optico. Boca com trés labios bem
desenvolvidos. Duas asas laterais que se iniciam préximo a extremidade anterior e se estendem
até o terco final. Es6fago delgado com um bulbo posterior. Porcéo inicial do intestino com

dilatacdo bem evidente.

Macho: Comprimento 5,03 - 6,54 (5,57 + 0,56) mm. Largura méaxima 0,33 — 0,48 (0,39 + 0,07)
mm. Eséfago com 0,87 — 1,01 (0,94 + 0,05) mm de comprimento. Largura do bulbo 0,17 — 0,2
(0,19 = 0,01) mm. Ranhuras na extremidade anterior 0,11 — 0,13 (0,12 + 0,008) mm de
comprimento. Poro excretor 0,45 — 0,58 (0,55 + 0,05) mm da extremidade anterior. Cauda
conica afilando gradativamente, terminando em um apéndice curto 41,81 — 61,14 (50,38 + 8,21)
um de comprimento. Ventosa circular de bordas espessas na face ventral do terco posterior 0,11
- 0,14 (0,12 £ 0,01) mm de didmetro localizada anteriormente a cloaca 0,11 — 0,23 (0,15 £
0,056) mm de distancia. Cloaca 0,37 — 0,44 (0,4 £ 0,02) mm da extremidade posterior. Presenca
de papilas caudais distribuidas da seguinte forma: 5 pares pre-cloacais com dois pares anterior
a ventosa e trés pares ad-ventosa; dois pares ad-cloacais e oito pares pds-cloacais além de
numerosas diminutas papilas na face ventral, desde a regido anterior a ventosa até a extremidade
da cauda. Espiculos iguais bem esclerotizados. Comprimento 0,8 — 0,95 (0,87 £+ 0,06) mm.
Gubernaculo 0,13 - 0,22 (0,18 £ 0,03) mm de comprimento.

Fémea: Comprimento 5,23 — 6,86 (6,26 = 0,9) mm. Largura maxima 0,34 — 0,68 (0,52 + 0,17)
mm. Esdfago com 0,99 — 1,07 (1,02 + 0,04) mm de comprimento. Largura do bulbo 0,2 — 0,22
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(0,21 £ 0,01) mm. Ranhuras na extremidade anterior 0,13 — 0,14 (0,13 £ 0,006) mm de
comprimento. Poro excretor 0,58 — 0,6 (0,58 + 0,01) mm da extremidade anterior. Vulva pouco
saliente a 1,44 — 2,28 (2,04 £ 0,52) mm da extremidade anterior. Ovejector longo com vagina

musculosa. Anus a 0,8 — 0,88 (0,84 + 0,04) mm da extremidade posterior.
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Figura 30. Espécimes adultos de Aspidodera raillieti. (a) Extremidade anterior da fémea
evidenciando as ranhuras na cuticula (corddes cefalicos) (R). (b) Extremidade anterior da fémea
evidenciando o anel nervoso (AN), o poro excretor (PE) e o eséfago com um bulbo posterior (BE).
(c) Vulva pouco saliente da fémea (V) no tergo médio, proxima a extremidade anterior do corpo e
Gtero com a presenca de ovos (O). (d) Extremidade posterior da fémea em vista lateral evidenciando
0 anus (A) e a cauda afilada.
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Figura 31. Espécimes adultos de Aspidodera raillieti. (a) Extremidade posterior do macho
evidenciando os espiculos (E), o gubernaculo (G) e a ventosa (VE). (b) Extremidade posterior do
macho evidenciando em maior aumento a ventosa (VE), as quatro papilas ad-ventosa (PV), duas
papilas pré-cloacais (PEC) e a cloaca (C). (c) Extremidade posterior do macho evidenciando a
ventosa (VE), a cloaca (C), uma papila preé-cloacal (PEC) e uma papila pos-cloacal (PPC). (d)
Extremidade posterior do macho evidenciando quatro papilas pos-cloacais (PPC).
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Comentarios:

Os nematddeos da familia Aspidoderidae Skrjabin e Schikhobalova, 1947 (Ascaridida:
Heterakoidea), inclui diversas espécies divididas em quatro géneros parasitos de anfibios,
répteis e mamiferos (Santos et al., 1990; Jiménez-Ruiz et al., 2006). A maioria dos estudos
taxondmicos envolvendo essa familia sdo baseados nas estruturas encontradas na extremidade
anterior. Santos et al. (1990), em uma revisao do género Aspidodera, estabeleceram uma nova
chave baseada nos corddes cefalicos para identificar esses parasitos. As estruturas da
extremidade cefalica e corddes cefalicos sdo facilmente visiveis a microscopia de luz (Chagas-
Moutinho et al., 2014). Esse género foi revisado por Railliet & Henry (1913), Proenca (1937),
Skrjabin & Schkhobalova (1947) e Vicente (1966). Skrjabin & Schkhobalova (1947)
separaram Aspidodera ansirupta Proenca, 1937 como a espécie-tipo de um novo género
Ansiruptodera e Aspidodera binansata Railliet & Henry, 1913 como espécie-tipo de
Sexansodera. Inglis em 1967, considerou Sexandodera Skrjabin & Schkhobalova, 1947 como
sindnimo de Aspidodera. A primeira chave para as espécies do género foi proposta por Foster
em 1939 (Santos et al., 1990).

As espécies do género Aspidodera Railliet & Henry, 1912 parasitam as ordens
Cingulata, Pilosa, Marsupialia e Rodentia (Santos et al., 1990). Essas espécies sdo encontradas
parasitando o ceco e o intestino grosso de mamiferos, com distribuicdo Neéartica Meridional e
Neotropical geral, ocorrendo no Brasil, México, Panama, Paraguai, Trinidad, Argentina,
Estados Unidos, Peru, Bolivia, Guatemala, Venezuela, Suriname e Colémbia (Pinto & Gomes,
1980; Santos et al., 1990; Chagas-Moutinho et al., 2007). Atualmente, o género inclui as
espécies validas Aspidodera scoleciformis (Diesing, 1851) Railliet e Henry, 1912; Aspidodera
subulata (Molin, 1860) Railliet & Henry, 1912; Aspidodera fasciata (Schneider, 1866) Railliet
e Henry, 1913; Aspidodera binansata Railliet & Henry, 1913; A. raillieti; Aspidodera ansirupta
Proenca, 1937; Aspidodera vazi Proenca, 1937; Aspidodera lacombeae Vicente, 1964 e
Aspidodera soganderesei Jiménez-Ruiz et al., 2006; Aspidodera lanfredi Chagas-Moutinho et
al., 2014; Aspidodera Kinsellai Jiménez et al., 2013; Aspidodera serrata Cesério et al., 2021
(Chagas-Moutinho et al., 2007; Cesério et al., 2021). A regido anterior das espécies do género
apresenta uma expansdo cuticular que, observada a microscopia de luz, apresenta a forma de
uma capa adornada com seis alcas longitudinais e trés l&bios. Essas caracteristicas s&o
importantes para definir o género Aspidodera, e para diferenciar as espécies desse género. Os
corddes cefalicos séo incluidos por Santos et al. (1990) em uma chave para identificacdo das

espécies, no qual em A. raillieti, os corddes ultrapassam o nivel do vestibulo oral e tocam a base
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da extremidade cefalica (Chagas-Moutinho et al., 2014). Outras caracteristicas importantes para
a identificacdo das espécies sdo a forma e o comprimento dos espiculos, a forma da fileira e 0

numero de papilas caudais (Santos et al., 1990).
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Cruzia tentaculata (Rudolphi, 1819) Travassos, 1917 (Ascaridida, Kathlaniidae)

(Figura: 32)

Hospedeiro: Didelphis albiventris Lund, 1840 (Didelphimorphia: Didelphidae), nome comum:
gambaé de orelha branca

Sitio de infecco: Intestino grosso

Localizagdo: Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°56°43”S; 43°54°42”W)

Espécimes: 6 machos, 4 fémeas e 15 ovos

Geral: Nematddeo pequeno de corpo robusto e extremidade posterior delgada terminando em
uma ponta afilada. Cuticula lisa. Boca com trés labios bem desenvolvidos. Um par de denticulos
na face interna de cada labio. Faringe com trés fileiras duplas de dentes recorrentes. Esdfago

delgado com um bulbo anterior e outro posterior terminando em uma valvula.

Macho: Comprimento 7,41 — 10,99 (9,71 £ 1,21) mm. Largura maxima 0,33 — 0,63 (0,53 +
0,11) mm. Eséfago com 0,99 — 1,79 (1,54 + 0,29) mm de comprimento. Largura do bulbo
posterior 0,25 — 0,36 (0,3 £ 0,04) mm. Faringe 0,12 — 0,14 (0,13 £ 0,008) mm de comprimento.
Poro excretor 0,64 — 1,68 (1,04 + 0,45) mm da extremidade anterior. Anel nervoso 0,41 — 0,53
(0,47 = 0,05) mm da extremidade anterior. Extremidade posterior com trés pares de papilas
pré-cloacais, trés pares cloacais, uma papila no labio anterior da cloaca e quatro pares de papilas
caudais. Espiculos iguais. Comprimento 0,85 — 1,18 (0,96 + 0,12) mm. Gubernaculo 0,17 - 0,2

(0,19 £ 0,01) mm de comprimento.

Fémea: Comprimento 11,55 — 14,44 (13,01 £ 1,23) mm. Largura maxima 0,57 — 0,67 (0,63 +
0,05) mm. Esbéfago com 1,87 — 1,98 (1,91 + 0,05) mm de comprimento. Largura do bulbo
posterior 0,31 - 0,34 (0,33 £ 0,01) mm. Faringe 0,14 — 0,15 (0,15 + 0,005) mm de comprimento.
Poro excretor 1,03 — 1,49 (1,28 + 0,24) mm da extremidade anterior. Anel nervoso 0,47 — 0,71
(0,55 £0,12) mm da extremidade anterior. Vulvaa 6,01 - 8,15 (6,74 = 0,98) mm da extremidade
anterior. Anus a 0,74 — 2,21 (1,13 + 0,72) mm da extremidade posterior. Ovos elipsoides com
casca espessa com 93,58 — 113,9 (106,79 £ 6,76) um de comprimento e 47,74 — 60,87 (56,87 +
3,33) um de largura.



Figura 32. Espécimes adultos de Cruzia tentaculata. (a) Extremidade anterior (EA) do macho
evidenciando o esdfago terminando em um bulbo (ES). (b) Extremidade anterior com duas fileiras
duplas de dentes recorrentes (D). (c) Extremidade posterior do macho evidenciando os espiculos
(E) e gubernaculo (G). (d) Fémea evidenciando a vulva pouco saliente (V), vagina (VA) e Gtero
com a presenga de ovos (O). (e) Extremidade posterior do macho evidenciando os trés pares de
papilas cloacais e um par de papilas pos-cloacais. (f) Extremidade posterior da fémea evidenciando
0 anus (A) e a cauda afilada.
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Comentarios:

Cruzia tentaculata foi descrita por Rudolphi (1819) como Ascaris tentaculata e
atribuida a familia Ascarididae e posteriormente incluida no género Oxysoma por Schneider
(1886). Travassos (1917) propds a familia Cruzidae com o género-tipo Cruzia em que incluia
uma Unica espécie, C. tentaculata. Posteriormente, essa espécie foi colocada dentro da familia
Kathlaniidae (Travassos, 1922; Anderson et al., 2009; Ramos-de-Souza et al., 2021). Travassos
em 1922 ilustrou totalmente a espécie. Além disso, Caballero (1937) registrou a ocorréncia de
C. tentaculata em Didelphis marsupialis Linnaeus, 1758 no México e posteriormente Caballero
et al. (1944) relataram a espécie em D. marsupialis novamente no México e na Guatemala.
Wolfgang (1951) e Potkai (1970) afirmaram que C. tentaculata comumente parasita marsupiais
na Ameérica do Sul e Central (Gomes et al., 2003). Atualmente, 13 espécies do género Cruzia
sdo reconhecidas, parasitando o intestino grosso de anfibios, répteis, marsupiais e xenartros
(Anderson et al., 2009; Adnet et al., 2009; Li, 2019; Vieira et al., 2020).

Entre os hospedeiros marsupiais, trés espécies desse helminto sdo conhecidas: Cruzia
cameroni Wolfgang, 1951; Cruzia americana Maplestone, 1930 e C. tentaculata (Li, 2019). As
espécies C. tentaculata e C. americana ocorrem em marsupiais didelfideos, embora haja
registros de tatu (Dasypodidae) como hospedeiros, tanto na América do Sul quanto na América
do Norte, em particular no Brasil, Coldmbia, Paraguai e México (Adnet et al., 2009; Li, 2019;
Vieira et al., 2020). Ap0s sua descricao, varios hospedeiros Didelphidae e Dasipodidae foram
registrados parasitados com C. tentaculata e poucos caracteres taxonémicos foram adicionados
(Ruiz, 1947), mas a confirmacdo de algumas caracteristicas ainda é necessaria (Adnet et al.,
2009). A ocorréncia desta espécie em marsupiais foi registrada no Brasil (Pinto & Gomes, 1980;
Gomes et al., 2003; Vicente et al., 1997; Quintdo-Silva & Costa, 1999; Castro et al., 2017,
Adnet et al., 2009), no México (Monet-Mendonza et al., 2005) e em tatus do Paraguai (Fujita
et al., 1995), mas nenhuma descri¢cdo morfoldgica adicional foi apresentada por esses autores.

O ciclo de vida de C. tentaculata é direto, de modo que os ovos embrionados
permanecem latentes no solo até serem ingeridos pelo hospedeiro (Jiménez et al., 2012).
Durante esses periodos, a temperatura e a umidade do solo devem ser constantes e adequadas
para que 0s ovos continuem infectantes (Anderson, 2000). Castro et al. (2017) observou que o
periodo chuvoso parece promover um aumento na intensidade de C. tentaculata nos gambas e,
menos evidentemente, na abundéancia, sendo que esse resultado pode estar relacionado com o
ciclo. Apesar de ter o ciclo direto, Ramos-de-Souza et al. 2021 descreveram larvas de C.

tentaculata parasitando moluscos, sendo essas larvas encontradas no manto de Achatina fulica
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Bowdich, 1822 e Thaumastus taunaisii Férussac, 1822 e na cavidade corporal de Latipes
erinaceus Colosi, 1922 no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Foram encontradas ate 70 larvas
em um unico individuo, sendo a forma mais frequente, provavelmente a larva de terceiro estadio
(L3). Supde-se que os ovos podem ser ingeridos pelos moluscos, eclodirem e encistarem nos
tecidos desses animais, onde encontram armazenamento de glicogénio adequado que permite o
desenvolvimento para o estagio L3, indicando assim que esses moluscos podem atuar como
hospedeiros intermediarios de C. tentaculata (Ramos-de-Souza et al., 2021). Esse estudo
demonstra a necessidade de mais pesquisas relacionadas a essa espécie, ja que, além da
descoberta de hospedeiros intermediérios participando do ciclo de vida, outra espécie do
género, Cruzia americana, um parasita do ceco e do intestino grosso do gamba Didelphis
virginiana nos Estados Unidos, pode causar patologia grave, ou mesmo morte do hospedeiro,

em alta taxa de infeccdo (Ramos-de-Souza et al., 2021).



111

Estrobilocerco de Hydatigera taeniaeformis Batsch, 1786 (Cyclophyllidea: Taeniidae)

(Figuras: 33 a 37)

Hospedeiro: Rattus rattus Linnaeus, 1758 (Rodentia: Muridae); nome comum: rato de telhado;
Necromys lasiurus Lund, 1841 (Rodentia: Cricetidae); nome comum: rato do cerrado.

Sitio de infeccdo: Figado.

Localizacdo: Parque Municipal Jacques Cousteau, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°58°26’S; 43°59°22”W).

Espécimes: 5 estrobilocercos.

Geral: Larvas de corpo longo, segmentado, terminando em uma vesicula. Comprimento total
50-103 (74,6 + 24) mm. Escolex bem desenvolvido com quatro ventosas redondas e
proeminentes. Rostelo bem desenvolvido armado com duas coroas alternadas de ganchos.
Primeira fileira com 16 — 18 (17,3 = 1,15) mm ganchos maiores medindo 402,87 — 407,97
(405,3 £ 2,55) um. Segunda fileira com 16 — 19 (17,7 £ 1,53) mm ganchos menores medindo
229,73 — 242,29 (236,6 + 6,35) mm. Total de ganchos 32 — 37 (35 £ 2,65).
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Figura 33. Estrobilocerco comprimido recuperado de um cisto no figado de
roedores.
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Figura 34. Espécime de Estrobilocerco de Hydatigera taeniaeformis. (a) Excoélex evidenciando o
rostelo bem desenvolvido, armado com duas fileiras de ganchos (seta grossa) e duas ventosas (seta
fina). (b) Excolex evidenciando quatro ventosas redondas e proeminentes (setas). (c) Rostelo
evidenciando ganchos maiores na primeira fileira (seta grossa) e ganchos menores na segunda fileira

(seta fina).
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Identificacdo molecular:

Foi obtido fragmento de 644 pb como produto da amplificacdo usando o iniciador para
0 gene COI. Ao realizar a busca de similaridades no programa BLAST-N, o sequenciamento
do espécime apresentou grande similaridade com sequéncias ja depositadas de Hydatigera
taeniaeformis para o gene COI. (Tabela 09).

Tabela 09. Similaridade resultante da analise pelo BLAST-N para uma sequéncia consenso
de 644 pares de bases para COI obtida pelo sequenciamento das amostras de Hydatigera
taeniaeformis encontradas no presente trabalho.

Score
Amostra  Similaridade Regiao N°de acesso  E- value . Identidade
maximo

Cytochrome ¢

Hydatigera oxidase subunit 174/180
_ o (C?.')I s NCOSG5711 275 206
taeniaeformis partial cas, (97%)
mitochondrial

JC75




114

Lesbes macroscopicas e microscopicas provocadas por estrobilocerco de Hydatigera

taeniaeformis:

Macroscopicamente, no figado dos roedores infectados, foram observados cistos
brancos, variando de um a 12 por animal (Figura 35), medindo de 2 a 6 mm que sobressaia do
parénquima hepético. Foi realizada a incisdo de cistos e recuperagdo de larvas de cestodeos
(figura 36). Nestas visualizou-se um escélex bem desenvolvido e corpo segmentado terminando
em uma vesicula. Este parasito foi identificado como estrobilocerco de Hydatigera

taeniaeformis.
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Figura 35. Cistos brancos de Estrobilocerco de Hydatigera
taeniaeformis de diferentes tamanhos.

Figura 36. LesBes macroscépicas no figado de roedores. Cisto branco que sobressai do parénquima
hepatico (seta) (a). Estrobilocerco sendo recuperado de um cisto no figado.
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Microscopicamente, no parénquima hepatico foram observados cistos em cortes
transversais medindo em média 2.200 um de didmetro, contendo o estrobilocerco em seu
interior. Este foi caracterizado por possuir tegumento, musculatura dentro do parénquima que
separa a regido cortical da medular (caracteristica da ordem Cyclophyllidea), parénquima com
corpusculos calcérios basofilicos na regido mais periférica do parasito, rostelo evidente e
auséncia de pseudoceloma ou sistema digestivo. A parede do cisto era composta por tecido

conjuntivo fibroso e ao redor infiltrado histiolinfoplasmocitario (Figura 37).

Figura 37. Figado de roedores com hidatidose. (a) Cisto em corte longitudinal contendo o
estrobilocerco de Hydatigera taeniaeformis em seu interior (200um). (b) Estrobilocerco em
corte longitudinal evidenciando a musculatura dentro do parénquima que separa a regido
cortical da medular (ponta de seta) e corpusculos calcarios basofilicos na regido mais
periférica do parénquima (seta) (100um). (c) Maior aumento evidenciando o tegumento
(seta) e o rostelo (ponta de seta) (20um). (d) Parede do cisto composta por tecido conjuntivo
fibroso (TCF) e ao redor infiltrado histiolinfoplasmocitéario (IH) no paréngquima hepatico
(PH) (50um). Hematoxilina e eosina.



116

Comentarios:

A ordem Cyclophyllidea, que inclui 15 familias, € 0 maior grupo taxondmico entre 0s
cestodeos (Jones et al., 1994). A familia Taeniidae, que pertence a essa ordem, era composta
por dois géneros validos Taenia Linnaeus, 1758 e Echinococcus Rudolphi, 1801. Para algumas
espécies do género Taenia os mamiferos terrestres sdo essenciais para os ciclos de vida, com
membros da ordem Carnivora atuando principalmente como hospedeiros definitivos e suas
presas pertencentes as ordens Rodentia, Lagomorpha e Cetartiodactyla como hospedeiros

intermediérios (Bowman et al., 2002; Morand et al., 2006).

Estudos filogenéticos da familia Taeniidae tem sido amplamente realizados em nivel
familiar, genérico e especifico, sendo que, a maioria das analises moleculares tem se
concentrado na elucidacdo das relagdes dentro dos géneros Taenia e Echinococcus, devido a
sua importancia global na saide humana e veterinaria. Esses géneros apresentam espécies
causadoras de morbidade e mortalidade em humanos, perdas de producdo para animais
domeésticos e a ocorréncia de patdgenos com potencial zoondtico (Morand et al., 2006; Mifio et
al., 2012). Estudos sugerem que, o género Taenia € um grupo altamente diverso e que revisdes
taxondmicas sdo necessarias para realizar a correta classificacdo das espécies. (Lavikainen et
al., 2008; Jia et al., 2012)

Lamarck em 1816 colocou no género Hydatigera espécies que tinham felinos como
hospedeiros definitivos e a estrutura Unica do estrobilocerco como forma infectante para esses
hospedeiros. J& Wardle & McLeod em 1952 colocaram as seguintes seis espécies no género
Hydatigera: Taenia taeniaeformis, Taenia parva Baer, 1924, Taenia laticollis Rudolphi, 1819,
Taenia balaniceps Hall, 1910, Taenia lyncis Skinker, 1935 (sinonimizada com Taenia rileyi
Loewen, 1929 por Verster, 1969) e Taenia macrocystis (Diesing, 1850). Posteriormente,
Yamaguti em 1959 acrescentou Taenia krepkogorski Schultz & Landa, 1934 ao género.
Finalmente, Abuladze em 1964 redefiniu os membros de Hydatigera spp. da seguinte forma: T.
taeniaeformis, T. krepkogorski, T. rileyi e Taenia hyperborea von Linstow, 1905. Com base
nas filogenias moleculares resultantes de trabalhos recentes, foi proposto a retomada do género
Hydatigera com membros restritos a trés espécies: Hydatigera taeniaeformis (Batsch, 1786)
Lamarck, 1816, Hydatigera krepkogorski Schultz & Landa, 1934 e Hydatigera parva (Baer,
1926) Wardle & McLeod, 1952 (Nakao et al., 2013). Além disso, o estrobilocerco seria uma
possivel sinapormofia no género, que também é caracterizado por grandes ganchos rostelares e

uma estreita especificidade de hospedeiros, restrita a felideos e viverdes (familia Viverridae)
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como hospedeiros definitivos e roedores como hospedeiros intermedidrios. Em 2016,
Lavikainen et al., realizaram a descricdo de outra espécie que foi incluida no género,
Hydatigera kamiyai, em que os helmintos adultos foram recuperados do intestino delgado de

gatos domésticos e lince-euroasiatico na Finlandia e Japao.

Taxonomicamente, o helminto adulto tende a ser branco, corpo robusto e cerca de 15 a
60 cm de comprimento. O escolex tem duas fileiras de ganchos com cerca de 30 a 50 no total.
Cada uma das proglotes maduras possui uma Unica abertura genital lateral que ocorre
aleatoriamente em um lado de um segmento ou no outro (Okamota et al., 1995; Esfandiari &
Youssefi, 2010). No ciclo biolégico as proglotes terminais gravidas, cheias de ovos dos
helmintos adultos, presentes no intestino delgado dos felideos parasitados, sdo eliminadas nas
fezes ou saem ativamente pelo anus dos hospedeiros e podem ser encontradas no pelo dos
animais. Os roedores ingerem 0s ovos e as larvas eclodem no intestino, migram através da
parede intestinal e se desenvolvem para um estagio denominado estrobilocerco (Cysticercus
fasciolaris Rudolphi, 1808) no figado do roedor. Ao predar os roedores, os felideos ingerem os
estrobilocercos presentes no figado dos animais infectados, que se desenvolvem em adultos no

intestino delgado dos hospedeiros definitivos (Bowman et al., 2002; Mifio et al., 2013).

Essa espécie estd distribuida em todo o mundo, com relatos de felideos
parasitados nas Américas, Europa, Africa, india e Asia (Esfandiari & Youssefi, 2010;
Lavikainen et al., 2016). Embora H. taeniaeformis tenha uma ampla variedade de hospedeiros,
a maioria dos estudos o registrou em gatos domésticos e roedores sinantropicos, como Mus
musculus, Rattus rattus e Rattus norvegicus (lwaki et al., 1994; Lavikainen et al., 2016)
Entretanto, outras espécies ja foram relatadas como hospedeiros intermediarios, como
Clethrionomys rufocanus Sundevall, 1846 (lwaki et al., 1994), Apodemus
argenteus Temminck, 1844 (Okamoto et al., 1995), Myodes rufocanus Sundevall, 1846
(Okamoto et al., 1995), Bandicota bengalensis Gray, 1835, Meriones persicus Blanford, 1875
(Bowman et al., 2002), Apodemus sylvaticus Linnaeus, 1758 (Lavikainen et al., 2008), Akodon
azarae Fischer, 1829 (Mifio et al., 2013), Sciurus ingrami Thomas, 1901 ( Melo et al., 2018),
além de, lagomorfos e até mesmo humanos (Loos-Frank, 2000; Bowman et al., 2002). Assim
como outras espécies, também ja foram relatadas como hospedeiros definitivos além dos
felideos, o procionideo Procyon lotor Linnaeus, 1758 (Matoba et al., 2003), o canideo Vulpes

vulpes Linnaeus, 1758 (Loos-Frank & Zeyhle, 1982), cdes domésticos e humanos.


https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
https://en.wikipedia.org/wiki/10th_edition_of_Systema_Naturae
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Figura 38. Ciclo bioldgico de Hydatigera taeniaeformis (Freitas, 1982 modificado). 1. Presenca
do cestdédeo adulto no intestino delgado do hospedeiro definitivo. 2. Eliminacdo das proglotes
terminais gravidas pelo hospedeiro definitivo. 3. Ingestdo de ovos pelo hospedeiro intermediario. 4.
Migracgdo das larvas do intestino para o figado do hospedeiro intermediario. 5. Ingestdo do figado
contendo o0 cisto com o estrobilocerco pelo hospedeiro definitivo. 6. Ingestdo acidental pelos
humanos dos ovos de H. taeniaeformis desenvolvendo o cisto com o estrobilocerco no figado. 7.
Ingestdo acidental pelos humanos do estrobilocerco de H. taeniaeformis desenvolvendo o helminto
adulto no intestino delgado.
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A infecgdo humana por Hydatigera taeniaeformis foi relatada pela primeira vez, em
Buenos Aires, por Bacigalupo (1927), que acreditava que havia observado uma nova espécie,
a Taenia infantis Joyeux e Baer (1929), entretanto, mostraram posteriormente que T. infantis
era sinbnimo de H. taeniaeformis (= Taenia taeniaeformis). Spassky et al. (1968) apontaram a
infeccdo em um grupo de criangas e uma mulher de 55 anos do Japéo, que Morishita e Sawada
(1966) identificaram como espécies de Multiceps, mas que eram, de fato, H. taeniaeformis.
Outro registro foi realizado em 1998 no Sri Lanka por Ekanayake et al., em uma crianca de sete
anos. Ha também um registro da ocorréncia de cisticercose por T. taeniaeformis em humanos
por Sterba e Barus em 1976. Sendo assim, esses relatos demonstram a importancia de estudos
que indiquem riscos as popula¢des humanas susceptiveis, sobretudo em areas com condicdes

precérias de saneamento basico e elevada densidade de cées e gatos.
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Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) Blanchard, 1891 (Cyclophyllidea:
Hymenolepididae)

(Figuras: 39 e 40)

Hospedeiro: Necromys lasiurus Lund, 1841 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
mato; Cerradomys subflavus Wagner, 1842 (Rodentia: Cricetidae), nome comum: rato do
arroz; Rattus rattus Linnaeus, 1758 (Rodentia: Muridae), nome comum: rato de telhado

Sitio de infeccdo: Intestino delgado

Localizacdo: Parque Municipal Jacques Cousteau, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°58°26”S; 43°59°22”W) Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil (19°56°43”S; 43°54°42”W)

Espécimes: 4

Geral: Adulto com corpo dividido em escélex, seguido pelo pescoco e estrébilo segmentado.
Escolex com quatro ventosas e um rostelo desarmado no apice. Quando sexualmente maduro,
0 estrébilo consiste em vérias centenas de proglotes, ocupando aproximadamente os dois tercos
posteriores da estrutura contendo 6rgdos reprodutivos diferenciados. Hermafrodita, com
maturacdo sexual das proglotes protandrica, com os 6rgdos do sistema masculino se
desenvolvendo antes dos do sistema feminino. Proglotes terminais gravidas com embriées com
casca e apoliticas, se destacando do estrdbilo e se desintegrando para liberar os ovos. Corpo
segmentado externamente ou divisivel em uma serie de proglotes discretas. O tegumento, 0s
principais masculos longitudinais, os canais excretores e 0s corddes nervosos séo continuos de
uma proglote para outra ao longo de todo comprimento. A superficie livre do tegumento é
coberta por projecdes digitiformes nomeadas de microtriches. O rostelo é densamente coberto
por essas microtriches. Os poros genitais sdo unilaterais e encontrados em cada proglote.
Apresenta trés testiculos medulares dispostos mais ou menos em linha reta com um no lado do
poro genital e dois do lado oposto. Distalmente ao 06tipo o oviduto se torna Utero que consiste
em apenas um saco final cego, até todas as outras estruturas do aparelho reprodutor feminino
ter amadurecido. Com a producao de ovos, o Utero se estende para ambas as margens laterais
da proglote ocupando o espac¢o gerado pela desintegracdo dos orgaos reprodutores masculinos
e posteriormente os femininos. Nesse estagio, a proglote é composta pelo Utero cheio de ovos

que serdo liberados apos a desintegracdo da proglote gravida. Ovos ovoides ou ligeiramente
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com uma bainha externa estriada espessa e uma fina bainha interna. Oncosfera contém 6

ganchos localizados centralmente.

Figura 39. Espécime de Hymenolepis diminuta. (a) Excdlex evidenciando o rostelo sem ganchos e
trés ventosas (V). (b) Proglote madura evidenciando o poro genital lateral (PGL), o testiculo préximo
ao poro (TE), a vesicula seminal externa (VSE) e o0 ovario em desenvolvimento (DO). (c) superficie
livre do tegumento coberta por microtriches (setas). (d) Proglotes gravidas.
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Figura 40. Espécime de Hymenolepis diminuta com proglote gravida em maior
aumento evidenciando os ovos com a ooncosfera com ganchos.
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Identificacdo molecular:

Foram obtidos fragmentos de 596 pb para a amostra PMAG17 de um roedor do PMM e
de 603 pb para a amostra JC60 de um roedor do PMJC, como produto da amplificacdo usando
0 iniciador para o gene COI. Ao realizar a busca de similaridades no programa BLAST-N, o
sequenciamento dos espécimes apresentou grande similaridade com sequéncias ja depositadas

de Hymenolepis diminuta para o gene COIl. (Tabela 10).

Tabela 10. Similaridade resultante da analise pelo BLAST-N para duas sequéncias consenso
de 596 pb e 603 pb para COI obtida pelo sequenciamento das amostras de Hymenolepis diminuta
encontradas no presente trabalho.

Score
Amostra  Similaridade Regiao N°de acesso  E- value o Identidade
maximo
Cytochrome ¢
Hymenolepis oxidase subunit 503/577
PMAGL7 o H(CONgene,  y\o50044.1 00 652
diminuta partial cds; (87%)
mitochondrial
Cytochrome ¢
; idase subunit
Hymenolepis ~ °X! 507/583
JC60 o I (COI) gene,  JN252044,.1 0.0 652
diminuta partial cds; (87%)

mitochondrial
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Comentarios:

Os cestodeos da familia Hymenolepididae Railliet & Henry, 1909 apresentam como
caracteristicas um pequeno nuamero de testiculos (um a quatro), os poros genitais unilaterais,
grande vesicula seminal externa e a maioria das espécies sdo pequenas. Os helmintos dessa
familia parasitam aves, roedores, quirdpteros e alguns outros mamiferos (Arai, 1980; Burt,
1980). Foram descritas em torno de 230 e 620 espécies de himenolepidideos parasitando
mamiferos e aves respectivamente, sendo que algumas espécies que parasitam roedores sdo de
interesse para a salde publica, por apresentarem potencial zoonético, podendo causar doencas

graves em individuos imunossuprimidos (Foronda et al., 2011; Fitte et al., 2017).

Uma das espécies da familia que apresenta potencial zoon6tico é Hymenolepis diminuta
que parasita o intestino delgado de varias espécies de roedores e tem ampla distribuicdo mundial
(Burt, 1980). Esse parasito apresenta ciclo biolégico indireto que pode envolver insetos das
ordens Lepidoptera, Coleoptera e Siphonaptera como hospedeiros intermediarios. Diferentes
espécies de pulgas ja foram identificadas como hospedeiras de H. diminuta, como
Ctenocephalides canis Curtis, 1826, Ctenocephalides felis felis Bouché, 1835, Leptopsylla
segnis Schonherr, 1811, Monopsyllus anisus Rothschild 1907), Nosopsyllus fasciatus Bosc,
1800, Orchopeas howardii Baker, 1895, Pulex irritans Linnaeus, 1758 e Xenopsylla cheopsis
Rothschild, 1903 (Heicher & Gallati, 1978). A forma encontrada no hospedeiro intermediario
s&o larvas cisticercoides. O crescimento e o desenvolvimento da larva cisticercoide ocorrem na
hemocele do hospedeiro intermediario. A penetracdo da parede intestinal é independente da
metamorfose do hospedeiro e a larva em desenvolvimento é rodeada por uma cuticula fina de
dois a trés dias apds entrar na hemocele. O desenvolvimento, que depende da temperatura, pode
ocorrer em 5 dias a 37 ° C ou até 65 dias a 15 ° C (Burt, 1980). Ao ser ingerida pelo hospedeiro
definitivo, a larva cisticercoide da origem ao adulto jovem que, uma vez estabelecido no

intestino cresce e se desenvolve rapidamente.
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Figura 41. Ciclo biologico de Hymenolepis diminuta (Freitas, 1982 modificado). 1. Presenga do
cestodeo adulto no intestino delgado do hospedeiro definitivo. 2. Eliminagéo das proglotes terminais
gravidas pelo hospedeiro definitivo. 3. Desintegracdo das proglotes no ambiente e liberacdo dos
ovos. 4. Ingestdo dos ovos pelo hospedeiro intermediario (coledptero). 5. Migragdo das larvas do
intestino para a hemocele do hospedeiro intermediério e desenvolvimento da larva cisticercoide. 6.
Ingestdo do hospedeiro intermediario, contendo a larva cisticercoide, pelo hospedeiro definitivo. 7.
Ingestdo acidental pelos humanos do hospedeiro intermediério, contendo a larva cisticercoide de H.
diminuta, desenvolvendo o helminto adulto no intestino.

O primeiro relato de infeccdo por H. diminuta em humanos foi atribuido a Railliet e
Zschokke, que identificaram a espécie a partir de fragmentos depositados no Museu de Alfort
(Franca) antes de 1810. Quase um seculo depois, Deaderick (1906) revisou as primeiras 11
infeccbes humanas identificadas. Posteriormente, as revisdes realizadas por Riley e Shannon
(1922) e Burt (1980) relataram 61 e 202 casos humanos em todo o mundo, respectivamente.
Além disso, Chandler (1922), Margono (1989) e Wiwanitkit (2004) revisaram 0S €asos
registrados nos Estados Unidos, Indonésia e Tailandia (Pati-May et al., 2019). Em contraste
com a espécie Hymenolepis nana Siebold, 1852, outro cestddeo que causa a himenolepiase, no

qual foram identificados mais de 175 milhdes de casos da doencga causada por essa espécie,
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foram descritos apenas algumas centenas de pessoas infectadas com H. diminuta (Yang et al.,
2017) Entretanto, ambas as parasitoses compartilham algumas caracteristicas epidemioldgicas,
como maior prevaléncia em criangcas de areas marginalizadas com habitos de higiene e
condicdes sanitarias precarias e alta densidade populacional (Martinez-Barbabosa et al., 2012).
Consequentemente, a himenolepiase é uma doenca zoondtica negligenciada em humanos
causada pelos cestodeos H. nana e H. diminuta, sendo globalmente difundidos, mas endémicos
na Asia, Sul e Europa Oriental, América Central e do Sul e Africa (Thompson, 2015). O mais
recente levantamento de infecgdes humanas por H. diminuta, demonstra que foram relatados
casos em 80 paises ao redor do mundo de 1810 a 2018. A maioria dos casos foram relatados
nas Américas (n = 815), sudeste da Asia (n = 226) e no Mediterraneo oriental (n = 210), com o
Brasil exibindo 140 casos. No entanto, considerando apenas os relatorios recentes (2000-2018)

0 Brasil apresentou 53 casos (Panti-May et al., 2020).

Geralmente, os casos humanos sdo assintomaticos. No entanto, humanos infectados com
esses parasitos podem apresentar sintomas clinicos leves, principalmente diarreia, dor
abdominal, anorexia e manifestacdes gastrointestinais vagas. Entretanto, a infeccdo por H.
diminuta pode causar doencas graves, até mesmo condic¢des de risco de vida em individuos

imunossuprimidos (Yang et al., 2017).
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Rhopalias coronatus (Rudolphi, 1819) Stiles & Hassall 1898 (Digenea: Echinostomatidae)

(Figuras: 42 e 43)

Hospedeiro: Didelphis albiventris Lund, 1840 (Didelphimorphia: Didelphidae), nome comum:
gambaé de orelha branca

Sitio de infeccdo: Intestino delgado

Localizagédo: Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
(19°56°43”S; 43°54°42”W)

Espécimes: 4

Geral: Corpo alongado. Porcdo anterior mais larga, separada da por¢do posterior por uma
ligeira constricdo que se inicia ao nivel do acetabulo. Corpo recoberto por espinhos que se
estendem até proximo a extremidade distal. Comprimento 2,61 — 3,5 (3,14 £ 0,41) mm. Largura
0,54 - 0,68 (0,63 = 0,06) mm. Grupo de cerca de 18 espinhos na regido dorsal da ventosa oral.
Extremidade anterior com duas probdscidas retrateis de comprimento 0,27 — 0,53 (0,43 £ 0,120)
mm e largura 0,08 — 0,1 (0,09 + 0,01) mm. Ventosa oral subterminal com 0,1 - 0,19 (0,14 £
0,04) mm de comprimento e 0,1 — 0,16 (0,12 + 0,03) mm de largura. Acetabulo 0,28 — 0,38
(0,33 £ 0,04) mm de comprimento e 0,22 — 0,27 (0,24 + 0,02) mm de largura. Aparelho
digestivo representado pela boca com abertura no meio da ventosa oral seguida por uma faringe
com a porcao final musculosa 0,17 — 0,27 (0,23 +£0,04) mm de comprimento e 0,07 — 0,083 (0,8
+ 0,01) mm de largura. Em seguida um curto eséfago e o0s cecos com bifurcagdo préxima ao
acetabulo atingindo a extremidade posterior. Abertura genital situada logo acima do acetabulo.
Bolsa do cirro grande e claviforme, iniciando ao nivel do ovéario e desemboca no poro genital
com 0,67 — 0,9 (0,79 = 0,1) mm de comprimento e 0,13 — 0,24 (0,19 + 0,05) mm de largura.
Aparelho reprodutor constituido de ovério esférico e pré-testicular com 0,14 — 0,18 (0,16 *
0,02) mm de diametro. Utero pouco desenvolvido indo da zona ovariana a regido do poro
genital. Dois testiculos de bordas irregulares, um atras do outro posteriores ao ovario. Testiculo
anterior 0,18 — 0,24 (0,22 + 0,03) mm de comprimento e 0,26 — 0,35 (0,31 +0,04) de largura.
Testiculo posterior 0,31 — 0,47 (0,39 = 0,07) mm de comprimento e 0,22 — 0,31 (0,26 + 0,04)
mm de largura. Foliculos vitelinicos extra e inter-cecais, ocupando toda a regido pos-testicular.
Vesicula excretora com abertura na extremidade posterior do corpo, através do poro excretor.
Ovos operculados, de casca fina e lisa com 92,11 — 100,96 (95,43 £ 2,38) mm de comprimento
e 50,32 — 58,6 (54,7 + 2,12) mm de largura.



Figura 42. Espécime de Rhopalias coronatus. Adulto de corpo inteiro evidenciando
as proboscidas retrateis (PR), a ventosa oral (VO), a faringe (F), o acetabulo (A) a bolsa
do cirro (C), o ovario (O), o testiculo anterior (TA), o testiculo posterior (TP) e os
foliculos vitelinicos ocupando toda a regido pds-testicular (FV). Imagem em
microscopio estereoscopio em 16X.
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100 pm

Figura 43. Espécime de Rhopalias coronatus. Maior aumento evidenciando: (a) a ventosa oral
(VO); (b) a bolsa do cirro grande e claviforme (C); (c) o ovario esférico e pré-testicular (O); (d) os
dois testiculos de bordas irregulares, testiculo anterior (TA) e testiculo posterior (TP) um atras do
outro posteriores ao ovario.
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Comentarios:

As espécies do género Rhopalias (Rudolphi, 1819) séo parasitos do intestino delgado
de marsupiais das regides Neartica e Neotropical (Haverkost & Gardner, 2008; Fernandes et
al., 2015).

Stiles & Hassall em 1898, propdem para um grupo de helmintos 0 nome Rhopalias. Em
1901, Braun faz um estudo do género descrevendo Rhopalias baculifer. Além disso Chandler,
em 1932, descreve uma nova espécie Rhopalias macracanthus, parasita de marsupial na
américa do Norte. Ao rever o género em 1938, Hearin descreve Rhopalias louisiana, parasita
de Didelphis virginiana Kerr, 1792. Caballero, Bravo Hollis & Cerecero em 1944, relatam as
espécies R. coronatus e R. macracanthus em marsupiais no México, mostrando que essas
espécies podem ter uma ampla distribuicdo geografica. Dois anos depois, Caballero relata
Rhopalias horridus na Guatemala. Em 1951, Wolfgang relata R. coronatus em Trinidad e
publica uma chave para a determinacdo das espécies do género. Logo depois, redescrevendo R.
coronatus em 1958, Sandars publica um mapa da distribuicdo geografica e um quadro
comparativo das espécies, que também foi feito por Caballero & Montero Gei incluindo os
hospedeiros. Prod’Hon em 1968, descreve Rhopalias dobbini como nova espécie do Brasil.
Posteriormente, no trabalho “Trematdodeos do Brasil”, Travassos, Freitas & Kohn, em 1969,
reproduzem as descricdes e as figuras das espécies brasileiras de Rhopalias segundo Braun,
1901. Em 1972, Gomes & Vicente fazem uma revisdo do género incluindo espécies que
parasitam marsupiais desde o Uruguai até o sul dos Estados Unidos. Finalmente, a Gltima

revisao do género foi realizada por Haverkost & Gardner em 2008.

De acordo com Haverkost & Gardner (2008), R. coronatus se distingue das outras
espécies, pela presenca de, entre 3 e 11 espinhos orais, visiveis dentro dos sacos tentaculares,
gue se estendem muito além da margem posterior da faringe. No Peru, R. coronatus foi
registrado em quatro hospedeiros marsupias. Esta espécie também foi registrada na Argentina,
Bolivia, Brasil, Costa Rica, Equador, México, Paraguai e Venezuela (Acosta-Virgen et al.,
2015; Fernandes et al., 2015; Rodriguez-Ortiz et al., 2004).
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10. DISCUSSAO

Os resultados apresentados demonstram que 0 nimero de espécies de pequenos
mamiferos capturadas nos dois parques foram diferentes, sendo cinco espécies no Parque das
Mangabeiras e quatro no Parque Jacques Cousteau. Um nUmero baixo, se comparado com
outros estudos em &reas de Mata Atlantica, bioma presente nos dois parques, que variam
normalmente entre 8 e 23 espécies (Pardini & Umetisu, 2006; Cardoso et al., 2021). Ambos 0s
parques pesquisados representam fragmentos de floresta Atlantica em meio a uma area
densamente urbanizada e ampla. Este fato justifica 0 menor nimero e diversidade de espécies
de animais capturados em comparacdo a esses estudos. Nesse contexto, os fragmentos
florestais, representados pelos parques urbanos na cidade de Belo Horizonte, onde os pequenos
mamiferos foram capturados, apresentam areas pequenas de florestas para algumas espécies
persistirem, ou esses fragmentos sdao muitos distantes uns dos outros para essas espécies se
deslocarem, resultando em um longo processo de decomposi¢do em diversidade residual do
habitat remanescente (Krauss et al., 2010; Morris, 2010). Outro fator importante que afeta a
riqueza e composicao das espécies sdo, os efeitos de borda que podem alterar o microclima
desses fragmentos (Ewers & Didham 2006). Esses fatores associados, podem justificar a baixa
diversidade de espécies capturadas. No caso do PMM, que apresenta uma area de floresta,
composta por dois biomas, Cerrado e Mata atlantica, maior e mais preservada, além de ter
corredores de mata que liga o parque a outras areas florestadas, a diversidade de espécies foi
maior que no PMJC. Um exemplo é a presenca de mamiferos de médio porte como os quatis
(Nasua nasua), espécie simbolo do parque (Hemetrio, 2007) e a cuica M. incanus, espécie
endémica do Brasil, na Mata Atlantica, encontrada nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Gardner, 2007). Essa espécie de cuica, é negativamente
afetada por mudancas na paisagem natural, sendo sensivel a fragmentacao da paisagem (Rocha
& Louzada, 2011). Estudos mostram que a espécie ocorre nas areas florestadas e corredores de
mata e sua ocorréncia diminui nas bordas e em especial nos fragmentos pequenos, sendo
fortemente dependente das florestas (Pardini et al., 2005; Umetsu & Pardini, 2007; Rocha &
Louzada, 2011). Diante disso a captura de M. incanus no PMM ¢é justificada, ja que o parque
tem areas de floresta mais preservadas, com a presenca de nascentes e corredores de mata,
diferente do PMJC, no qual a espécie ndo foi capturada, que apresenta uma pequena area

florestada, sem corredores de mata, sofrendo mais com os efeitos de borda.

Por outro lado, os gambas (D. albiventris e D. aurita), por serem frugivoros/onivoros e

oportunistas, se adaptam mais facilmente a diferentes ambientes, apresentando alta sinantropia,
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convivendo com 0s humanos no meio rural e nas cidades, onde sdo cada vez mais frequentes
(Castro et al., 2017). Essas caracteristicas associadas ao uso generalista do habitat (Junior &
Leite, 2007) tornam essas espécies abundantes, com altas densidades populacionais,
principalmente em areas préximas a habitacbes humanas (Gentile et al., 2000), tornando os
gambas animais silvestres sinantrépicos (Teodoro et al., 2019). Ambas as espécies sdo
adaptadas e podem ser encontradas em areas antropicas. Entretanto, D. albiventris € a mais
comumente encontrada, tanto no nivel do solo quanto no dossel das arvores (Cerqueira & Tribe,
2007). Semelhantemente ao relatado, no PMM as duas espécies de gambas foram capturadas.
Entretanto, D. albiventris foi mais capturada na trilha 3, area mais antropizada do parque,
proxima a Vila Marcola. Quanto ao D. aurita, a maioria dos animais foram capturados na trilha
2, area de mata mais preservada do parque, proxima a nascentes. Sugerindo uma maior
preferéncia de D. albiventris a areas mais antropizadas, quando comparado com D. aurita em
um mesmo fragmento. No PMJC apenas a espécie D. albiventris foi capturada. O que reforca
a capacidade desses animais de se adaptarem a fragmentos pequenos e altamente antropizados.

No que se refere aos roedores, duas espécies silvestres foram capturadas nos dois
parques, N. lasiurus e C. subflavus. O roedor N. lasiurus possui habitos terrestres e prospera
em vérios biomas, incluindo Cerrado, Caatinga, Pantanal e areas abertas da Mata Atlantica,
onde é considerado uma espécie invasora (Reis et al., 2011; Costa et al., 2019). Essa espécie s6
foi capturada na area de transicdo Cerrado e Mata Atlantica no PMM e foi mais capturada na
area de Cerrado e pastagens variadas no PMJC, corroborando com estudos que demonstram
que a espécie tem preferéncia em habitar areas de Cerrado (Becker et al., 2007; Costa et al.,
2019). Além disso, N. lasiurus pode atuar como uma espécie oportunista, ocorrendo em Varios
ambientes perturbados, incluindo fragmentos florestais, peridomicilios e areas rurais (Gentile
& Fernandez, 1999; Olifiers et al., 2005). Nessas areas, a espécie pode se reproduzir de forma
ampla, uma modificacdo de comportamento que tem sido diretamente associada a doengas
zoonoticas (Suzuki et al., 2004; Limongi et al., 2013; Oliveira et al., 2014), sendo a espécie
conhecida por ser um importante reservatério de Hantavirus (Limongi et al., 2013; Oliveira et
al., 2014) e Arenavirus (Fernandes et al., 2015; Sabino-Santos et al., 2016), e podendo atuar
como um reservatorio/hospedeiro de Trypanosoma cruzi (Orozco et al., 2014). Esse
comportamento pode estar associado a um maior numero de animais capturados no PMJC (n=
34), comparando com 0 PMM (n=4), j& que o primeiro parque € um ambiente mais perturbado
com uma maior oferta de alimentos proximo a area que a espécie habita e, ja no PMM a area

habitada é mais distante dos bairros e construgcdes, e menos antropizada.
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A outra espécie silvestre capturada, C. subflavus, ocorre no cinturdo de vegetacdo aberta
que atravessa a América do Sul, do nordeste do Brasil ao sudeste da Bolivia e noroeste do
Paraguai (Patton et al., 2015). Os biomas Caatinga, Cerrado e Chaco formam essa area, também
conhecida como “diagonal seca” (Costa, 2003). No entanto, essa espéecie esta
predominantemente associada a habitats florestais que ocorrem em toda esta regido, incluindo
matas de galeria, manchas de floresta semidecidua Umida (brejos) e savanas florestais
(cerraddo) (Patton et al., 2015). A associacdo dos dois biomas, Cerrado e Mata Atlantica nos
dois parques estudados, € o que pode estar permitindo a sobrevivéncia da espécie nesses
fragmentos. No PMM os animais foram capturados na area de transicdo Cerrado e Mata
Atlantica e no PMJC foram mais capturados na area mais aberta com forragens variadas. No
entanto, essa especie também apresenta habitos generalistas e estd associada a ambientes

antropizados, no qual foram capturados no presente estudo.

O rato-preto (R. rattus) € uma espécie exdtica introduzida nas Américas durante o
periodo de colonizacdo (Caldart et al., 2017). E também conhecido como rato de telhado devido
a habilidade para escalar, frequentando forros de casas e escalando paredes facilmente, sendo
predominante na maioria das areas rurais do Brasil e apresentando alta distribuicdo em centros
urbanos (Olifiers et al., 2005). Essa espécie é introduzida nos fragmentos florestais nas cidades
ao longo do processo de urbanizacdo e a presenca de moradias humanas proximas a esses
habitats naturais, influéncia a presenca desses animais nesses locais, ja que R. rattus € uma
espécie exdtica, cuja ocorréncia esta diretamente relacionada aos assentamentos humanos e nao
é capturada em florestas primarias nas regiGes neotropicais (Emmons & Feer, 1997). Sendo
assim, podemos associar a presenca de R. rattus no PMJC e o fato de ter sido a espécie mais
capturada (n= 39), com a relacdo desses animais com a populacdo humana, visto que o parque
estd completamente inserido no Bairro, muito préximo de residéncias, comércio, escola e
hospital. J4 no PMM, uma é&rea de mata maior e mais preservada, a espécie ndo foi capturada,
0 que seria justificado nas trilhas um e dois, mas que em relacdo a trilha trés, area mais
antropizada do parque e muito proxima a residéncias e deposito de lixo, seria esperado que a
especie fosse capturada. Sendo assim, podemos inferir que um dos motivos da especie ndo ser
capturada nessa trilha seria a realizacdo de controle de roedores na Vila Marcola que ¢ feita
periodicamente pelos Agentes de Combate a Endemias da Prefeitura de Belo Horizonte
(Prefeitura de Belo Horizonte, 2021).

A ocorréncia de roedores sinantropicos comensais, como 0 R. rattus, e seus parasitos,

pode ter um grande impacto na estrutura das comunidades de mamiferos residentes e, suas
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relagOes parasito-hospedeiro, pode eventualmente, modificar os ciclos de transmisséo de muitos
agentes etioldgicos (Bush et al., 2001). Nesse cenario, como é o caso do PMJC, os ratos, muitas
vezes altamente competentes para a transmissdo de certos agentes, até mesmo 0s zoonoticos
(Bruno & Bard, 2012; Herrera et al., 2008; Sales et al., 2010), podem transmiti-los as espécies
nativas, como os roedores C. subflavus, N. lasiurus e em alguns casos para D. albiventris, um
processo conhecido como spillover. Em contrapartida, as espécies invasoras também podem
adquirir novos parasitos de espécies silvestres, o que pode resultar no aumento da abundancia
desses parasitos e de um aumento da probabilidade de nova infeccdo das espécies nativas,
processo conhecido como spillback (Poulin, 2018). No caso do PMJC ocorre o
compartilhamento de espécies de helmintos entre as duas espécies de roedores silvestres e R.
rattus como Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica) e Nippostrongylus brasiliensis
recuperadas dos trés hospedeiros, e estrobilocercos de Hydatigera taeniaeformis, recuperados

dos ratos e N. lasiurus.

Em relacdo a Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica), a transmissdo humana em
areas urbanas esta relacionada com a presenca de ratos (R. rattus e Rattus norvegicus) e com as
condicBes higiénicas e sanitarias precarias, com ingestdo de ovos presentes no solo ou em
ambientes contaminados (Gongalves et al., 2012; Moreira et al., 2013; Fuherer, 2014). As trés
espécies de roedores capturadas no PMJC fazem parte do ciclo desse parasito, com prevaléncia
média de infeccdo de 26,6%. De acordo com estudos publicados em roedores, as caracteristicas
como a alta prevaléncia de infeccdo natural, a rapida mudanca populacional e o habito de
canibalismo podem explicar a elevada transmissdo do parasito entre esses roedores e seu
envolvimento na contaminacdo ambiental por ovos (Leslie & Deplazes, 2005; Fueher et al.,
2011). A presenca de animais domésticos (cédes e gatos) também pode contaminar o solo com
fezes infectadas, apos esses animais predarem pequenos roedores, carcacas ou figado infectado
de outros mamiferos. A participacdo dos animais domésticos nos ciclos domiciliares ainda ndo
estd bem definida (Gongalves et al., 2012). Um indicativo de que no PMJC ocorre a presenca
de cées e gatos, seria a infecgdo por estrobilocerco de H. taeniaeformis nos R. rattus e N.
lasiurus que tem prevaléncia média de 18,6%, e que tem como hospedeiros definitivos felideos,
incluindo os gatos domésticos e os cédes (Loos-Frank & Zeyhle 1982; Lavikainen et al., 2016).
Além disso, foram encontrados dois animais coinfectados com os dois parasitos, sendo um R.
rattus e um N. lasiurus. Da mesma forma, H. taeniaeformis, pode parasitar humanos, sobretudo
em locais com condigdes precérias de saneamento basico e elevada densidade de caes e gatos

(Sterba & Barus, 1976). O contato frequente com animais domesticos e uma populacéo de ratos
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circundante, foi relatado por varios autores (Silverman et al., 1973; Choe et al., 1993; Camargo
et al., 2010). Cochrane et al. (1957) relataram alta infeccdo em um roedor (Mastomys
natalensis) capturado na casa de um paciente com capilariase hepatica, e Juncker-Voss et al.
(2000) encontraram esse nematodeo no figado de camundongos capturados no jardim zoologico
de Viena — Austria, onde dois funcionarios foram testados positivos para anticorpos contra
Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica). A geofagia é um risco especial para criancas.
Os habitos alimentares de areia, terra e sujeira foram documentados por varios autores em
criancas com capilariase hepatica (Cochrane et al., 1957; Calle, 1961; Silverman et al., 1973).
A dindmica da transmissdo de Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica) e de H.
taeniaeformis e os fatores de risco associados, demonstram a importancia de maiores estudos e
0 acompanhamento das populagdes de roedores e animais domésticos no PMJC, para realizacao
de planos de manejo para o parque e educacdo ambiental e sanitaria para a populacdo do

entorno, com objetivos de reducgéo do risco de infeccdo para os moradores e visitantes.

A fibrose septal causada por Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica) em
roedores ja foi descrita em diferentes trabalhos, sendo que geralmente a identificacdo da espécie
é realizada através da descricdo histopatologica da lesdo provocada no figado e pelas
caracteristicas histopatoldgicas dos adultos e ovos (Gotardo et al., 2003; Barbosa et al., 2010;
Dubey et al., 2018). Devido a impossibilidade de recuperacdo de espécimes adultos, a
identificacdo da espécie no presente estudo seguiu 0s mesmos critérios, jA que as lesdes
macroscopicas e microscépicas descritas foram compativeis com a de estudos realizados

anteriormente.

Diferente das outras espécies que apresentam potencial zoonoético, que foram
recuperadas apenas no PMJC, o cestddeo Hymenolepis diminuta foi recuperado de roedores dos
dois parques. No PMM um N. lasiurus e um C. subflavus, capturados na mesma trilha estavam
parasitados. J& no PMJC foram quatro R. rattus, capturados na trilha 1 e um na trilha 2, dois C.
subflavus capturados na trilha 2 e 10 N. lasiurus também capturados na trilha 2. Os hospedeiros
definitivos mais comuns de H. diminuta s&o ratos sinantropicos, como Rattus norvegicus e R.
rattus. Entretanto, esse cestodeo também foi relatado em cées, primatas ndo humanos, outras
espécies de roedores, entre outros mamiferos selvagens (Burt, 1980). Esse parasito foi
encontrado em R. norvegicus e R. rattus em diferentes tipos de ambientes, mas principalmente
proximo de assentamentos humanos. A presenca de roedores nas residéncias de pacientes com
H. diminuta foi relatada em poucos estudos (Watwe & Dardi, 2008; Rivero et al., 2009; Rohela
et al., 2012; Kalaivani et al., 2014; Sungkar et al., 2017), mas apenas Fisher (1934) e Alvarez-
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Fernéndez et al. (2012) encontraram o parasito em ratos que habitam as casas das familias dos
pacientes. Ainda ndo esta claro como os humanos adquirem a infecgdo. Dado que, a maioria
dos casos de infeccdo por H. diminuta foi relatada em criangas, uma hipdtese seria a de que elas
podem adquirir a infeccdo através da ingestdo de insetos, enquanto a infec¢do em adultos pode
ocorrer por ingestdo involuntaria de alimentos contaminados com insetos infectados, ou pela
ingestdo voluntaria de insetos comestiveis, em paises onde ocorre essa pratica (Panti-May et
al., 2020).

As possiveis justificativas para a presenca de duas espécies com potencial zoon6tico
apenas no PMJC e, no caso de H. diminuta, um maior nimero de roedores parasitados, pode
ser devido a grande diferenca de roedores eutanasiados nos dois parques, sendo 14 no PMM e
102 no PMJC e a presenca do roedor sinantrépico R. rattus, ja que ndao houve diferencas no
periodo amostral nos dois parques, e no caso do PMM que apresenta uma &rea maior que a do
PMJC, foi feito um transecto a mais com um numero maior de armadilhas distribuidas. Como
ja foi demonstrado, as espécies mais generalistas de pequenos mamiferos, como € o caso das
encontradas no presente estudo, se adaptam as condi¢cfes adversas dos parques urbanos e usam
seus recursos, como alimentacéo, abrigo e a auséncia de predadores naturais para se tornarem
abundantes localmente (Vieira & Monteiro-Filho, 2003; Pardini et al., 2005; Verberk, 2011).
Assim, essas comunidades podem se tornar restritas a um pequeno nimero de espécies, como
é o caso dos dois parques, aumentando significativamente suas densidades populacionais
(Ruedas et al., 2004; Carroll et al., 2005; Mills, 2006), como é o caso do PMJC que apresenta
uma area menor, sem corredores de mata e sofre de uma maior pressdo antropica quando
comparado com o PMM. Outro fator importante, € a presenca do roedor sinantrépico R. rattus
no PMJC que é citado como um importante hospedeiros das trés espécies zoonoticas relatadas.
Essa espécie de rato, que pode transitar entre 0 ambiente de mata e o bairro, pode estar mantendo
o ciclo desses parasitos, transmitindo para as outras espécies de roedores, devido ao maior

contato entres elas, favorecido pela alta densidade populacional.

As outras espécies descritas nesse trabalho, sdéo comumente relatadas parasitando os
pequenos mamiferos, a maioria sem causar doenca, sendo essa caracteristica relada em
Physaloptera bispiculata, no qual os helmintos adultos sdo hemat6fagos podendo causar
gastrite catarral ou hemorragica e anemia (Urquhart et al., 1998; Fortes, 2004). Dos parasitos
em que a identificacdo completa ndo foi concluida, apenas Trichuris sp. apresenta espécies que

podem parasitar humanos. Sendo assim, a correta identificagdo nos dois parques que
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apresentam roedores parasitados é necessaria para avaliar a ocorréncia de parasitos que podem

ser um risco para a populagdo do entorno e visitantes.

A presenca de roedores sinantropicos em parques urbanos vem sendo descrita em varios
paises, além da ocupacdo desses espacos por espécies generalistas, que de certa forma acabam
participando do ciclo de diferentes agentes com potencial zoonético. Os programas de controle
de roedores no Brasil se concentram principalmente no R. norvegicus, cuja presenca esta
associada a leptospirose, devido a alta densidade populacional dessa espécie de rato, grande
populacdo humana de baixa renda, méas condi¢BGes sanitarias e constantes inundagdes em
algumas areas. Em algumas propriedades, como escolas, creches e outros prédios publicos, a
espécie R. rattus também é controlada (Babolin et al., 2016). No caso do PMJC, a presenca de
R. rattus em alta densidade populacional precisa ser monitorada, sendo o programa de controle
de roedores estendido para essa regido. Além disso, 0 monitoramento das espécies silvestres
também se torna necessario, ja que elas também participam do ciclo das espécies de helmintos

gue apresentam potencial zoondtico relatadas nesse estudo.

Os resultados obtidos nesse capitulo demonstram a importancia da pesquisa realizada
em fragmentos de matas dentro dos centros urbanos e do monitoramento dos animais que
habitam esses locais, devido a capacidade dessas espécies de hospedar agentes com potencial
zoonotico, aumentando o risco de transmissdo de doencas para a populacdo humana. Uma
atencdo especial deve ser dada as espécies sinantropicas e de animais domesticos, pela maior

proximidade desses animais com a populagdo que reside no entorno desses parques.
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11. CONCLUSAO

e Addiversidade de espécies de pequenos mamiferos capturadas no Parque Municipal das
Mangabeiras e Parque Municipal Jacques Cousteau foi baixa, sendo a maioria delas

espécies generalistas.

e A espécie exotica e sinantropica R. rattus foi capturada apenas no Parque Municipal
Jacques Cousteau, sendo a espécie mais capturada, com total de 39 animais.

e Os pequenos mamiferos do Parque Municipal das Mangabeiras e Parque Municipal
Jacques Cousteau sdo parasitados por helmintos do filo Nematoda e das classes Cestoda

e Trematoda.

e Foram identificadas trés espécies que apresentam potencial zoonético no Parque
Municipal Jacques Cousteau, Calodium hepaticum (sin. Capillaria hepatica),
Hydatigera taeniaeformis e Hymenolepis diminuta, que também foi identificada no
Parque Municipal das Mangabeiras.
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CAPITULO I

ACHADOS TAXONOMICOS, MOLECULARES E PATOLOGICOS DO CICLO
NATURAL E CICLO EXPERIMENTAL DE Angiostrongylus cantonensis
RECUPERADO DE Rattus rattus E Achatina fulica NO PARQUE MUNICIPAL
JACQUES COUSTEAU EM BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS.
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12. INTRODUGCAO
12.1. Caracteristicas gerais da espécie Angiostrongylus cantonensis

Angiostrongylus cantonensis Chen, 1935, é um nematdédeo que pertence ao filo
Nematoda, superfamilia Metastrongyloidea Lane, 1917, familia Angiostrongylidae Boehm &
Gebauer, 1934 e género Angiostrongylus Kamensky, 1905. Esse agente, causa a
meningoencefalite eosinofilica em humanos e foi descrito pela primeira vez parasitando as
artérias pulmonares de Rattus rattus e Rattus norvegicus em Cantdo, China por Chen (1935).
Foi originalmente descrito como Pulmonema cantonensis e posteriormente foi colocado no
género Angiostrongylus por Dougherty (1946) (Barratt et al., 2016). A primeira descri¢cdo em
humanos foi feita por Nomura & Lin em Taiwan, em um homem no ano de 1945. O parasito
foi encontrado no liquido cefalorraquidiano do paciente com meningite, referéncia que
permaneceu praticamente despercebida. A identificacdo de Chitwood, em 1961, que
estabeleceu que era de fato A. cantonensis o organismo causador da meningoencefalite
eosinofilica (Alicata & Jindrak, 1970). Esse é o agente etiologico de mais de 2.877 casos
humanos de meningite eosinofilica em todo o mundo, ganhando reconhecimento como uma

zoonose emergente (Wang et al., 2012).

Apoés a primeira descrigdo, esse helminto se dispersou por varias ilhas no Pacifico,
através de ratos naturalmente infectados em containers vindos da Asia (Diaz, 2008). Os
crescentes fluxos de comércio e turismo global, bem como a disseminacdo de habitos e
costumes entre 0s paises, permitiram a dispersdo dos hospedeiros definitivos e intermediarios
de A. cantonensis em varios continentes como na Australia, Africa e nas Américas (Foronda et
al., 2010; Maldonado et al., 2012; Moreira et al., 2013). No Brasil, ja foi descrito no Espirito
Santo, Pernambuco, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Amazonia (Caldeira et al., 2007; Lima et al., 2009; Maldonado et al., 2010; Espirito-Santo et
al., 2013; Moreira et al., 2013; Morassultti et al., 2014).

Os helmintos adultos de A. cantonensis apresentam um corpo filiforme em ambos os
sexos, afunilando na extremidade anterior. As fémeas sdo maiores e mais robustas que 0s
machos. Ambos os sexos apresentam abertura oral simples, circular e cercada por seis papilas.
O esdfago e claviforme e 0 poro excretor é posterior ao esdfago. Ja o anel nervoso se localiza
na metade anterior do eséfago. Nos machos, a bolsa copuladora (6rgao copulador masculino) é
pequena e levemente assimétrica. Os raios ventroventrais S40 menores que 0S raios

ventrolaterais, com uma origem comum, bifurcando na metade proximal e ndo alcangando as
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margens bursais. Os raios laterais surgem de um tronco comum, com o raio ventrolateral sendo
em forma de fenda e menor do que os outros raios laterais. O raio mediolateral direito é mais
fino do que o raio mediolateral esquerdo, com o raio mediolateral direito e posterolateral
bifurcando no meio do tronco e o raio mediolateral esquerdo e laterolateral no terco distal. O
raio dorsal é espesso, bifurcando em trés ramos, com raio externodorsal digitiforme separado
na base. O gubernaculo esta presente. Na fémea, a tuba uterina é em aspiral com o intestino
cheio de sangue, sendo facilmente visivel através da cuticula transparente. A abertura da vulva
é proxima a abertura do anus e da ponta da cauda curta (Chen,1935; Alicata & Jindrak, 1970;
Maldonado et al., 2012).

Entretanto, os nematodeos do género Angiostrongylus sdo muito conservados
morfologicamente, fazendo com que a identificacdo correta, baseada apenas nas caracteristicas
morfolégicas, muitas vezes se torne inconsistente, uma vez que a descricdo morfoldgica e
morfométrica pode ser influenciada pelo hospedeiro. (Santos, 1985; Ubelaker, 1986; Blouin et
al., 1998; Gasser & Newton, 2000). Desta forma, a analise molecular vem sendo empregada
para a identificacdo das espécies, permitindo a identificacdo de organismos através da analise
de um pequeno segmento do genoma, representando uma abordagem promissora para o
diagndstico da diversidade bioldgica (Blouin, 2002; Hebert et al., 2003). Marcadores genéticos
sdo amplamente usados para identificacdo de parasitos, tanto para discriminacdo molecular de
espécies complexas, assim como para o grau de parentesco entre as mesmas. A amplificacdo
por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) de segmentos de DNA ribossomal nuclear ou DNA
mitocondrial tem sido uma abordagem frequentemente utilizada para a identificacdo do taxon
gue se deseja estudar (Anderson, 2001; Yong & Eamsobhana, 2013; Barbosa et al., 2020).

12.2. Ciclo Bioldgico de A. cantonensis

O ciclo biologico de A. cantonensis é indireto, tendo moluscos como hospedeiros
intermediarios e roedores como hospedeiros definitivos. Os adultos machos e fémeas, vivem
em ramos da artéria pulmonar e coracdo dos hospedeiros definitivos. As fémeas sdo oviparas e
realizam a postura dos ovos unicelulares que sdo levados pela corrente sanguinea até os
capilares dos pulmdes, onde se alojam formando émbolos. Apos seis dias 0s ovos se tornam
embrionados, até se desenvolverem as larvas de primeiro estadio (L1) que rompe a casca, entra

nos espacos alveolares dos pulmdes e sdo carreadas até o sistema respiratorio superior e faringe,



142

onde sdo deglutidas e sequentemente eliminadas com as fezes, aproximadamente 6 a 8 semanas
apos a infeccdo (Alicata & Jindrak, 1970; Wang et al., 2012)

A infeccdo do molusco, hospedeiro intermediario, ocorre pela ingestdo das L1 ou por
penetracdo ativa na superficie do corpo do molusco. Apos a infeccdo, as L1 migram para a
musculatura ou outras partes e ficam quiescentes. Em alguns dias aumentam em comprimento
e largura e o intestino grosso assume uma aparéncia escura. Em cerca de uma semana as larvas
passam pela primeira muda, com retencdo da cuticula da L1. Apos cerca de mais uma semana,
qguando o metabolismo do alimento armazenado termina, elas passam pela segunda muda
ocorrendo a fusdo das duas cuticulas. Com a conclusdo da segunda muda, as larvas atingem o
terceiro estadio (L3) e se tornam infectantes. O tempo para atingir o terceiro estadio depende
da temperatura e espécie do molusco hospedeiro (Alicata & Jindrak, 1970; Wang et al., 2012;
Thiengo et al., 2013).

Geralmente a infeccdo dos ratos, hospedeiros definitivos, ocorre pela ingestdo dos
moluscos hospedeiros intermediarios infectados com a L3. Apds a ingestdo as larvas penetram
no estomago e parede intestinal atingindo o sistema porta hepatico e/ou mesentérico linfatico.
Posteriormente sdo distribuidas por todo o corpo, pela circulacdo arterial, chegando ao sistema
nervoso central, tendendo a se concentrar na medula espinhal, medula, cerebelo e diencéfalo e
a se espalhar gradualmente para o telencéfalo, passando por dois estadios larvais (L4 e L5), se
desenvolvendo em helmintos jovens adultos (L5) no espaco subaracnoide (Alicata & Jindrak,
1970; Barratt et al., 2016). Quando esses helmintos atingem o méaximo desenvolvimento e
tamanho no cérebro, penetram nas veias cerebrais dilatadas e entram na circulacdo venosa até
0 coracdo e pulmdes. Isso ocorre geralmente entre 26 e 33 dias ap6s infeccdo. Ao atingir o
coragdo e pulmdes os helmintos adultos jovens viajam para os ramos da artéria pulmonar,
destino da espécie, e em cerca de uma semana, atingem a maturidade sexual. Em torno de 42
dias apds a infeccdo, larvas de primeiro estadio ja& podem ser encontradas nas fezes dos
hospedeiros definitivos (Alicata & Jindrak, 1970; Thiengo et al., 2013; Barratt et al., 2016).

Nas infeccdes por Angiostrongylus, hospedeiros paraténicos sdo 0s animais que se
infectam com as larvas L3, através da ingestdo de moluscos infectados, sem desenvolver a
infeccdo, porém mantendo as larvas viaveis para a infeccdo do hospedeiro definitivo (Alicata
& Jindrak, 1970). Geralmente s&o os invertebrados que em condic¢des naturais sdo encontrados
como hospedeiros paraténicos de A. cantonensis e sdo frequentemente responsaveis pela

transmissdo do ser humano, incluido uma variedade de planarias terrestres, camarfes de agua
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doce e caranguejos, assim como sapos e lagartos (Alicata & Jindrak, 1970; Eamsobhana, 2014;
Barratt et al., 2016).

Adultos nas artérias pulmonares

E Hospedeiro acidental com larvas

] no sistema nervoso

Hospedeiros paraténicos

Larvas dt? _ &/ ‘ Larvas de primeiro
terceiro estadio A estadio nas fezes
nos moluscos

St

Vegetais contaminados
comL3 7
s

Hospedeiros intermediarios

Ciclo bioldgico de Angiostrongylus cantonensis (Fonte: Centro de Controle e Prevencédo de Doencas
modificado).

Para o estudo do ciclo bioldgico de A. cantonensis, incluindo sua capacidade de infectar
e se desenvolver nas diferentes espécies de hospedeiros intermediarios e o tipo de resposta
imunoldgica desses animais (Kramer et al., 2018; Lu et al., 2018); e também suas caracteristicas
ao infectar os hospedeiros definitivos e acidentais, assim como os tipos de lesdes e respostas
imunoldgicas provocadas nesses hospedeiros, ja foram, utilizados diferentes modelos como
hospedeiros intermediarios, definitivos e acidentais com o objetivo de reproduzir essas
infeccOes e respostas frente a infeccdo em um ambiente controlado (Yang et al., 2012). A
infecéo de Biomphalaria glabrata por A. cantonensis (Harris & Cheng, 1975ab; Bonfim et al.,
2020; Mendes et al., 2020) e de A. fulica (When, 1977; Tunholi-Alves et al., 2012; Tunholi-
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Alves et al., 2014; Lima et al., 2020) ja foi bem estudada através da infec¢do experimental
desses moluscos. O ciclo de vida e as mudangas patoldgicas no encéfalo dos camundongos sdo
semelhantes as dos pacientes humanos, portanto, esses animais sdo utilizados como um modelo
substituto de infeccdo humana por A. cantonensis (Lee et al., 2006; Chung et al., 2010; Wang
et al., 2018). Além disso, estudo com ratos Wistars (Rattus norvegicus) também sao realizados
para contribuir com um melhor entendimento da relacéo entre R. norvegicus e A. cantonensis,
ja que essa espécie é considerada como hospedeiro natural desse parasito (Garcia et al.,
2014ab).

12.3. Hospedeiros definitivos e intermediarios de A. cantonensis

Rattus rattus e R. norvegicus sdo os hospedeiros definitivos preferenciais de A.
cantonensis, embora pelo menos 17 espécies de roedores possam se comportar como
hospedeiros definitivos, capazes de eliminar larvas de primeiro estadio nas fezes (Yong &
Eamsobhana, 2013). A infeccéo natural de roedores sinantrépicos por A. cantonensis tem sido
relatada na Africa, Australia, América do Norte e em alguns paises asiaticos (Maldonado et al.,
2010). No Brasil, essas duas espécies sinantropicas foram encontradas naturalmente infectadas
por A. cantonensis no Estado do Para, e apenas a espécie R. norvegicus foi encontrada
naturalmente infectado nos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul
(Caldeira et al., 2007; Simdes et al., 2011; Monte et al., 2012; Moreira et al., 2013; Cognato et
al., 2013; Thiengo et al., 2013).

Entretanto, a competéncia dos roedores como hospedeiros definitivos pode variar entre
as espécies. Por exemplo, a prevaléncia de A. cantonensis € geralmente muito maior em R.
norvegicus em compara¢do com Rattus flavipectus Milne-Edwards, 1871 (Zhang et al., 2008;
Deng et al., 2012). Isso pode ser atribuido as competéncias biologicas de diferentes espécies de
ratos, ou simplesmente, devido a diferencas nos habitos alimentares, embora isso ainda deva
ser verificado (Zhang et al., 2008).

Como ja indicado, A. cantonensis se desenvolve até a maturidade sexual na artéria
pulmonar de ratos. Por outro lado, existem varios outros mamiferos, incluindo humanos,
considerados hospedeiros acidentais, nos quais o parasita atinge o sistema nervoso central e ndo
se desenvolve até a fase adulta (Alicata & Jindrak, 1970). Dentre os principais hospedeiros

acidentais ja relatados infectados com A. cantonensis estdo os cées, cavalos, gambas, cangurus
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e diferentes espécies de primatas. Geralmente nesses hospedeiros, a infecgdo causa uma
meningite eosinofilica e pode ser fatal (Alicata & Jindrak, 1970; Maldonado et al., 2012; Kim
etal., 2014; Barratt et al., 2016; Edwards et al., 2020). Burns et al. (2014) descreveram um caso
fatal em um falcdo-pigmeu africano de cativeiro no zooldgico de San Diego, sul da California,

EUA, demonstrando que aves também podem ser consideradas hospedeiras acidentais.

A classe Gastropoda do filo Mollusca é composta por lesmas e caramujos, que se
distribuem por ambientes aquaticos e terrestres, sendo que, espécies de diferentes familias de
moluscos podem atuar como hospedeiros intermediérios de helmintos da espécie A. cantonenis
(Kim et al., 2014). A prevaléncia de A. cantonensis nas populagdes de moluscos varia entre 0s
locais, provavelmente devido a fatores ambientais como temperatura, umidade, distribuicdo de
moluscos e comportamento de ratos hospedeiros definitivos (Kim et al., 2014; Barratt et al.,
2016).

Foi demonstrado, como hospedeiros naturalmente infectados de A. cantonensis na China
e em partes do sudeste da Asia, Pomacea canaliculata Lamarck, 1819, e na Tailandia, Pila spp.
Roding, 1798. J& na Australia duas espécies de caramujos terrestres, Cornu aspersum Muller,
1774 e Bradybaena similaris Férussac, 1822 foram recentemente confirmadas como
hospedeiras intermediarias naturais. No Brasil, Caldeira et al. (2007) demostraram a presenca
de moluscos naturalmente infectados por larvas L3 no Estado do Espirito Santo, tais como,
Subulina octona Bruguiére 1789, Sarasinula marginata Semper, 1885 e B. similaris. Carvalho
et al. (2012), observaram que além de A. fulica, as mesmas espécies de moluscos avaliadas no

estudo anterior foram encontradas naturalmente infectadas nas regifes portuarias do Brasil.

Os moluscos Achatina fulica Férussac, 1821 e Pomacea caniculata sdo importantes na
manutencdo do ciclo desse parasito na China, representando os principais hospedeiros
intermediarios dessa espécie na regido (Song et al., 2016). Estudos mostraram que A. fulica foi
encontrado naturalmente infectado por A. cantonensis em diversas regiées do Brasil como Sul,
Sudeste, Norte e Nordeste sendo considerado um dos principais hospedeiros do parasito no pais
(Caldeira et al., 2007; Maldonado et al., 2010; Thiengo et al., 2010; Monte et al., 2012; Moreira
et al., 2013; Thiengo et al., 2013). O molusco Parmarion martensi Simroth, 1893, uma espécie
invasora no Brasil, também tem sido considerado um importante hospedeiro na transmissao de
A. cantonensis nas llhas do Havai, devido a sua alta densidade populacional, comportamento
de escalada, atracdo por alimentos associados a habitacbes humanas e carga parasitaria
potencialmente alta (Hollingsworth et al., 2007; Hollingsworth et al., 2013; Kim et al., 2014).
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12.4. Expansao do Achatina fulica e sua importancia como hospedeiro intermediario de

A. cantonensis

O molusco A. fulica pertence a classe Gastropoda Cuvier, 1795, ordem
Stylommatophora Schmidt, 1855 e familia Achatinidae Swainson, 1840. A espécie € originaria
da Africa (Mead, 1995; Simberloff, 1995), mas se distribuiu amplamente pelo Japdo (Koyano
etal., 1989), nas llhas Indianas, Australia, Sudeste Asiatico (Graeff-Teixeira et al., 1995; Paiva,
2001) e no continente americano (Godan, 1983). Foi introduzido no Brasil como objetivo
comerciais na década de 80 para o consumo humano. Entretanto, a espécie ndo foi apreciada,
devido principalmente aos habitos culturais e alimentares da populagdo, sendo liberados no
ambiente. Atualmente, é encontrado em 24 dos 26 estados e no Distrito Federal (Paiva, 2001;
Thiengo et al., 2007; Zanol et al., 2010).

Essa espécie, promove importantes impactos ecoldgicos e econdémicos nas areas onde é
introduzida, principalmente nas regides tropicais e subtropicais, causando danos em plantagoes,
sendo considerada uma praga agricola (Albuquerque et al., 2008). Além disso, esse molusco
também pode ser encontrado em arvores, material em decomposicéo e proximo a depoésitos de
lixo (Mead, 1995). Portanto, um dos fatores mais importantes para o estabelecimento e
dispersdo de A. fulica € a presenca humana, sendo mais abundante em locais com altas
populacgdes. Outro fator importante que pode condicionar a dindmica populacional de A. fulica
é a taxa de crescimento, sobrevivéncia, fecundidade e a preferéncia alimentar (Ahmed & Rauth,
1991).

A introducdo e rapida expansdo do caramujo gigante africano, causa grande
preocupacao, devido ao risco de aumento da transmissdo ou a introducdo do A. cantonensis, ja
que, o A. fulica é um importante hospedeiro desse o parasito (Graeff-Teixeira, 2007). Nesse
sentido, o risco pode ser amplificado em locais onde também ocorre a presenca de R. rattus,
importante hospedeiro definitivo de A. cantonensis, que assim como o0 molusco, também ocorre
nos parques urbanos de Belo Horizonte e bairros do entorno desses parques. No Brasil o
primeiro registro de A. fulica naturalmente infectada por A. cantonensis foi feito por Caldeira
et al. (2007). Apos esse periodo varios outros estudos demonstraram a presenca de caramujos
infectados por A. cantonensis em centros urbanos no Brasil (Maldonado Junior et al., 2010;
Thiengo et al., 2010; Moreira et al., 2013).
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12.5. Meningoencefalite eosinofilica

Nos roedores a manifestacdo clinica da infeccdo pelo A. cantonensis é dependente da
quantidade de larvas durante a infeccdo. Geralmente, em infec¢bes mais leves, o periodo crucial
para os roedores € durante a migracdo dos parasitos do encéfalo para os pulmdes, em que, entre
26 e 33 dias apds a infeccdo, a maioria dos ratos apresentam sangue na secre¢do lacrimal,
epistaxe, locomoc¢do comprometida, sensibilidade ao toque e pelos arrepiados. Depois que 0s
parasitos se instalam nas artérias pulmonares, pode ocorrer episodios de dispneia e cianose. Nas
infeccOes experimentais de ratos, quando sdo usadas milhares de larvas, geralmente esses
animais desenvolvem coma e morrem em poucos dias (Lim et al., 1965; Alicata & Jindrak,
1970).

Ja em humanos, a meningite eosinofilica é a principal manifestacdo clinica da doenca
causada pelo nematddeo A. cantonensis (Lima et al., 2009; Luessi et al., 2009; Hsueh et al.,
2013), sendo registrados casos em diversas partes do mundo incluindo o Brasil, nos estados do
Espirito Santo (municipio de Cariacica), Pernambuco, nos municipios de Olinda e Escada, e
Séo Paulo, na capital (Caldeira et al., 2007; Lima et al., 2009; Thiengo et al., 2010; Espirito-
Santo et al., 2013; Thiengo et al., 2013).

A presenca do helminto, sua movimentagdo e morte no sistema nervoso central, e a
resposta imune produzida pelo hospedeiro, leva a uma meningite caracterizada pela presenca
de eosinodfilos tanto no liquido cefalorraquidiano (LCR) quanto no sangue periférico. Outros
sintomas associados sdo encefalites com sinais neurolégicos severos, rigidez de nuca, febre,
nausea, vomito, hiperestesia, parestesia, distarbio de consciéncia, visdo turva, coma e até
mesmo a morte. Os sintomas clinicos podem ocorrer entre dois e 35 dias apds a infec¢do, com
um tempo médio de incubacdo de aproximadamente 14 dias, sendo a maioria das infeccdes de
baixa gravidade com recuperacdo do paciente de forma espontanea. Porém, também podem
ocorrer casos graves da doenca com sequelas neuroldgicas permanentes e evolucdo para coma
e morte (Pien & Pien, 1999; Tsai et al., 2001; Luessi et al., 2009; Chen et al., 2011; Espirito-
Santo et al., 2013; Murphy & Johnson, 2013).

O tratamento da doenca ainda ndo & bem definido e normalmente é realizado com
medidas de apoio. Nos casos mais graves podem ser realizadas puncdes lombares a fim de
diminuir a pressao intracraniana. O uso de anti-helmintico de amplo espectro, associado a
corticosterodides e outros farmacos anti-inflamatérios, também tem sido proposto a fim de

minimizar a resposta inflamatoria que € exacerbada por antigenos liberados a partir da morte
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do parasito. (Pien & Pien, 1999; Lai et al., 2005; Chen & Lai, 2007; Luessi et al., 2009; Chen
et al., 2011; Wang et al., 2011). Geralmente é realizado o diagndstico presuntivo da doenca,
através da presenca de eosindfilos no LCR associado ao historico de exposicdo a larva
infectante do A. cantonensis, como a ingestdo de moluscos. Os resultados mais sugestivos para
um diagnostico seria a presenca de 10 ou mais eosinofilos/mm? ou eosindfilos representando
pelo menos 10% do total de leucdcitos no LCR (Lima et al., 2009; Sawanyawisuth et al., 2012;
Espirito-Santo et al., 2013). Entretanto, o padrdo ouro a nivel de diagnostico, mesmo sendo
raramente efetuado, seria a recuperacao de larvas do parasito no LCR (Tsai et al., 2001; Luessi
et al., 2009).

Diante do exposto, os parques urbanos, onde ocorre a presenca de roedores
sinantrépicos e moluscos exoticos, sdo locais em que o monitoramento e controle dessas
espécies sdo importantes, devido ao risco de introducdo e manutencdo de agentes com
potenciais zoonéticos como o A. cantonensis, indicando para as autoridades de Saude Publica
que, a presenca dessas espécies pode servir de alerta em relacdo a angiostrongiliase, uma

zoonose pouco conhecida no pais.
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13. OBJETIVO GERAL DO SEGUNDO CAPITULO

Identificar morfologica e molecularmente a espécie de Angiostrongylus sp. recuperada de
roedores e moluscos na area do Parque Municipal Jacques Cousteau e avaliar as lesbes nos

roedores infectados.

14. OBJETIVOS ESPECIFICOS DO SEGUNDO CAPITULO

e Identificar morfoldgica e molecularmente a espécie de Angiostrongylus sp. recuperada
de roedores capturados no parque alvo do estudo;

e Avaliar as lesbes provocadas nos roedores infectados;

e Identificar possiveis hospedeiros intermediarios de Angiostrongylus sp. na éarea
estudada;

e Observar o desenvolvimento do ciclo do nematdeo, em condi¢des laboratoriais, por
meio de passagem entre Biomphalaria glabrata, camundongos BALB/c e de ratos
Wistar;

e Avaliar aspectos clinicos, parasitoldgicos e histopatoldgicos dos camundongos BALB/c
e de ratos Wistar, infectados com L3 de Angiostrongylus cantonensis, provenientes de

Biomphalaria glabrata infectados com L1 de Rattus rattus naturalmente infectados.
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15. MATERIAIS E METODOS

A identificacdo morfoldgica e molecular da espécie de Angiostrongylus sp. recuperada
dos R. rattus capturados e a andlise histopatologica para identificar as lesdes provocadas pelo

parasito seguiram a mesma metodologia ja descrita no primeiro capitulo.

15.1. Coleta e identificacdo de moluscos terrestres do Parque Municipal Jacques Cousteau

e recuperacao de larvas de metastrongilideos

No periodo de abril de 2018 a marc¢o de 2019, durante a captura de pequenos mamiferos,
0s caramujos encontrados nos transectos onde as armadilhas foram distribuidas, durante a
verificacdo das mesmas, foram coletados e acondicionados em cubas plasticas, e transportados
para o LabHelVet/ICB/UFMG. Posteriormente, estes moluscos foram identificados, seguindo
o manual de vigilancia e controle de moluscos de importancia epidemiolégica da FIOCRUZ

(http://bvsms.saude.gov.br) e chaves especificas (Barbosa, 1995).

Os moluscos coletados foram submersos em um recipiente com solugdo de mentol
(250mg/L) por 4 horas para realizar a anestesia. Logo ap0s a imobilidade completa do caramujo,
a concha foi quebrada com um martelo e as partes moles foram removidas com auxilio de pinca.
O tecido foi picotado em placas de petri com tesoura cirurgica e em seguida as amostras foram
enroladas em gaze dobrada quatro vezes e colocadas dentro do funil de vidro conectado a tubo
de hemolise por tubo latex contendo agua a 41°C. Ap6s 12 horas, o contetdo foi retirado e
colocado em uma placa de petri, e examinado em microscépio estereoscopico 40X. Apds esse
periodo os fragmentos de tecido foram digeridos em pepsina 1% diluida em HCL 1% e
incubados no Banho Maria a 37 °C por 40 minutos. A cada 10 minutos as amostras foram
agitadas manualmente para facilitar a digestdo. Apds os 40 minutos, o contetdo da digestdo foi
filtrado em peneira de um mm, acondicionado em tubos de 15 mL e centrifugado a 1.000 rpm
por 10 minutos. Em seguida 10mL do sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
10 mL agua de torneira e novamente centrifugado a 1.000 rpm por 10 minutos. Esse
procedimento foi repetido cinco vezes, para retirada do excesso de pepsina/HCL, que poderia
danificar o tegumento das larvas (Facanha & Gomes, 2005; Coaglio et al., 2016).



151

15.2. lIdentificacdo morfologica das larvas de terceiro estadio de metastrongilideos e
infeccdo experimental do modelo laboratorial Wistar

As larvas recuperadas desse processo foram colocadas em uma placa de petri e
examinadas em microscopio estereoscopico 40X. As que apresentavam caracteristicas
compativeis com L3 de metastrongilideos foram utilizadas na infecg¢do experimental do modelo

laboratorial Wistar (Rattus norvegicus) e para identificacdo morfoldgica.

Para infeccdo experimental, foi utilizada uma fémea de Wistar de 6 a 8 semanas,
proveniente do Centro de Bioterismo da UFMG. Foi realizada a inoculagéo de 50 L3 por via
oral, utilizando agulha de gavage para a infeccdo. Logo apds o animal foi transferido para o
biotério do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG e mantido em gaiola modelo
growing, medindo 41cmx34cmx16cm com agua e ragdo fornecidas ad libitum. A limpeza era
realizada duas vezes por semana, conforme o protocolo do CEUA/UFMG 306/2017. A partir
de 15 dias de inoculacdo das L3, amostras de fezes foram coletas, duas vezes por semana, para
a realizacdo do método de Baermann modificado para a recuperacdo das L1 nas fezes (Barcante
et al., 2003). As amostras de fezes foram enroladas, em gaze dobrada quatro vezes, e colocadas
dentro do funil de vidro, com 10 cm de didmetro, conectado a um tubo de hemolise por um tubo
latex, contendo 4gua a 41°C. Apo6s 12 horas, o tubo foi retirado e o contetudo colocado, em uma
placa de petri, e examinado em microscopio estereoscopico 40X. Todas as larvas encontradas
foram coletadas com auxilio de uma pipeta e transferidas para um tubo de prolipropileno de
1,5mL.

Apbs a reducdo da eliminacdo de L1 o animal foi eutanasiado. Inicialmente foi realizada
a sedacdo com injecéo intraperitoneal de 100mg/Kg de cloridato de cetamina em associagédo
com 10mg/Kg de cloridrato de xilazina 2%. Em seguida, foi realizada a eutanasia por sobre
dose de anestésico geral (Propofol 10mg/Kg). A necropsia para a recuperacdo de helmintos
adultos foi realizada de acordo com o item 8.3 do primeiro capitulo. Fragmentos de 0,2 cm do
encéfalo, pulmao, coracéo, figado, baco, estbmago, rins e intestino foram fixados em formol a
10%, para analise histopatolégica. Os espécimes adultos recuperados do modelo, foram
utilizados para realizacdo da analise molecular e comparagdo com as sequéncias obtidas dos

helmintos recuperados das artérias pulmonares dos R. rattus capturados.
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15.3. Analise Filogenética

As sequéncias obtidas dos helmintos recuperados dos R. rattus naturalmente infectados
identificados como JCO1, JC06 e JC77 e a sequéncia obtida do helminto recuperado do R.
norvegicus (Wistar) experimentalmente infectado com L3 recuperadas de moluscos coletados,
foram alinhadas com sequéncias disponiveis no GenBank, de membros representativos da
familia Angiostrongylidae. Foi utilizada uma sequéncia do GenBank de estrongilideo como
grupo externo: Ancylostoma duodenale (tabela 08). O alinhamento foi realizado utilizando a
func@o Geneious de alinhamento multiplo do pacote Geneious 9.1, com parametros padrdo. Do

alinhamento resultante, foram cortadas as extremidades mal alinhadas, também no Geneious.

A reconstrucdo filogenética foi realizada, com o uso de inferéncia bayesiana (Bl), como
critério de otimizacédo, usando o software MrBayes, versdo 3.2.6 (Ronquist et al., 2012). Para
explicar diferentes processos evolutivos, em cada uma das trés posi¢des do codon, a analise de
Bl foi realizada com modelos distintos por posicdo do codon. Nas andlises de BI, foram
utilizados modelos GTR + I + I', distintos para cada posi¢dao do cddon, com desvinculacio das
frequéncias e parametros de base. A amostragem da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC)
foi realizada por 20.000.000 geragdes, com quatro correntes simultaneas, em duas corridas. A
robustez dos nés, na BI, foi avaliada por probabilidades Bayesianas Posteriores (BPP),
calculadas a partir de arvores, amostradas a cada 500 geraces, apds a remocdo dos primeiros
25% de geracBes como um estagio de "burn-in". A adequacdo da amostragem das analises de
Bl foi avaliada, utilizando o software Tracer, versdo 1.6 (Rambaut et al., 2014), para calcular
os tamanhos de amostra efetivas (ESS) dos parametros. Valores acima de 100 amostras,
efetivamente independentes, foram considerados suficientes. Para economizar tempo
computacional, as analises de Bl foram realizadas no cluster XSEDE, usando o CIPRES
Science Gateway (Miller et al., 2010).
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Tabela 11. Numeros de acesso de sequéncias do gene MT-CO1 de nematddeos recuperadas
a partir do GenBank e seus respectivos hospedeiros, sitios de infeccéo, origem geografica e

referéncias.

. Acesso no ) . . . Origem o
Espécie Hospedeiro  Sitio de infecgéo . Referéncia
GenBank geografica
Ancylostoma ) )
AJ417718.1 Humanos Intestino delgado China Hu, 2002
duodenale
Aelurostrongylus ] 3 ]
JX519458.1 Felis catus Pulméo ni Jabbar, 2013
abstrusus
Angiostrongylus Canis Coragdo e artérias Reino .
GQ982735.1 o . Jefferies, 2010
vasorum familiaris pulmonares Unido
Angiostrongylus Coragdo e artérias .
GQ982871.1  Vulpes vulpes Portugal Jefferies, 2010
vasorum pulmonares
Angiostrongylus Felis Coragdo e artérias .
i KU521521.1 ) ) Roménia  Gherman, 2016
chabaudi silvestris pulmonares
Angiostrongylus ] Vasos )
] . KR827449.1 ni . Costa Rica Yong, 2015
costaricensis mesentéricos
Angiostrongylus Vasos . Almeida et al.,
. . XXXXX Nasua nasua . Brasil
minasensis mesentéricos 2020
Angiostrongylus Rattus Artérias ]
i GQ398121.1 . China Lvetal, 2012
cantonensis norvegicus pulmonares
Angiostrongylus Rattus Artérias ) Simdes et al.,
] HQ440217.1 . Brasil
cantonensis norvegicus pulmonares 2011
Angiostrongylus . . o
o KT947979.1  Rattus rattus  Coracdo e pulméo Malasia Yong, 2016
malaysiensis
Angiostrongylus sp. Artérias )
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15.4. Infeccdo de moluscos com larvas de primeiro estadio de Angiostrongylus sp.

Para verificar a capacidade de infeccdo das larvas de primeiro estadio (L1) obtidas de
ratos naturalmente infectados, exemplares de Biomphalaria glabrata, medindo entre 9 e 14 mm,
mantidas no moluscario do LabHelVet, foram infectados com 300 L1 coletadas das fezes dos
ratos. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, as larvas foram colocadas em uma placa de cultura
de células de poliestireno, com seis cavidades, preenchendo os pogos com 2mL de &gua de
torneira, de forma que todo o molusco ficasse em contato com a agua. Os moluscos
permaneceram no recipiente de infeccdo, por 24 horas, sob a luz de uma lampada, a uma
distancia de 50 cm, para estimular a penetracdo das larvas. Ao final desse periodo, cada pogo
foi inspecionado em microscopio estereoscopico, juntamente com a superficie externa dos
moluscos, em aumento de 40X, para confirmacéo da infeccdo. Apos esse periodo, 0s espécimes
foram transferidos para uma cuba de experimentacdo, com no maximo cinco caramujos em
cada, de acordo com a origem das larvas utilizadas na infeccdo. As cubas foram identificadas
com a data de infeccdo, a origem das larvas e a carga parasitaria. Os moluscos foram
alimentados, por 30 dias com alface, e a limpeza da cuba, realizada duas vezes por semana
(Bargante et al., 2003).

15.5. Recuperacéo de larvas de Angiostrongylus sp. em Biomphalaria glabrata

Apds 30 dias de infeccdo, os moluscos infectados foram sacrificados individualmente e
os tecidos e as conchas foram macerados, em almofariz utilizando pistilo, acondicionados em
gaze cirdrgica dobrada e colocados no aparelho de Baermann, para a recuperagdo de larvas de
terceiro estadio (L3), seguindo a mesma metodologia utilizada para obtencdo de L1. As L3
recuperadas foram utilizadas para infeccdo de roedores para manutencao do ciclo do parasito

em laboratério (Bargante et al., 2003).

15.6. Infeccéo de roedores com larvas de terceiro estadio recuperadas de B. glabrata

Foram utilizados quatro camundongos BALB/c (Mus musculus) e seis ratos Wistar
fémeas de 6 a 8 semanas, provenientes do Centro de Bioterismo da UFMG para infec¢gdo com
L3 provenientes de moluscos coletados no Parque e de L3 provenientes de B. glabrata
infectadas com L1 recuperadas de fezes de rattus rattus naturalmente infectados. Apoés

infeccdo, os animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Parasitologia do
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ICB/UFMG e mantidos, em gaiolas modelo mousepack, medindo 30cm x 19cm x 12cm para
0s BALB/c e modelo growing, medindo 41cm x 34cm x 16¢m para os wistars, com agua e ragdo
fornecidas ad libitum. A limpeza era realizada, duas vezes por semana, conforme o protocolo
do CEUA/UFMG 306/2017.

A infecgdo dos camundongos e ratos foi realizada por inoculacdo das L3 por via oral,
utilizando agulha de gavage, sendo 50 larvas para infectar cada camundongo BALB/c e cada
rato Wistar. A partir de 15 dias de inoculacdo das L3, amostras de fezes foram coletas, duas
vezes por semana, para a realizacdo do método de Baermann e a recuperagdo das L1 nas fezes.
As larvas coletadas foram utilizadas para a infecgcdo de B. glabrata.

Os animais eutanasiados foram primeiramente sedados, de acordo com o protocolo para

recuperacgdo de parasitos:

- Wistar: Anestesia intraperitoneal com 100mg/Kg de cloridato de cetamina em associa¢do com

10mg/Kg de cloridrato de xilazina 2%.

- Balb/c: Anestesia intraperitoneal de 80mg/Kg de cloridato de cetamina, em associacdo com

10mg/Kg de cloridato de xilazina 2%.

Em seguida, foi realizada a eutanasia por deslocamento cervical dos camundongos e
sobre dose de anestésico geral (Propofol 10mg/Kg) dos ratos. A necropsia para a recuperacao
de helmintos adultos e/ou larvas, foi realizada de acordo com o item 7.3 do primeiro capitulo.
Fragmentos de 0,2 cm do encéfalo, pulméao, coracéo, figado, baco, estbmago, rins e intestino
foram fixados em formol a 10% para analise histopatoldgica, e o restante dos 6rgaos e a carcaca
foram seccionados para a recuperacdo de parasitos e a identificacdo morfol6gica dos helmintos

recuperados.
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16. RESULTADOS

16.1. Descricdo morfoldgica, molecular e patolégica de helmintos do género
Angiostrongylus recuperados de roedores do Parque Municipal Jacques Cousteau em Belo
Horizonte, Minas Gerais e estacdes de coleta do transecto referenciadas por GPG, onde

0s especimes de R. rattus infectados foram capturados.

Angiostrongylus cantonensis Chen, 1935 (Metastrongyloidea: Angiostrongylidae)

(Figuras: 45 a 48)

Hospedeiro: Rattus rattus (Linnaeus, 1758) (Rodentia: Muridae); nome comum: rato de
telhado.

Sitio de infeccéo: artérias pulmonares e coragéo.

Localizacdo: Parque Jacques Cousteau, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil (19°58°26”’S;
43°59°22”W).

Espécimes: 8 machos e 6 fémeas

Geral: Nematodeo de tamanho médio e corpo filiforme, afilando na extremidade anterior.
Cuticula lisa com estrias transversais finas. Abertura oral simples com dois denticulos
triangulares laterais. Esdfago curto e claviforme. Poro excretor posterior ao es6fago. Anel

nervoso localizado a metade anterior do comprimento do eséfago.

Fémea: Comprimento 17,69 — 34,06 (25,54 + 5,89) mm. Largura maxima 0,29 — 0,52 (0,42 +
0,09) mm. Esb6fago com 0,28 — 0,31 (0,29 + 0,01) mm de comprimento e 0,06 — 0,07 (0,06 +
0,005) mm de largura da base. Anel nervoso a 0,15 — 0,18 (0,17 = 0,02) mm da extremidade
anterior. Vulva com abertura proxima ao anus a 0,14 — 0,26 (0,21 + 0,05) mm da ponta da
cauda. Tubulos uterinos espiralados em torno do intestino de coloracdo escura facilmente vistos
através da cuticula transparente. Anus a 0,04 — 0,06 (0,05 + 0,008) mm da ponta da cauda.

Cauda curta, arredondada e levemente curvada ventralmente.

Macho: Comprimento 15,16 — 21,86 (18,3 + 2,92) mm. Largura maxima 0,24 — 0,31 (0,28 £
0,03) mm. Esdfago com 0,28 — 0,33 (0,31 + 0,008) mm de comprimento e 0,04 — 0,07 (0,05
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+0,008) mm de largura da base. Anel nervoso a 0,11 — 0,19 (0,15 + 0,04) mm da extremidade
anterior. A extremidade posterior é curvada, ventralmente, terminando em uma bolsa
copuladora pequena e levemente assimétrica. Raios ventroventrais menores que 0S raios
ventrolaterais, com origem comum, bifurcando na metade proximal e ndo alcancando as
margens bursais. Raios laterais surgem de um tronco comum, com raio ventrolateral em forma
de fenda e menor do que os outros raios laterais. Raio mediolateral direito mais fino que o raio
mediolateral esquerdo, com o raio mediolateral direito e posterolateral bifurcando no meio do
tronco e o raio mediolateral esquerdo e laterolateral no terco distal. Raio dorsal espesso,
bifurcando em trés ramos. Raio externodorsal digitiforme separado na base. Espiculos iguais
com 1,15-1,25 (1,2 + 0,04) mm de comprimento e gubernaculo com 0,07 — 0,21 (0,095 + 0,05)

mm de comprimento.

Larvas de primeiro estadio (n=10): Comprimento 0,24 — 0,26 (0,25 + 0,008) mm. Largura
maxima 0,01 mm. Extremidade anterior arredondada. Es6fago delgado, mas se alarga na por¢édo
posterior e ocupa cerca da metade do comprimento do corpo. O intestino é um tubo fino e o
anus esta localizado na extremidade posterior. Cauda ventralmente curvada, terminando em um

apéndice unguiforme.

Larvas de segundo estadio (n=1): Comprimento 0,39 mm. Largura maxima 0,02 mm. Esta
contida na bainha da primeira muda. O es6fago, que é muito parecido com o do estagio anterior,
tem 0,14 mm de comprimento e cerca de um terco do comprimento do corpo. As células
intestinais estdo cheias de granulos alimentares, mas estes diminuem a medida que a larva

envelhece. O primordio genital esta localizado ao longo do intestino mais préximo a cauda.

Larvas de terceiro estadio (n = 2): Comprimento 0,41 — 0,44 mm. Largura maxima 0,02 mm.
Apresenta dois bastdes quitinosos, dispostos, longitudinalmente na extremidade anterior.
Es6fago com 0,18 mm de comprimento. O primérdio genital a 0,12 — 0,13 mm da ponta da
cauda. Anus localizado a 0,02 - 0,03 mm da ponta da cauda em forma de cone, moderadamente

curvada e pontiaguda.
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Identificagdo molecular

Foram obtidos fragmentos de em média 431 pares de bases (pb) como produto da

amplificacdo, usando os iniciadores para o gene COI e 630 pb como produto da amplificagcdo

usando os iniciadores para o0 gene ITS-2. Ao realizar a busca de similaridades no programa

BLAST-N, o sequenciamento do espécime apresentou grande similaridade com sequéncias ja

depositadas de Angiostrongylus cantonensis tanto para o gene COI quanto para ITS-2 (Tabela

12).

Tabela 12. Similaridades resultantes da analise pelo BLAST-N para uma sequéncia de 431 pares
de bases para COI e 630 pares de base para ITS-2 obtida pelo sequenciamento das amostras de
Angiostrongylus cantonensis encontradas no presente estudo.

core
Amostra  Similaridade Regiao N°de acesso  E- value . Identidade
maximo
Cytochrome c
JCO1, Angiost | oxidase subunit 1422/427
ngiostrongylus
3C06, : d ! (CO.')I gene,  MKs570631 0.0 761
cantonensis partial cds; (99%)
JC77 mitochondrial
JCoi, Second internal
Angiostrongylus . 626/626
JCos, J g?’ transcribed AB700696 0.0
o7 cantonensis spacer (100%)

region (ITS-2)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB700696.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KB7PY7A014
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Figura 44. Espécimes adultos de Angiostrongylus cantonensis. (a) Extremidade anterior
evidenciando o esdfago (E) e o poro excretor (PE). (b) Extremidade posterior da fémea evidenciando
avulva (V) e o anus (A). (c) Vista lateral da bolsa copuladora evidenciando os dois espiculos (ES).
(d) Vista ventral da bolsa copuladora, com os raios ventroventral (VV) e lateroventral (LV)
emergindo do mesmo tronco, raios laterais divididos em ventrolateral (AL) mediolateral (ML) e
posterolateral (PL), raio externodorsal (ED) e dorsal (D). (e) Vista lateral da bolsa copuladora
evidenciando o aubernaculo (GB).
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Figura 45. Desenhos de A. cantonensis. (a) Extremidade anterior do macho. (b) Vista ventral da
extremidade posterior do macho, evidenciando a bolsa copuladora. (c) Extremidade posterior do
macho em vista lateral evidenciando os espiculos e o gubernéculo. (d) Extremidade posterior da

fémea.
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Figura 46. Larvas de primeiro (L1), segundo (L2) e terceiro (L3) estadios de Angiostrongylus
cantonensis. (a) L1 evidenciando um apéndice unguiforme na cauda. (b) L2 evidenciando dois

bastdes quitinosos (Bq) e anus (A). (c) L3 evidenciando dois bastbes quitinosos (Bq), eséfago (E) e
anus (A).
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Figura 47. Microscopia eletronica de varredura de um espécime adulto macho de
Angiostrongylus cantonensis. (a) Extremidade posterior evidenciando o espiculo. (b)
Extremidade posterior em maior aumento evidenciando a cloaca (C) e um raio da bolsa

copuladora (R).
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Lesbes macroscopicas e microscopicas provocadas por Angiostrongylus cantonensis

Macroscopicamente, no pulmdo dos ratos infectados havia areas consolidadas
esbranquicadas, areas com atelectasia, enfisema e quantidade leve de petéquias. No interior
das artérias pulmonares, havia varios exemplares de helmintos cilindricos brancos, com
intestino avermelhado visivel através da cuticula, de cerca de 2cm de comprimento,
identificados como Angiostrongylus cantonensis. De quatro R. rattus, trés fémeas e um macho,
foi retirado o encéfalo para analise histopatoldgica. Nestes animais, ndo foram observadas
lesBes macroscdpicas no encefalo e apenas uma fémea apresentava adultos de Angiostrongylus

cantonensis no pulmao.

Na histopatologia do pulmao, as lesGes foram de pneumonia granulomatosa acentuada.
A arquitetura pulmonar estava totalmente alterada com areas de perda total do parénquima, e
substituicdo por células inflamatérias associadas a larvas e ovos integros embrionados com
casca delgada eosinofilica e ovos degenerados de nematdédeos em cortes longitudinais e
transversais, medindo em média 110,5 um de comprimento e 54,34 um de comprimento e 27,5
pm de largura, respectivamente. As células inflamatorias foram caracterizadas por macréfagos,
macrofagos epitelioides e células gigantes multinucleadas, associadas aos ovos e larvas, além
de, linfocitos e plasmacitos especialmente ao redor dos vasos, particularmente arteriais. Além
disso, havia areas com macrofagos com hemossiderina e deposi¢cdo de material intensamente
basofilico granular e amorfo (mineralizacdo distrofica) associada a parasitos e ovos
degenerados. Associado a essas areas, havia hiperemia difusa e infiltrado neutrofilico discreto
ao redor de vasos menores do parénquima e areas de fibroplasia. Também foram observadas
regides de enfisema. Em algumas areas havia agregados nodulares de macréfagos e células
multinucleadas. Na parede dos vasos havia espessamento da tinica média com desorganizacao
das camadas de células musculares e nucleos desorganizados, caracterizando hipertrofia e
hiperplasia. Em um animal, havia hiperplasia da tdnica intima e substituicdo do limen por
material amorfo (fragmentos de nematddeos) associado a um trombo em organizacao,
caracterizando arterite granulomatosa obliterante (obstrutiva) com restos de parasitas no lumen.
Em outro animal, a artéria bronquiolar estava com espessamento da tdnica intima, além de
hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas da tinica média. No limen desta, havia
cinco seccBes em cortes transversais de nematddeos machos adultos que morfologicamente
possuiam cuticula delgada, musculatura celomiariana e cavidade celomatica, testiculos e
intestino com células epiteliais cubicas, ndcleo e citoplasma amplos. Estes parasitas tiveram em

média 234 um de diametro.
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Na histopatologia do encéfalo, havia adultos jovens de nemat6deo, medindo em media
687 pm de comprimento, em duas fémeas de R. rattus. Destas, em apenas uma foram
recuperados adultos de Angiostrongylus cantonensis nas artérias pulmonares. No cerebelo
destes animais, havia adultos jovens no espaco subaracndide das leptomeninges, com
inflamac&o leve a moderada proxima aos helmintos e infiltrado ao redor de vasos dessa area,
caracterizando meningite linfoplasmocitaria focal moderada com macréfagos e linfocitos,
associada a seccOes longitudinais de larvas de nematddeos. Os adultos jovens em cortes
longitudinais, foram caracterizados por cuticula lisa, cordao lateral, musculatura celomiariana,

cavidade celomatica, 6rgdo reprodutor (testiculo) e intestino.
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Figura 48. Lesdes macroscopicas no pulmio de roedores. Areas consolidadas esbranquicadas e
areas com petéquias na superficie pulmonar (a). Exemplares adultos de Angiostrongylus cantonensis
emergindo das artérias pulmonares (seta) (b). Fémea adulta de A. cantonensis emergindo do coracéo
(seta) (c). Fémea adulta visualizada no interior de uma artéria pulmonar (seta) (d).



167

Figura 49. LesBes microscopicas no pulmado de roedores. (a) Arquitetura pulmonar totalmente
alterada com areas de perda total do parénquima, e substituicdo por células inflamatérias associadas
a larvas e ovos (setas) (200um). (b) Ovos (ponta de seta) e larvas (seta) em maior aumento (20 pum).
(c) Artéria bronquiolar com espessamento da tunica intima, além de hiperplasia e hipertrofia das
celulas musculares lisas da tinica média (seta) e no limen seccBes em cortes transversais de
nematddeos machos adultos (pontas de seta) (100um). (d) Em maior aumento, um nematédeo macho
adulto apresentando morfologicamente cuticula delgada(c), musculatura celomiariana (m), cavidade
celomatica (cc), testiculos (t) e intestino com células epiteliais cubicas, nicleo e citoplasma amplos
(i) (50 pum). (e) Deposicao de material intensamente basofilico granular e amorfo (mineralizacdo
distréfica) (ponta de seta) associada a parasitos e ovos degenerados (seta) (100um). (f) Espessamento
da tdnica intima, além de hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas da tinica média de
uma artéria (seta) (50 um). Hematoxilina e eosina.
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cantonensis no espago subaracndide das leptomeninges (setas grossas) com inflamagdo leve a
moderada préxima aos helmintos (setas finas) (100um). (b) Adulto jovem em detalhes evidenciando
cuticula lisa (c), cordao lateral (cl), musculatura celomiariana (m), cavidade celomética (cc), testiculo
(t) e intestino (i) (50 um). Hematoxilina e eosina.
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- Parque Jacques Cousteau
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Figura 51. Mapa do Parque Municipal Jacques Cousteau demonstrando as estacOes de
coleta do transecto referenciadas por GPG, onde os espécimes de R. rattus infectados por
A. cantonensis foram capturados.
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16.2. Coleta de moluscos terrestres no Parque Municipal Jacques Cousteau e recuperacao
de larvas de metastrongilideos

Durante os meses de outubro e novembro, nas coletas de pequenos mamiferos, foram
coletados trés exemplares de A. fulica e um exemplar de Megalobulimus sp. K. Miller, 1878
(Stylommatophora: Megalobulimidae) (Figura 53) encontrados na trilha 1 e na trilha principal
do PMJC (tabela 13). Apds a digestdo, em um exemplar de A. fulica foram recuperadas 109
larvas de terceiro estadio compativeis com larvas de metastrongilideos. Destas, 50 L3 foram
utilizadas para a infeccdo de um rato Wistar para recuperacdo e identificagdo molecular de
exemplares adultos. A extracdo de DNA e PCR de um exemplar fémea recuperado apos a
eutanasia do rato Wistar, foram realizados de acordo com a metodologia descrita no capitulo |

e a sequéncia obtida foi utilizada para a analise filogenética.

Tabela 13. Presenca de larvas de terceiro estddio de metastrongilideos em moluscos
coletados no Parque Municipal Jacques Cousteau nos meses de outubro e novembro de 2019.

Data Local Espécie Resultado Infeccéo
01/10/2018 Trilha 1 Achatina fulica Positivo paraL3 1 Wistar (50 L3)
01/11/2018 Trilha principal Achatina fulica Negativo
01/11/2018 Trilha principal Achatina fulica Negativo

20/11/2018 Trilha 1 Megalobulimus sp. Negativo
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Figura 52. Exemplares de moluscos da espécie Achatina fulica (a) e do
género Megalobulimus (b) encontrados no Parque Municipal Jacques
Cousteau.

16.3. Analise filogenética

Um total de 14 sequéncias foram alinhadas, resultando em uma matriz composta por 8
taxons. O género Angiostrongylus formou um grupo monofilético bem suportado (BPP =
100%). As sequéncias de Angiostrongylus cantonensis também formaram um grupo
monofilético bem suportado com a sequéncia de Angiostrongylus malaysiensis da Malasia
(Yong, 2016) (BPP = 100%). Ja as duas sequéncias obtidas no Genbank de A. cantonensis da
China (Lv et al., 2012) e do Brasil (Simdes et al., 2011) e as sequéncias obtidas de helmintos
recuperados de roedores naturalmente infectados (JC01, JC06 e JCO7) e do A. fulica (R01)
formam um grupo monofilético bem suportado (BPP =100%), sendo que as sequéncias de JCO1,
JC06, JC77, RO1 mais a sequéncia de A. cantonensis do Brasil formaram um Gnico clado com
alto suporte (BPP 100%) (Figura 54).



172

Os resultados da anédlise filogenética confirmam que a espécie de Angiostrongylus
recuperada das artérias pulmonares dos R. rattus e do exemplar de A. fulica do Parque Jacques

Cousteau pertencem a mesma espécie, o Angiostrongylus cantonensis.

—— Aelurostrongylus abstrusus (JX519458)

Ancylostoma duodenale - China (AJ417718)
1&'.' Angiostrongylus vasorum - United Kingdom (GQ982735)

Angiostrongylus vasorum - Portugal (GQ982871)
— Angiostrongylus chabaudi - Romania (KU521521)

gzr Angiostrongylus costaricensis - CostaRica (KR827449)
100 Angiostrongylus minasensis - Brazil

Angiostrongylus cantonensis - China (GQ398121)

L] 100| | Angiostrongylus cantonensis - Brazil (HQ440217)

Angiostrongylus cantonensis - Brazil (JCO1 - Rattus rattus)
560 Angiostrongylus cantonensis - Brazil (JCO06 - Rattus rattus)
100 Angiostrongylus cantonensis - Brazil (R0O1 — Achatina fulica)

Angiostrongylus cantonensis - Brazil (JC06 - Rattus rattus)

Angiostrongylus malaysiensis - Malaysia (KT947979)

Figura 53. Reconstituicdo filogenética bayesiana, baseada no gene CO1. Valores nos nés sdo as
probabilidades bayesianas posteriores.
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16.4. Ciclo experimental de Angiostrongylus cantonensis: aspectos clinicos e descri¢des

macroscépicas e microscopicas das lesdes em modelos experimentais

Na tabela 14 estdo apresentados os dados dos modelos experimentais infectados com L3

de A. cantonensis oriundas de A. fulica e B. glabrata, assim como o periodo pré-patente da

infecgdo nos ratos Wistar, ja que os camundongos BALB/c ndo eliminaram larvas de primeiro

estadio nas fezes durante o periodo de experimento.

Tabela 14. Informacdes da infeccdo dos modelos experimentais Wistar e BALB/c com larvas de

terceiro estadio de A. cantonensis.

Periodo pré- Eutanésia . x o
Linhagem  Origem L3 Id N L3 atente (dias pds Man|fesctlal}ﬁzi;1((:)oge sthais
P infeccdo)
Wistar A. fulica RO1 50 L3 54 dias 110 dias Né&o apresentou
T . Perda de peso, pelo
BALB/c B.glabrata BRO1-1 50L3 ndo eliminou L1 28 dias arrepiado e ataxia,
Perda de peso, pelo
arrepiado, postura de
T . “cdo sentado”,
BALB/c B.glabrata BR02-1 50L3 nao eliminou L1 28 dias dificuldade respiratéria,
incoordenacéo,
prostracdo e ataxia.
BALBI/c B.glabrata BRO01-2  50L3 ndo eliminou L1 79 dias N&o apresentou
BALBI/c B.glabrata BR02-2  50L3 ndo eliminou L1 79 dias N&o apresentou
Wistar B. glabrata R04-1 50L3 nao eliminou L1 28 dias Né&o apresentou
Wistar B. glabrata R04-2  50L3 47 dias 56 dias N&o apresentou
Wistar B. glabrata R0O5-1 50L3 ndo eliminou L1 28 dias N&o apresentou
Wistar B. glabrata R05-2 50L3 47 dias 56 dias Né&o apresentou
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Apos 110 dias de infecgdo, a rata RO1 reduziu a eliminacéo de larvas e foi eutanasiada
para recuperacdo dos helmintos adultos e analise morfoldgica e molecular, a fim de elucidar o
ciclo natural da espécie. O animal ndo apresentou sinais clinicos decorrentes da infeccéo e
aumentou o peso de 200 para 289 gramas. Na necropsia, 0 pulméo estava edemaciado, com
areas avermelhadas e &reas de fibrose. Das artérias pulmonares foram recuperados dois
nematddeos adultos, uma fémea e um macho. Nao foram observadas alteragcGes macroscopicas

nos outros Grgaos.

Na histopatologia, a maior parte do parénquima pulmonar estava substituido por
maltiplas formagdes nodulares com ovos integros, ovos degenerados e larvas de nematddeos
em cortes longitudinais e transversais. Associado aos ovos e larvas, havia numerosas células
inflamatdrias caracterizadas por macrofagos, macrdfagos epitelioides, células gigantes
multinucleadas e plasmdcitos. Além disso, quantidade leve a moderada de tecido fibroso estava
presente ao redor dos ovos e larvas, os quais foram também visualizados no interior dos
alvéolos. As larvas eram enoveladas e continham granulos basofilicos e extremidades afiladas
medindo em média 110,5 um de comprimento. Os ovos embrionados tinham a casca delgada e

eosinofilica, medindo em média 54,34 um de comprimento e 27,5 um de largura.

Apds 28 dias de infeccdo, o0 camundongo BRO1-1 apresentou perda de peso, de 21.46
para 15.9 gramas, pelo arrepiado e ataxia. O camundongo BR02-1 apresentou perda de peso,
de 22 para 15.6 gramas, pelo arrepiado, postura de “cdo sentado”, dificuldade respiratoria,
incoordenacédo, prostracdo e ataxia. Os dois animais foram eutanasiados. Na necropsia, no
animal BRO1-1, o cérebro estava edemaciado e no pulméao havia areas vermelhas consolidadas.
No animal BR02-1 havia equimose do lado direito do encéfalo, além de bexiga distendida e

repleta de urina. N&o foram observadas alteracdes macroscopicas nos outros 6rgaos.

Os achados histopatoldgicos foram restritos ao sistema nervoso central. No espaco
subaracndide do animal BR0O1-1 havia algumas larvas em sec¢des transversais. O diametro
médio das larvas foi de 302 um e morfologicamente eram envoltas por cuticula delgada e lisa,
musculatura celomiariana e hipoderme. Além disso, continham cavidade celomatica e intestino
com uma Unica camada de epitélio cibico mononuclear. Nas leptomeninges, especialmente ao
redor dos vasos e se estendendo para o espaco subaracndide, em areas multifocais, havia
infiltrado neutrofilico e linfo-histiocitario, com areas multifocais de hemorragia. No encéfalo
do animal BR02-1, havia duas larvas na regido de transi¢do do hipocampo e substancia branca

do cérebro, adjacente ao ventriculo lateral, sendo uma intravascular; duas larvas na meninge do
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cerebelo, cincos larvas na meninge de um dos hemisférios cerebrais, duas larvas no tronco
(medula oblonga) e uma no quarto ventriculo em cortes transversais e longitudinais. Nas
leptomeninges havia hiperemia e infiltrado inflamatorio multifocal discreto, com predominio
de plasmacitos e macréfagos, ocasionalmente neutrofilos e raros eosinofilos. Ao redor de uma
larva encontrada no espago subaracnoide, predominou infiltrado neutrofilico. Com relagdo os
parasitas presentes no parénquima do encéfalo, as larvas comprimiram o parénquima adjacente
e estavam envoltas por plasmacitos, linfocitos, macréfagos e macrofagos epitelioides,
caracterizando reacdo granulomatosa. Em um dos locais, havia também hemorragia e
macrofagos com pigmento amarronzado (hemossiderina). Reagdo glial leve foi visualizada no
parénquima ao redor das larvas. No neurdpilo havia areas com restos celulares associados aos
vasos com hemorragia e eritrofagocitose, com algumas areas de degeneracdo axonal. No figado,
0s hepatdcitos estavam difusamente vacuolizados caracterizando degeneracdo gordurosa. No

bago, dos dois animas havia hiperplasia de polpa branca (hiperplasia folicular).

Apds 79 dias de infec¢do, como os animais ndo eliminaram larvas de primeiro estadio
nas fezes e ndo apresentaram sinais clinicos, os camundongos BR01- 2 e BR02- 2 foram
eutanasiados. O animal BRO1- 2 apresentou ganho de peso, de 21,75 para 25 gramas. Na
necropsia 0 pulmao estava negativo para adultos, sem alteracbes macroscopicas. O animal
BR02-2 apresentou ganho de peso, de 22,89 para 24 gramas. Macroscopicamente 0 pulmao
estava negativo para parasitas adultos. Na histopatologia ndo foram observadas alteracfes em

nenhum dos dois animais.

Para comparacdo com os resultados obtidos na infeccdo dos camundongos BALBI/c,
duas ratas Wistar foram eutanasiadas com 28 dias de infeccdo, R04-1 e R05-1, além de um

controle.

Estas ratas ndo apresentaram sinais clinicos e tinham 255 e 254 gramas,
respectivamente, na Gltima pesagem. Durante a necropsia o cérebro e cerebelo das ratas R04-1
e RO5-1 estavam hiperémicos com varios exemplares de A. cantonensis jovens nas
leptomeninges. N&o foram recuperados helmintos adultos no pulmao nem larvas de primeiro

estadio nas fezes.

Microscopicamente, no espaco subaracnéide na regido do cerebelo e entre a aracnoide
e a dura mater, na regido lateral do tdlamo, havia cortes transversais e longitudinais de adultos
jovens de A. cantonensis. Estes parasitas tiveram em média 459 um de diametro, possuindo

cuticula lisa, hipoderme delgada, musculatura celomiariana, cavidade celomatica, corddo



176

lateral, testiculo, intestino com camada Unica e epitélio cubico com nucleo Unico e gotas
eosinofilicas no limen do intestino, sugestiva de hemoglobina, nos dois animais. As meninges
estavam espessadas devido a proliferacdo epitelial associadas a infiltrado por macrofagos e
células epitelioides, caracterizando meningite granulomatosa no animal R04-1. Ja no animal
RO5-1 havia infiltrado linfocitario discreto na regido das leptomeninges caracterizando

meningite linfocitaria e nas meninges fibroplasia leve.

Ap0s o periodo pré patente, com 56 dias, mais duas ratas wistars, R04-2 e R05-2, e um
controle foram eutanasiados. Os animais ndo apresentaram sinais clinicos e tinham 265 e 253

gramas, respectivamente, na Gltima pesagem.

Macroscopicamente, o pulméo do Wistar R04-2 estava com areas de atelectasia e com
varios nodulos esbranquigados variando de milimétricos a 0,5 cm, levemente salientes e
aprofundados no parénquima. Exemplares machos e fémeas, identificados posteriormente como
A. cantonensis, foram visualizados no interior das artérias pulmonares. O encéfalo estava
difusamente hiperémico e edemaciado. Pela histopatologia, parasitas adultos, ovos e larvas
foram visualizados nas areas que corresponderam aos nodulos brancos identificados na
macroscopia. Em uma artéria pulmonar havia proliferacdo da tanica intima caracterizada por
multiplas camadas de endotélio, além de hipertrofia e hiperplasia da camada muscular,
caracterizando arterite proliferativa. No limen desta artéria havia 15 cortes transversais e
longitudinais de adultos de A. cantonensis. Morfologicamente, estes parasitas possuiam
cuticula espessa, musculatura celomiariana, cord@es laterais e cavidade celomatica. Alguns
eram machos, contendo testiculos e intestino com células epiteliais cubicas, nucleo e citoplasma
amplos, outros eram fémeas contendo intestino e Utero com ovos embrionados. Areas
multifocais a coalescentes eram constituidas por restos de larvas e ovos envoltos por
macrdfagos epitelioides, e células multinucleadas, areas de mineralizagéo e tecido conjuntivo
fibroso em quantidade leve a moderada. Nos alvéolos havia areas multifocais com fibrina e
hemorragia, associadas a macréfagos e linfocitos. Nos brénquios e bronquiolos havia
hipertrofia e hiperplasia de células caliciformes com acumulo de muco e larvas no limen. No
foliculo linfoide associado ao bronquio constatou-se hiperplasia e plasmocitose com algumas
células Mott. O linfonodo cervical superficial estava reativo com hiperplasia difusa da cortical

e plasmocitose.

No animal R05-2, na necropsia as lesdes macroscopicas também foram intensas. No

pulmdo deste animal havia aderéncias entre os lobulos, noédulos esbranquicados e firmes a
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palpacgdo, areas de atelectasia e hemorragias e exemplares machos e fémeas, identificados
posteriormente como A. cantonensis, no interior das arterias pulmonares. Um dos nddulos
apresentava 3cm e estava comprimindo o parenquima da porcdo caudal do lobo cranial
esquerdo e aderido a pleura. O encefalo estava difusamente hiperémico. Microscopicamente,
havia perda do parénquima pulmonar e substituicdo por &reas circulares multifocais a
coalescentes contendo ovos embrionados. Estes eram constituidos por casca delgada
eosinofilica, medindo em media 54,34 um de comprimento e 27,5 pum de largura, ovos
degenerados e larvas enoveladas com granulos basofilicos e extremidades afiladas, medindo
110,5 um de comprimento. Na tunica intima da artéria bronquial, havia espessamento
caracterizado por multiplas camadas desorganizadas de células endoteliais (arterite
proliferativa). No lumen, havia trombose associada a neutrofilos. A tdnica média estava
espessada por células musculares lisas caracterizadas por multiplas camadas, com alteracéo da
morfologia da artéria. No limen, havia 13 cortes transversais e longitudinais de adultos de A.
cantonensis. Macrofagos vacuolizados foram visualizados em abundéncia no limen dos

alvéolos e ao redor de larvas e ovos.

Neste mesmo pulmé&o, na porcdo caudal do lobo cranial esquerdo, havia uma area
nodular comprimindo o parénquima normal adjacente, caracterizada por &reas multifocais a
coalescentes de necrose litica associada a numerosos neutrofilos degenerados e integros.
Numerosos neutréfilos também estavam presentes no limen de bronquiolos. Alguns destes
estavam com dilatacdo e a parede rompida (bronquiectasia). Estas lesGes estavam intercaladas
por areas com ovos e larvas associadas a quantidade moderada de tecido conjuntivo fibroso,
numerosos linfocitos e plasmécitos e menor quantidade de neutréfilos. Macrofagos,
macrofagos epitelioides e células gigantes multinucleadas estavam presentes em quantidade
moderada ao redor dos ovos e larvas. Por vezes, ovos e larvas estavam envoltos por epitélio
simples achatado e/ou cubico (hiperplasia de pneumacitos). No limen de uma artéria também
foram visualizados ovos e larvas e outras artérias estavam com proliferacdo moderada da tanica
intima e com hipertrofia da tunica média. Havia &reas com edema no interior de alguns espacos
alveolares remanescentes. No baco, havia hiperplasia de polpa branca (hiperplasia folicular) e

no encéfalo espessamento multifocal leve da meninge e inflamagéo leve (meningite leve).

Os Wistars, utilizados como controles, ndo apresentavam sinais clinicos. Na necropsia

e na histopatologia ndo foram observadas lesoes.
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Figura 54. Sinais clinicos apresentados pelo camundongo BR02-1 evidenciando baixo escore
corporal, postura de “céo sentado” ¢ incoordenagéo.
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Figura 55. LesBes macroscopicas no encéfalo de ratas experimentalmente infectadas. (a) Presenca
de exemplares de adultos jovens de A. cantonensis nas leptomeninges da regido do cerebelo (seta)
do animal R04-1. (b) Presenca de exemplares de adultos jovens de A. cantonensis nas leptomeninges
da regido do hemisfério cerebral direito (seta) do animal R05-1. (c) Comparacéo entre os encéfalos
dos animais, da esquerda para a direita, R05-1, R04-1 e Controle, onde podemos observar hiperemia
moderada nos animais R05-1 e R04-1 em comparac¢do com a auséncia no controle nao infectado.



180

Figura 56. LesBGes macroscOpicas no pulmdo da rata R04-2 experimentalmente infectada. (a)
Presenca de nodulos esbranquicados e firmes a palpacao nos lobos caudal direito e caudal esquerdo
(setas). (b) Nodulo esbranquigcado em detalhe (seta espessa) e exemplares adultos de A. cantonensis
emergindo de uma artéria pulmonar proxima ao nodulo (seta fina).
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Figura57. LesGes macroscopicas no pulméao da rata R05-2 experimentalmente infectada. (a) Presencga
de nddulo esbranquicado e firme a palpagdo comprimindo o parénquima do lobo caudal esquerdo do
pulméo e aderido a pleura (seta). (b) Pulméo com areas de hemorragia, evidenciando o nédulo no lobo
caudal esquerdo (seta).

Figura 58. Lesdes microscopicas no pulmdo da rata RO1 experimentalmente infectada. (a)
Parénquima pulmonar substituido por maltiplas formacdes nodulares com ovos (setas vermelhas) e
larvas (setas pretas) de nematdédeos em cortes longitudinais e transversais, associados a numerosas
células inflamatorias (setas grossas) 10X. (b) Em maior aumento as larvas eram enoveladas e
continham granulos basofilico (setas finas pretas) e extremidades afiladas (setas finas vermelhas) e
0s ovos embrionados tinham a casca delgada eosinofilica (setas grossas) 20X. Hematoxilina e
eosina.
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Figura 59. Lesdes microscopicas no encéfalo dos camundongos BRO1-1 e BRO02-1
experimentalmente infectados. (a) Presenga de larvas (setas pretas) na meninge (m) de um dos
hemisférios cerebrais (hc), associadas a hiperemia (asterisco) e infiltrado inflamatério (setas
vermelhas) 10X. (b) Presenca de duas larvas (setas) na regido de transi¢cdo do hipocampo e substancia
branca do cérebro adjacente ao ventriculo lateral (H) associadas a areas de hemorragia (asteriscos)
10X. (c) Em detalhe, local de hemorragia e macrofagos com pigmento amarronzado (hemossiderina)
(setas) 40X. (d) Em detalhe, morfologicamente as larvas eram envoltas por cuticula delgada e lisa
(c), musculatura celomiariana (m) e hipoderme (h), cavidade celomética (cc), intestino com uma
Unica camada de epitélio cubico com ndcleo Unico (i) e 6rgdo reprodutor (or). Hematoxilina e eosina.
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Figura 60. LesbGes microscopicas no encéfalo das ratas R04-1 e R05-1 experimentalmente
infectadas. (a) Em maior aumento, morfologicamente as larvas eram envoltas por cuticula lisa (c),
hipoderme delgada (h), musculatura celomiariana (m), cavidade celomatica (cc), corddo lateral (cl),
testiculo (t), intestino (i) com camada Unica e epitélio cibico com ndcleo Unico (seta vermelha) 40X.
Em maior aumento, foram observadas gotas eosinofilicas no lumen do intestino (setas grossas)
sugestiva de hemoglobina. Hematoxilina e eosina.

Figura 61. Lesdes microscopicas no pulméo das ratas R04-2 e RO5-2 experimentalmente
infectadas. Arquitetura pulmonar com &reas de perda total do parénquima (PP),
substituicdo por células inflamatdrias associadas a larvas e ovos integros embrionados e
ovos degenerados em cortes longitudinais e transversais (*). Artéria (A) com
espessamento da tunica intima (1T). Bronquio (B) com hiperplasia e hipertrofia das células
caliciformes (GC) e presenca de muco (M) e larva (L) 20X. Hematoxilina e eosina.
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Figura 62. LesBes microscopicas no pulmao das ratas R04-2 e R05-2 experimentalmente infectadas.
(@) Artéria pulmonar (A) com presenca de 15 cortes transversais e longitudinais de adultos de A.
cantonensis 10X. (b) Artéria pulmonar com proliferacdo da tunica intima (IT) e hipertrofia e
hiperplasia da camada muscular (ML), evidenciando no limen em cortes transversais, um exemplar
macho (M) com musculatura celomiariana (CM), corddes laterais (SC), testiculos (TE) e intestino (1)
e um exemplar fémea (F) com cuticula espessa (C), cavidade celomatica (CC), intestino (I) e Utero
(U) com ovos embrionados (E) (c). Os adultos jovens em cortes longitudinais foram caracterizados
por cuticula lisa (CC), musculatura celomiariana (CM), cavidade celomatica (CC), testiculo (TE) e
intestino (1N 20X. Hematoxilina e eosina.
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Figura 63. Lesdes microscopicas no pulméo das ratas R04-2 e R05-2 experimentalmente infectadas.
(a) Areas multifocais a coalescentes constituidas por restos de larvas e ovos (setas pretas) envoltos
por macrdfagos epitelioides, e células multinucleadas (setas vermelhas), areas de mineralizagdo
(asteriscos pretos) e tecido conjuntivo fibroso (asteriscos vermelhos) 20X. (b) No foliculo linfoide
(FL) associado ao bronquio constatou-se hiperplasia e plasmocitose com algumas células Mott
(setas) 40X. Hematoxilina e eosina.



185

17. DISCUSSAO

Parques urbanos em todo o mundo, geralmente sdo caracterizados por grande presséo
antrdpica e continuo avango humano sobre os fragmentos de florestas, semelhante aos parques
do presente estudo. Ha uma baixa proporcdo de matas nativas, proximas as residéncias, com
presenca de lixo e mudangas nos habitats naturais, afetando diretamente a estrutura das
comunidades de animais e plantas (Soulé, 1980; Bradley & Altizer, 2006; Mackenstedt et al.,
2015). Nesses parques urbanos, as comunidades de roedores podem ficar restritas a um pequeno
numero de espécies oportunistas e exoticas, como R. rattus, cuja densidade populacional pode
aumentar significativamente devido a auséncia de pressées competitivas e recursos abundantes
que ndo dependem de flutuacdes sazonais, como lixo e alimentos dados pelas pessoas, que
sustentam essas populacdes (Ruedas et al., 2004; Carrol et al., 2005; Mills, 2006). Esses fatores
caracteristicos dos parques urbanos, também sdo importantes para a colonizacdo desses
ambientes por A. fulica. Esse caramujo, tem como um dos fatores predominantes para o seu
estabelecimento e disseminacdo, a presenga humana, sendo mais abundante em areas urbanas

com grande populacédo e grande oferta alimentar (Albuquerque et al., 2008).

Apos a primeira descrigdo por Chen, 1935 o Angiostrongylus cantonensis se dispersou
por vérias ilhas no Pacifico, através de ratos naturalmente infectados em containers vindos da
Asia (Diaz, 2008). Os crescentes fluxos de comércio e turismo global, bem como a
disseminacdo de habitos e costumes entre 0s paises, permitiram a dispersdo dos hospedeiros
definitivos e intermediarios, principalmente o Achatina fulica, hospedeiro intermediario de A.
cantonensis em varios continentes como Australia, Africa e nas Américas (Foronda et al., 2010;
Maldonado et al., 2012; Moreira et al., 2013).

Os espécimes obtidos no presente estudo, foram inicialmente comparados com
exemplares descritos por Alicata & Jindrak, 1970, demonstrando se tratar de A. cantonensis.
As caracteristicas morfoldgicas e morfométricas desses helmintos, o hospedeiro, a localizacédo
na artéria pulmonar dos parasitos, os dados moleculares e as lesdes descritas confirmaram a
identificacdo. Esses mesmos parametros morfométricos, estavam de acordo com a descricéo
original de Chen (1935). Da mesma forma, os dados morfologicos e moleculares de adultos
recuperados de R. norvegicus experimentalmente infectado com L3 recuperadas de A. fulica
naturalmente infectado, confirma se tratar de A. cantonensis, demonstrando a ocorréncia do
ciclo natural da espécie no parque urbano Jacques Cousteau e sugerindo 0 aumento de sua

dispersdo nos estados brasileiros.
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O nematddeo A. costaricensis tem pouca especificidade em relacdo aos hospedeiros
definitivos, sendo os roedores das familias Cricetidae, Heteromydae e Muridae os principais
hospedeiros envolvidos no seu ciclo de vida (Maldonado et al., 2010). Em locais como o parque
Jacques Cousteau, com paisagens de baixa proporcdo de florestas nativas, comunidades de
roedores podem se tornar restritas a um pequeno nimero de espécies oportunistas, como
algumas espécies da familia Muridae, cuja densidade populacional pode aumentar
significativamente devido a auséncia de pressdes competitivas (Ruedas et al., 2004; Carroll et
al., 2005; Mills, 2006). Estes animais, apesar das lesdes observadas tanto no pulméo quanto no
encéfalo, geralmente ndo apresentam manifestacdo clinica relacionada ao parasitismo, sendo
que, quando apresentam, ela é dependente da quantidade de larvas durante a infeccgdo.
Geralmente, em infeccdes mais leves, o periodo crucial para os roedores é durante a migracao
dos parasitos do encéfalo para os pulmdes. (Lim et al., 1965; Alicata & Jindrak, 1970). Devido
a estes fatores, a manutencdo do ciclo bioldgico em locais onde a densidade de roedores
sinantropicos, como R. rattus, é alta, pode ser facilitada, assim como a possibilidade de
transmissdo para a populacdo humana. Visto que, como sugerido por Wang et al. (2008), o
papel de R. rattus como hospedeiro definitivo, pode ser baseado nas taxas de prevaléncia
registradas em outros paises, embora sua participagdo no ciclo de vida do parasito possa
depender de condi¢des epidemioldgicas locais.

Diferente dos roedores, no caso dos humanos, considerados hospedeiros acidentais de
A. cantonensis, a presenca do helminto, sua movimentag&o e morte no sistema nervoso central,
e a resposta imune produzida pelo hospedeiro, leva a uma meningite caracterizada pela presenca
de eosindfilos tanto no liquido cefalorraquidiano (LCR) quanto no sangue periférico (Pien &
Pien, 1999; Tsai et al., 2001; Luessi et al., 2009; Chen et al., 2011; Espirito-Santo et al., 2013;
Murphy & Johnson, 2013). Sendo assim, a meningite eosinofilica é a principal manifestacdo
clinica da doenca causada pelo nematédeo A. cantonensis, podendo ocorrer casos graves da
doenca com sequelas neuroldgicas permanentes e evolugdo para coma e morte (Lima et al.,
2009; Luessi et al., 2009; Hsueh et al., 2013).

Mais de 2.877 casos humanos de meningite eosinofilica foram relatados em todo o
mundo, fazendo com que a doenga ganhasse reconhecimento como uma zoonose emergente,
sendo considerada endémica em alguns paises asiaticos e ilhas do Pacifico (Wang et al., 2008),
demonstrando a importancia de estudos que identifiquem os hospedeiros definitivos e
intermediarios do nematddeo e os locais onde o ciclo ocorre (Wang et al., 2012). Portanto, um

maior conhecimento dessa zoonose emergente é essencial, principalmente em locais onde a
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densidade de roedores sinantrépicos, como R. rattus, € alta, o que pode facilitar a manutencéo
do ciclo bioldgico do parasito. Considerando que o papel de R. rattus como hospedeiro
definitivo pode ser baseado nas taxas de prevaléncia registradas em outros paises, sua
participacdo no ciclo de vida do parasito pode depender das condi¢bes epidemioldgicas locais
(Wang et al., 2008). Esses achados, reforcam a importancia da conscientizagéo dos servicgos
publicos de salde quanto a presenca de A. cantonensis em area urbana e do monitoramento e
controle das principais espécies de hospedeiros, a fim de evitar possiveis casos humanos, como
0s ja existentes, relatados no Brasil, e para reduzir a possibilidade de infeccdo de animais
domeésticos, relatados como hospedeiros acidentais em outros paises. As medidas preventivas
incluem evitar o contato com moluscos potencialmente infecciosos e roedores sinantropicos, e
0 controle e monitoramento de animais domésticos em parques urbanos, que podem ser
incentivados por meio de a¢des de educacao em salde e capacitacdo de agentes de controle de
zoonoses para identificar possiveis riscos de transmissdo e manutencdo de ciclo de A.
cantonensis nessas areas. Claramente, mais pesquisas sd0 necessérias, com urgéncia, para

mapear a distribuicdo de A. cantonensis em Minas Gerais.

Este estudo, além de representar o primeiro relato da presenca do Angiostrongylus
cantonensis em Rattus rattus e Achatina fulica no estado de Minas Gerais, pode servir de alerta
para as autoridades de satde publica do estado, dado o potencial zoonético desse parasito, as
altas densidades de populagdes sinantrdpicas de ratos, a presenca do caramujo exotico A. fulica

e a proximidade da ocorréncia e manutencg&o do ciclo em area urbana e de visitacdo publica.

Em relacdo ao ciclo experimental, podemos observar que L4 foram recuperadas no
espaco subaracnoideo dos ratos Wistars com 28 dias de infeccdo. Apds esse periodo, foram
recuperadas L1 nas fezes dos modelos infectados e adultos nas artérias pulmonares dos ratos
eutanasiados. Esses resultados estdo de acordo com os relatados em outros experimentos
(Kuberski & Wallace, 1979; Chen & Lai, 2007; Lan & Lai, 2009; OuYang et al., 2012). Diante
disso, uma vez que as L3 sdo ingeridas pelos hospedeiros elas atingem o sistema nervoso central
através do sistema circulatorio. No entanto, o desenvolvimento larval no encéfalo é distinto nos
diferentes hospedeiros. As larvas no hospedeiro permissivo como por exemplo ratos, mudam
duas vezes, se desenvolvendo em adultos jovens (L5). Essas larvas ja apresentam dimorfismo
sexual sendo possivel observar a bolsa copuladora na extremidade posterior dos machos e a
vulva na extremidade posterior da fémea (OuYang et al., 2012). Os helmintos recuperados nas
leptomeninges de dois Wistars eutanasiados com 28 dias de infeccdo, no presente estudo,

também apresentavam essas caracteristicas. No caso de hospedeiros ndo permissivos, como
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humanos, outros mamiferos e aves, as larvas geralmente ndo conseguem completar a migracdo
pulmonar e permanecem no encéfalo até a morte (Alicata & Jindrak 1970; Yamashita et al.
1975). No presente estudo, ndo foram recuperados adultos jovens dos camundongos BALB/c
infectados, o0 que é corroborado por diferentes estudos que utilizam esse modelo para a infec¢éo
com A. cantonensis (Lee et al., 2006; OuYang et al., 2012; Wang et al., 2018) Esses estudos
demonstram que, ao contrario das larvas dos ratos, as larvas dos camundongos infectados eram
menores e seus tamanhos ndo aumentavam mais, desde a terceira semana ap0s a infeccao.
Nenhuma diferenca significativa foi observada no comprimento larval entre as larvas
recuperadas de camundongos na terceira semana e na quarta semana pos-infecgdo. Nos Wistars
que apresentavam adultos jovens, eles foram recuperados nas leptomeninges da regido do
cerebelo e nas leptomeninges da regido do hemisfério cerebral direito. Esses resultados foram
parecidos com os obtidos por OuYang et al. (2012), que recuperam helmintos agregados
principalmente no espaco subaracndide da regido cerebral onde seu ndmero foi
significativamente maior do que em outras regides do cérebro, incluindo cerebelo e tronco
cerebral. Danos mecanicos na superficie do cérebro causados pela migracdo larval foram
caracterizados por hemorragias irregulares e inchaco do tecido focal. O dano mais 6bvio foi
visto na superficie cerebral em ratos e a area da lesdo foi maior do que a de qualquer outra
regido do cérebro, neste estagio infectado. Esses achados também foram observados no presente
estudo, no qual, os encéfalos dos animais eutanasiados com 28 dias, apresentavam hiperemia
moderada em comparacdo com a auséncia no controle ndo infectado. Na microscopia, as
meninges estavam espessadas devido a proliferacdo epitelial, associadas a infiltrado por
macréfagos e células epitelioides, caracterizando meningite granulomatosa em um animal,
sendo que no outro havia infiltrado linfocitario discreto na regido das leptomeninges

caracterizando meningite linfocitaria e nas meninges fibroplasia leve.

Os resultados obtidos nos ratos Wistars eutanasiados ap6s o periodo pré patente, foram
semelhantes aos obtidos nos ratos naturalmente infectados e nos casos descritos na literatura.
Esses achados, demonstram a viabilidade das larvas recuperadas dos hospedeiros naturalmente
infectados e do modelo Wistar infectado com L3 recuperadas do A. fulica. Essas larvas foram
viaveis para infectar moluscos da espécie B. glabrata e modelos Wistars (R. norvegicus)
reproduzindo o ciclo natural da especie. Consequentemente, o ciclo de A. cantonensis
recuperado de R. rattus e A. fulica naturalmente infectados no Parque Jacques Cousteau sera

mantido no Laboratério de Helmintologia veterinaria do ICB-UFMG para estudos futuros.
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Em relacédo aos resultados obtidos da infecdo de modelos BALB/c, podemos observar a
viabilidade das larvas para infectar esses animais, apesar de que, dois animais ndo apresentaram
sinais clinicos nem alteracdes macroscopicas e microscopicas no encefalo, o que pode ser
justificado por algum erro durante a infec¢do desses animais. Os sinais clinicos apresentados
com 28 dias de infecgdo, coincidem com sinais clinicos relatados em primatas ndo humanos
infectados por A. cantonensis. Esses animais apresentaram inicio agudo de letargia com
fraqueza, diarreia, ataxia, convulsdes, paralisia e paresia do membro posterior (Edwards et al.,
2020). Nas analises histopatoldgicas, em todos 0s casos, houve uma meningite que variou de
leve a grave e afetou o cérebro, cerebelo e tronco cerebral, com predominio de eosinofilos e
infiltrado composto principalmente de macrofagos. Também foram relatadas areas
caracterizadas por cavitacdo, hemorragia, inflamacéo histiocitica, edema, degeneracdo dos
axonios e gliose (Edwards et al., 2020). Esses achados sao compativeis com os descritos nesse
trabalho, o que demonstra que os modelos BALB/c podem ser utilizados para estudos que

reproduzem infecg¢Ges nos hospedeiros acidentais, incluindo humanos.
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18. CONCLUSAO

e Exemplares adultos de Angiostrongylus cantonensis foram recuperados das artérias
pulmonares de Rattus rattus naturalmente infectados, capturados no Parque Municipal

Jacques Cousteau em Belo Horizonte, Minas Gerais.

e Larvas de terceiro estddio de Angiostrongylus cantonensis foram recuperadas de
molusco Achatina fulica, naturalmente infectado, coletado no Parque Municipal Jacques
Cousteau em Belo Horizonte, Minas Gerais.

e A presenca de ratos e moluscos infectados com A. cantonensis demonstra a ocorréncia
do ciclo biolégico natural da espécie em um parque urbano, proximo a residéncias,

escola e hospital, e utilizado para visitacdo na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais.

e Este é o primeiro relato de A. cantonensis parasitando Rattus rattus e Achatina fulica
no estado de Minas Gerais.

e A viabilidade das larvas de terceiro estadio recuperadas de A. fulica e de primeiro
estadio recuperadas de R. rattus naturalmente infectados, foi demonstrada através da
infeccdo dos modelos experimentais Wistar e BALB/c e do molusco Biomphalaria

glabrata.
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