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RESUMO

A meningite eosinofilica causada por Angiostrongylus cantonensis é transmitida ao
homem pela ingestao acidental ou intencional de alimentos contaminados, caracois
e lesmas crus ou hospedeiros paraténicos (camarbes de agua doce, caranguejos,
anfibios ou lagartos). Na ultima década, a doenca tem assumido carater emergente
no Brasil. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver estudo
prospectivo para avaliar a infecgdo natural por metaestrongilideos de interesse
médico e veterinario em moluscos de diferentes areas em municipios do estado de
Sao Paulo. Neste estudo foram incluidos moluscos recebidos pelo Nucleo de
Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz no periodo de novembro de 2008 a
dezembro de 2015 por demanda espontdnea ou busca ativa. As espécies
identificadas foram distribuidas em nove familias, 14 géneros e 15 espécies. Os
exames parasitoloégicos em 4536 moluscos identificaram a infec¢do por larvas de
metaestrongilideos em 36 isolados provenientes dos municipios de Bauru,
ltaquaquecetuba, Mongagua e Sao Paulo. Doze espécies foram relacionadas
como hospedeiras intermediarias: Achatina fulica, Belocaulus willibaldoi,
Bradybaena similaris, Deroceras laeve, Leptinaria concentrica, Limacus flavus,
Lamellaxis goodalli, Prohappia besckei, Phyllocaulis boraceinsis, Phyllocaulis
variegatus, Rumina decollata e Sarasinula linguaeformis. As analises morfométricas
das larvas L3 recuperadas dos moluscos, quando comparadas com os isolados de
referéncias de A.costaricensis e A.cantonensis, indicaram maior similaridade com
esta Ultima espécie em 24 isolados. A analise molecular (PCR) identificou 20
isolados como A.cantonensis. No municipio de Bauru foi constatada a infeccao
por Aelurostrongylus abstrusus, metastrongilideo pulmonar de felinos em
A.fulica. O mesmo parasita foi encontrado infectando A.fulica e P.boraceinsis no
municipio de Mongagué. Em &rea urbana da zona sul de S&o Paulo foi constatada
a biocenose envolvendo a infeccdo por A. cantonensis em seis espécies de
moluscos e em Rattus norvegicus. Na zona leste de Sdo Paulo, na residéncia de
um caso humano confirmado laboratorialmente foi encontrado larvas de
A.cantonensis em fezes de roedor e em trés espécies de moluscos. Estas
ocorréncias levaram a sistematizacdo das a¢bBes envolvendo o Laboratério de
Saude Publica e as Vigilancias, visando a resposta rapida do diagndstico
laboratorial, imediata notificacdo de casos e a investigacdo malacoldgica e de
roedores.

Palavras-chave: moluscos, Metastrongyloidea, Angiostrongylus cantonensis,

microscopia, técnicas de diagndstico molecular.



ABSTRACT

Eosinophilic meningitis caused by Angiostrongylus cantonensis is transmitted to
humans either by the accidental or intentional ingestion of contaminated food or snails
and raw slugs or paratenic hosts (freshwater prawns, crabs, amphibians or lizards).
The disease has reached a critical point in Brazil in the last decade. Thus, the objective
of this work was to develop a prospective study to evaluate the natural infection by
metestrongylids of medical and veterinary interest in molluscs from different areas in
municipalities of the state of S&o Paulo. We included, in this study, molluscs received
by the Enteroparasites Nucleus of Adolfo Lutz Institute from November 2008 to
December 2015 by spontaneous demand or active search. The species identified were
distributed in nine families, 14 genera and 15 species. Parasitological examinations in
4536 molluscs identified the infection by metaestrongilide larvae in 36 isolates from the
municipalities of Bauru, Itaquaquecetuba, Mongagua and Sao Paulo. Twelve species
were related as intermediate hosts: Achatina fulica, Belocaulus willibaldoi, Bradybaena
similaris, Deroceras laeve, Leptinaria concentrica, Limacus flavus, Lamellaxis goodalli,
Prohappia besckei, Phyllocaulis boraceinsis, Phyllocaulis variegatus, Rumina decollata
and Sarasinula linguaeformis. The morphometric analyzes of L3 larvae recovered from
molluscs, when compared to the isolates of A.costaricensis and A.cantonensis,
indicated a greater similarity with the latter species in 24 isolates. Molecular analysis
(PCR) identified 20 isolates as A.cantonensis. In the municipality of Bauru, infection by
Aelurostrongylus abstrusus, pulmonary metastrongylidus of felines was observed in
A.fulica. The same parasite was found infecting A.fulica and P.boraceinsis in the
municipality of Mongagua. In the south urban area of Sdo Paulo, biocenose involving
A. cantonensis infection was observed in six mollusc species and in Rattus norvegicus.
On the East Side of S&o Paulo, in the residence of a laboratory confirmed human case,
A.cantonensis larvae was found in rodent feces and in three species of mollusks.
These occurrences led to the systematization of the actions involving the Public Health
Laboratory and Surveillance, aiming at the rapid response of the laboratory diagnosis,

immediate notification of cases and the malacological and rodent investigation.

Key words: mollusks, Metastrongyloidea, Angiostrongylus cantonensis, microscopy,
molecular diagnostic techniques.
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1. INTRODUCAO

1.1Moluscos e sua importancia médico-veterindria para a saude publica

O filo Mollusca € o segundo maior filo da classificacdo zooldgica, sendo
superado apenas pelo filo Arthropoda. Caracteriza-se por ser um grupo altamente
diverso quanto a morfologia, anatomia, fisiologia e ecologia (Barker, 2001) com
representantes nos ambientes terrestres, de agua doce ou marinhos. Estima-se que o
namero de espécies no mundo variam entre 80.000 e 120.000 (Simone, 1999), sendo
que 30.000 espécies estdo representadas por gastropodes terrestres (Barker, 2001). A
classificacdo tradicional da classe Gastropoda divide o taxon em trés subclasses:
Prosobranchia, Opisthobranchia e Pulmonada. Destas, apenas 0s opistobranquios nao
apresentam representantes terrestres (Simone, 1999).

Os moluscos tém participacdo relevante nos ecossistemas onde habitam.
Possuem papel importante na geologia e paleontologia, uma vez que apresentam
potencial de fossilizacdo, servindo para estudo de estratos terrestres e datacdo da
Terra (Thomé et al., 2006). Sao utilizados como alimento pelo homem, peixes, aves,
répteis, anfibios e insetos, demonstrando importante papel na cadeia tréfica; ciclagem
de nutrientes, sendo ainda considerados bioindicadores, devido participacéo relevante
na caracterizacdo de ambientes naturais, uma vez que sdo sensiveis a poluicdo
(Bonetto eTassara,1987; Landoni, 1992; Simone, 1999; Thomé et al., 2006).

Dentre as implicag6es negativas atribuidas aos moluscos reside o fato de serem
considerados pragas de jardins, hortas, pomares e lavouras (Thomé et al., 2006). A
classe Gastropoda se destaca por representar cerca de 75% das espécies do filo.
Inclui espécies hospedeiras de trematdédeos e de alguns nematodeos parasitos de
animais silvestres, domeésticos, sinantrépicos e do homem (Ministério da Saude, 2008
e Rey, 2008). No Brasil quatro helmintoses de importancia médica e veterinaria sdo
transmitidas por moluscos: fasciolose, esquistossomose mansoénica, angiostrongiliase
abdominal e meningite eosinofilica por Angiostrongylus cantonensis (Ministério da
Saude, 2008, Caldeira et al., 2007). Alguns nematdédeos metastrongilideos também
sdo citados como causadores de doencas de interesse veterinario como a
angiostrongilose canina (Ballweber, 2012) e estrongilose cardiopulmonar que acomete

felinos domeésticos e silvestres (Bowman et al.,2002). Desta forma, para o efetivo
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controle destes agravos € de vital importancia empreender acdes de vigilancia
malacoldgica, com o objetivo de conhecer o potencial de transmissdo das espécies

hospedeiras intermediarias de metastrongilideos de interesse médico-veterinario.

1.2 Importancia médica e veterinaria dos nematdodeos da superfamilia

Metastrongyloidea

O interesse sobre o0s aspectos biologicos, epidemiologicos, clinicos e
laboratoriais relacionados aos nematédeos da superfamilia Metastrongyloidea tem sido
crescente nas ultimas décadas. A ocorréncia destes parasitos em areas, até entéo,
destituidas de importancia epidemiolégica, confirma o carater emergente de
importancia médica e veterinaria, das infec¢cdes causadas por estes metastrongilideos
(Traversa e Guglielmini, 2008; Wang et al., 2008).

Os metastrongilideos sdo formados por cerca de 180 espécies de nematdides
distribuidas em 45 géneros. Em geral, sdo parasitos de mamiferos, principalmente
habitando pulmdes e, com poucas excecOes, apresentam como hospedeiros
intermediarios moluscos terrestres ou de agua doce (Anderson, 2000).

A familia Angiostrongylidae apresenta 16 géneros e 48 espécies com ampla
distribuicdo geografica. Angiostrongilideos tem sido encontrado infectando roedores,
tupaideos, mefitideos, mustelideos, procionideos, felideos, marsupiais e canideos, e
até mesmo o homem (Anderson, 2000 ; Spratt, 2015).

Atualmente 21 espécies do género Angiostrongylus tém sido descritas
infectando roedores, insetivoros e carnivoros em todo o mundo (Spratt, 2015), porém
apenas duas espécies tém sido apontadas como causa de enfermidade em humanos:
Angiostrongylus cantonensis envolvido no sistema nervoso central e algumas vezes
nos pulmdes (Chen, 1935; Nomura e Lin, 1945) e Angiostrongylus costaricensis
(Morera e Céspedes 1971a), que se aloja nas artérias mesentéricas, ambos podendo
causar angiostrongiliase nas Américas (Morera e Céspedes, 1971b). Outros
angiostrongilideos como Angiostrongylus vasorum, Angiostrongylus malaysiensis e
Angiostrongylus mackerrasae e Aelurostrongylus abstrusus séo significantes como
patdogenos para animais, porém seu potencial zoondtico ainda ndo foi demonstrado
(Bowman et al., 2002; Barratt et al., 2016).



Uma variedade de moluscos terrestres podem ser hospedeiros intermediarios
de metastrongilideos tanto de interesse meédico quanto de importancia veterinaria
(Anderson, 2000 e Spratt, 2015). Assim, em estudos malacolégicos envolvendo a
infeccdo natural de metastrongilideos, o diagnéstico diferencial entre os membros da

superfamilia Metastrongyloidea é de fundamental importancia (Bowman et al., 2003).

1.3 Metastrongilideos de interesse veterinario

1.3.1 Angiostrongylus vasorum (Baillet, 1866; Kamensky, 1905)

Angiostrongylus vasorum (Baillet, 1866; Kamensky, 1905) é o agente etioldgico
da angiostrongilose canina. As formas adultas tém aproximadamente 13 - 21 mm
(Gredal et al., 2011), localizando-se no coragéo direito e artérias pulmonares de cées e
raposas (Morgan e Shaw, 2010). As formas larvares L1 apresentam cerca de 310 a
399 um de comprimento e possuem um botdo cefélico anterior, uma cauda em forma
de S com entalhe dorsal e pequena ondulacdo ventral (Ballweber, 2012). O
embrionamento dos ovos ocorre rapidamente ainda no tecido do hospedeiro, dando
origem as larvas L1 que séo transportadas pela rede capilar pulmonar e penetram nos
alvéolos (Morgan e Shaw, 2010). A partir dai chegam a faringe e sdo deglutidas e
eliminadas pelas fezes. Em moluscos, hospedeiros intermediarios, as L1 desenvolvem-
se até L3 (estagio infectante) em 16 a 18 dias (Ballweber, 2012), (Barcante et al.,
2003a; Morgan et al., 2005). Nao h& dados disponiveis sobre o desenvolvimento
larvario em hospedeiros paraténicos ou de transporte (aves, rds ou roedores)
(Ballweber, 2012).

O nuamero de hospedeiros intermediarios pode ser amplo, considerando-se a
variedade de gastropodes (Ferdushy et al., 2009). O hospedeiro definitivo € infectado
ao ingerir um gastropode infectado por predacéo, por lambedura (Barcante, 2003a;
Barcante 2003b; Morgan e Shaw, 2010), ou por ingestao de larvas livres no ambiente
(Morgan e Shaw, 2010). Ap6s a ingestdo, as L3 penetram na parede do sistema
gastrointestinal e migram para os linfonodos viscerais, onde se desenvolvem em
vermes jovens (Ballweber, 2012). Em seguida, migram por via sanguinea ou linfatica
para o coragdo ou artérias, onde se tornam vermes adultos (Morgan e Shaw, 2010).

A angiostrongilose canina é tipicamente assintomatica ou associada a sinais

leves e intermitentes nas fases iniciais de infe¢cdo (Bourque et al., 2008 ; Ballweber,



2012). Contudo, quando a carga parasitaria é alta, pode causar hemorragias,
alteracdes neuroldgicas, cardiovasculares e gastrointestinais, com ou sem disfuncao
respiratéria (Bourque et al., 2008; Morgan e Shaw, 2010; Lepri et al., 2011; Gredal et
al., 2011). Frequentemente, os animais apresentam sintomas como tosse, intolerancia
ao exercicio, dispneia, insuficiéncia cardiaca direita, e outros menos especificos, como
vomitos, diarreias e anorexia (Kock e Willesen, 2009).

Os parasitos podem ser encontrados em outros 6rgdos, como artérias
pulmonares, olhos, rins, cérebro, pancreas e artéria femural (Oliveira-Junior et al.,
2004; Denk et al., 2009; Conboy, 2011; Lepri et al., 2011). O diagndstico definitivo
pode ser realizado pela deteccédo de larvas L1 nas fezes (Ballweber, 2012), ou pela
lavagem traqueal ou broncoalveolar (Denk et al., 2009). A terapéutica deve ser iniciada
de imediato, mesmo sem o diagnostico definitivo (Morgan e Shaw, 2010),
administrando-se moxidectina (Schnyder et al., 2009), milbemicina (Conboy, 2004),
febendazol (Willesen et al., 2007) ou imidacloprid-moxidectina (Willesen et al., 2007;
Ballweber, 2012).

Pode ser necessario o tratamento de suporte, conforme a sintomatologia
apresentada (Kock e Willensen, 2009; Helm et al., 2010). Em regides endémicas,
recomenda-se a prescricdo mensal de anti-helmintico como medida profilatica
(Schnyder et al., 2009; Conboy, 2011). Deve-se também proceder a remocao
adequada das fezes dos animais infectados, de modo a interromper o ciclo de vida do
parasito e evitar a contaminagdo ambiental (Kock e Willesen, 2009), bem como realizar
exames coprologicos de controle (Ballweber, 2012).

O parasito foi descrito pela primeira vez em 1852 no sudoeste de Franca. Sua
prevaléncia é acentuada neste pais, sendo considerado endémico em muitos paises
de clima temperado e umido (Elsheikha et al.,2014). Embora n&o existam dados gerais
sobre a prevaléncia do A. vasorum no Brasil, trabalhos tém demonstrado sua
ocorréncia em alguns estados.

O primeiro relato do parasitismo de canideos por A. vasorum, foi realizado por
Travassos (1927), quando descreveu Haemostrongylus railliet (= A. vasorum)
recuperado do ventriculo direito e artéria pulmonar de raposas do mato (Cerdocyon
thous azarae), provenientes do municipio do Rio de Janeiro - RJ. Em 1961, Goncalves
relatou, pela primeira vez no Brasil, A. vasorum parasitando cdes domésticos no Rio
Grande do Sul.



Posteriormente, foram apontados casos de infec¢des naturais por Langenegger,
(1962) que registrou a ocorréncia de A. vasorum em dois cdes naturalmente
infectados, provenientes do municipio do Rio de Janeiro; Fehringer e Fiedler (1977)
gue citaram a ocorréncia de dois casos de A. vasorum em cdes no municipio de
Salvador- BA e Giovanonni et al., 1985 que relataram a ocorréncia de A. vasorum em
um céao adulto, procedente do interior do Estado do Parana.

Lima et al. (1985) realizaram a descricdo morfologica de espécimes de A.
vasorum, recuperados das artérias pulmonares de dois caes, procedentes do
municipio de Caratinga — MG. Na ocasido, 0os autores recuperaram larvas L1 de A.
vasorum provenientes das fezes de um dos animais e realizaram a infeccao
experimental em moluscos da espécie Biomphalaria glabrata. Posteriormente, Lima et
al.(1994) relataram a infeccdo natural por A. vasorum em Dusicyon vetulus na cidade

de Belo Horizonte, Minas Gerais.

1.3.2 Aelurostrongylus abstrusus (Railliet, 1898)

A aelurostrongilose, também conhecida por estrongilose cardiopulmonar do gato
e de felideos silvestres, € causada por Aelurostrongylus abstrusus, um pequeno
metastrongilideo cosmopolita com 5-10 mm de comprimento, que parasita de acordo
com (Leitdo e Meireles, 1983; Bourdeau, 1993) as artérias pulmonares e, segundo
(Soulsby, 1982; Bowman et al., 2002) os bronquiolos terminais respiratérios e ductos
alveolares. O verme adulto é de dificil visualizacdo devido a sua pequena dimensao e
aspecto filiforme.

As fémeas fecundadas eliminam ovos embrionados, que podem ser depositados
nos capilares alveolares (Bourdeau, 1993), ou nos alvéolos pulmonares (Soulshy,
1982). As larvas L1 migram dos alvéolos pulmonares para a arvore brénquica, onde
séo deglutidas com as secrec¢des traqueobrénquicas, percorrem o tubo digestivo, onde
séo eliminadas com as fezes. Sua evolucao, até estagio L3, ocorre em hospedeiros
intermediarios como lesmas (Deroceras sp., Arion sp., Agriolimax sp.) ou caracois
(Helix sp.). Neste ciclo, podem existir hospedeiros paraténicos (aves, répteis, ras,
mamiferos insetivoros ou roedores silvestres), que se infectam ao ingerirem 0s

hospedeiros intermediarios.



Felinos domeésticos ou silvestres infectam-se ao predarem os hospedeiros
paraténicos, portadores de larvas encistadas do parasito. Esta parasitose apresenta
periodo pré-patente de seis semanas e patente de até dois anos. E mais frequente em
gatos jovens, devido aos habitos de jogo, e em gatos machos, por causa dos habitos
de caca noturna (Sousa Dias, 1945; Peleteiro et al., 1989; Bourdeau, 1993; Miro
Corrales e GoOmez Bautista, 1999).

As infec¢Bes em felinos imunocompetentes manifestam-se de forma subclinica,
devido a evolugcao autolimitante (Peleteiro et al., 1989; Soulsby, 1982; Quinn et al.,
1997), ja os animais com deficiéncias imunitarias sdo sintomaticos (Soulsby, 1982). Os
principais achados clinicos séo: tosse seca causada por tragueite, bronquite ou até
pneumonia, podendo ser acompanhada de febre, caso haja infeccdo bacteriana
secundaria.

Por outro lado, ha animais que apresentam polipneia ou dispneia, sendo a
tosse, nestes casos, pouco frequente ou mesmo ausente. Os sintomas respiratérios
sdo devidos aos ovos e larvas depositados nos alvéolos pulmonares e a irritagdo
mecanica produzida pelas larvas vivas nos aparelhos respiratorio e digestivo.
Manifesta-se, igualmente, eosinofilia acentuada que persiste até 24 semanas de
infeccdo. Outros sintomas, menos frequentes, incluem mal-estar, inapeténcia,
emagrecimento, crises epileptiformes, perturbacdes vestibulares e hemorragias
gengivais (Soulshy, 1982).

Embora estes sintomas, aparentemente, ndo estejam relacionados com a
parasitose, costumam desaparecer quando € instaurado o tratamento antiparasitario
(Bowman et al., 2003). Este pode ser feito com diferentes anti-helminticos como:
fenbendazol, albendazol, levamisol, mebendazol, praziquantel e ivermectina (Mird
Corrales e Gomez Bautista, 1999), associados a glicocorticoides e bronco dilatadores
(Hawkins et al.,1989).

O diagndéstico laboratorial baseia-se na identificagdo da larva L1 nas fezes dos
gatos pelo uso diferentes técnicas (Hawkins et al.,, 1989; Bourdeau, 1993; Mir6
Corrales e GoOmez Bautista, 1999). A eliminacdo de larvas nas fezes néo ocorre de
forma continua, e sua detec¢do dependerd do momento da coleta. Para evitar falhas
no diagndstico recomenda-se analisar fezes de 24 horas.

O lavado traqueobrénquico, apds sua concentracao por centrifugacéo, também

pode ser utilizado no diagnostico (Hawkins et al., 1989). Como prova complementar, o



exame radiolégico permite a observacdo das lesdes nos pulmdes e na pleura (Dunn,
1978; Mir6 Corrales e GoOmez Bautista, 1999).

Esta doenca em felinos ja foi descrita em quase toda a Europa, principalmente
na Franga, Espanha e Portugal (Sousa Dias, 1945; Peleteiro et al., 1989; Bourdeau,
1993; Mir6é Corrales e Gomez Bautista, 1999). No Brasil h4 pouco registro de
aelurostrongilose. Em 1998, foi assinalado o primeiro registro pos mortem em felino
domeéstico no Rio de Janeiro, Brasil (Scofield et al., 2005).

Entretanto, a infeccdo natural em Achatina fulica por larvas L3 de A.abstrusus
foi relatada em Manaus, Goias, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito
Santo e Sergipe (Thiengo et al.,, 2008; Ohlweiler et al., 2010b; Andrade-Porto et
al.,2012).

1.4 Metastrongilideos de interesse médico
1.4.1 Angiostrongylus costaricensis (Morera e Céspedes, 1971)

Angiostrongylus costaricensis pertencente a familia Angiostrongylidae e foi
descrito por (Morera e Céspedes, 1971a). A espécie apresenta corpo filiforme, macho
medindo aproximadamente 20 mm de comprimento e bolsa copuladora reduzida com
dois espiculos iguais e finos e gubernaculo presente. A fémea mede aproximadamente
33 mm de comprimento, anus e vulva localizados na extremidade final da regiéo
posterior, onde ha um pequeno espinho. Nos dois sexos, a abertura oral é rodeada por
seis pequenos labios. Os ovos sdo elipticos e ndo se encontram embrionados no
momento da postura (Morera e Céspedes,1971b; Mota e Lenzi, 1995).

O parasito apresenta como hospedeiros definitivos roedores das espécies
Sigmodon hispidus, Rattus rattus, Zigodontomys microtinus, Lyomys adspersus e
Oryzomys fulvescens (Morera , 1973). No entanto, vermes adultos ja foram
encontrados em outros vertebrados, incluindo os humanos (Morera e
Céspedes,1971b). Como hospedeiros intermediarios sdo apontados uma grande
variedade de espécies de moluscos terrestres (Rambo et al.,1997).

A forma adulta do A. costaricensis localiza-se nos ramos superiores da artéria
mesentérica. As fémeas fazem a ovipostura no local e seus ovos sdo levados
através da corrente sanguinea para a parede intestinal, onde ocorre a eclosao das

larvas L1 e eliminacéo junto com as fezes (Mota e Lenzi, 2005). No meio ambiente



as larvas L1 infectam os hospedeiros intermediarios por via oral ou percutanea, onde
sofrem duas mudas (L2 e L3). As L3 infectantes ficam encistadas nos tecidos ou
podem ser eliminadas junto com a mucosidade dos moluscos (Mendonga et
al.,1999).

Os roedores e outros vertebrados infectam-se, provavelmente, pela ingestéo
de moluscos ou vegetais contaminados pela L3. As larvas atravessam a parede
intestinal e migram pelos vasos sanguineos e linfaticos, onde mudam para L4, se

transformando em vermes adultos nas artérias mesentéricas (Mota e Lenzi, 2005).

1.4.2 Angiostrongiliase abdominal

Angiostrongylus costaricensis pode causar doenca inflamatéria em humanos,
denominada de angiostrongiliase abdominal. A transmissdo ocorre pela ingestao
acidental de moluscos, alimentos in natura ou por agua contaminada com larvas de
terceiro estadio (Bender et al., 2003; Mentz et al.,, 2004). Acredita-se que a
transmissao humana seja favorecida pela domiciliacdo dos hospedeiros intermediarios
e definitivos (Graeff- Teixeira et al.,1991).

O homem é considerado um hospedeiro acidental, uma vez que as larvas ndo
sédo eliminadas com as fezes para o meio ambiente (Mendoncga et al., 1999; Mota e
Lenzi, 2005). A intensa reacdo inflamatéria tecidual, retém os ovos, impedindo a
liberacdo das larvas de primeiro estadio (Bender et al., 2003). As manifestacfes
clinicas séo: febre, anorexia, nduseas, vomito, dor abdominal e eosinofilia.

Em alguns quadros sdo encontrados massa palpavel no quadrante abdominal
inferior direito, que quando associado aos sintomas, leva a suspeita de um quadro
apendicular agudo ou de neoplasia obstrutiva do colon (Pena et al., 1995; Mendonca et
al.,1999). Esta doenca tem sido descrita com ampla distribuicdo geografica nas
Ameéricas. No Brasil, 0 maior registro dos casos foi nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, (Bender et al.,, 2003), além de S&o Paulo, Minas Gerais,
Distrito Federal e Espirito Santo (Pena et al.,, 1995). Graeff-Teixeira et al.(1991)
relataram que a angiostrongiliase é uma doenca sazonal que afeta adultos e criancas.

Por outro lado, poucos pacientes sao diagnosticados no Brasil devido a
dificuldade de padronizacdo de testes imunologicos necessarios para a confirmacao
clinica da doenga (Bender et al., 2003). N&o h& tratamento medicamentoso
recomendado, pois as drogas de acdo tecidual testadas em modelo experimental
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podem agravar o quadro ao induzir migracdo erratica dos parasitas e desencadear
tromboses arteriais (Graeff-Teixeira et al., 1997). O controle dessa doenca se faz pelo
combate aos roedores, pelo cuidado no preparo dos alimentos e cuidados basicos de

higiene, como lavar as méos (Mendonga et al., 1999).

1.4.3 Angiostrongylus cantonensis (Chen 1935)

A espécie foi inicialmente denominada de Strongylus vasorum (Baillet 1866) por
Kamenskii. Identificada como Pulmonema cantonensis (Chen, 1935) e
Haemostrongylus ratti por Yokogawa (Yokogawa, 1937), foi inserida por Ash (Ash,
1967) no género Angiostrongylus e, finalmente em 1946, Dougherty a classificou como
Angiostrongylus cantonensis (Dougherty,1946) e foi relatada infectando roedores em
diferentes regiées do mundo (Anderson, 1978).

O ciclo biologico de A. cantonensis é heteroxeno e envolve necessariamente a
participacdo de dois hospedeiros: os moluscos hospedeiros intermediarios, roedores
hospedeiros definitivos e crustaceos (camardo e caranguejo terrestre), planarias
terrestres, sapos e pequenos lagartos como hospedeiros paraténicos (Lai et al., 2016)
(Figural).

A

Vermes adultos, pdem ovos que maturam e
eclodem larvas L1 nas artérias pulmonares de
roedores

B /-\ {
7 (
7. {

Larvas L1 liberadas
nas fezes de roedores

Larvas atingem o SNC, causando
meningite eosinofilica ou
problemas oculares

C

Larvas L3 em
caracéis e lesmas

No intestino as larvas
L3 penetram na corrente
sanguinea

Vegetais contaminados
com muco de moluscos
Larva L3 contendo larvas L3

Figura 1.Ciclo bioldgico de Angiostrongylus cantonensis. Fonte: (Adaptado de Lai et al.( 2016).



Diversos estudos tém demonstrado o envolvimento de diferentes espécies de
moluscos como hospedeiro intermediario, sendo o caracol africano, A.fulica
usualmente associado a expansdo deste helminto. A participagdo de moluscos
terrestres e aquaticos tem sido registrada, demonstrando a grande adaptacdo do
parasito aos seus hospedeiros intermediarios, fator que favorece diretamente a
disseminagcdo da meningoencefalite eosinofilica como agravo humano (Harris e Cheng,
1975; Caldeira et al., 2007).

Roedores (Rattus norvegicus, Rattus rattus), em condi¢cdes naturais, se
infectam a partir da ingestdo das larvas L3, encistadas no tecido muscular de
hospedeiros intermediarios. As larvas penetram na corrente sanguinea e alcangcam o
sistema nervoso central (SNC), onde realizam duas mudas, se tornando vermes jovens
que, em seguida, migram para as artérias pulmonares onde desenvolvem a
maturidade sexual e tornam-se adultos por volta de 42 a 45 dias apos infeccdo. As
fémeas podem medir até 36,8+ 0.99 mm. Os machos sdo menores podendo medir até
26.0 = 0.4 mm. E relatado que uma fémea adulta pode vir a produzir diariamente cerca
de 15.000 ovos (Kino, 1984; Wang et al., 2008).

Os ovos sao levados para os capilares pulmonares de onde eclodem larvas de
primeiro estagio que migram pelos bronquiolos até a faringe, onde sédo deglutidas.
Apés seis a oito semanas as larvas L1 sdo liberadas nas fezes, que podem ser
ingeridas pelos hospedeiros intermediarios evoluindo para larvas L3 (estagio
infectante).

Anfibios, crustaceos, planarias terrestres, peixes, e répteis podem atuar como
hospedeiros paraténicos ao ingerir moluscos infectados. Nestes hospedeiros as larvas
nao se desenvolvem em um proximo estagio, mesmo assim fazem parte da cadeia de
transmissao do parasita (Thiengo et al., 2007 e Wang et al., 2008).

O homem se infecta ocasionalmente ao ingerir os hospedeiros intermediarios,
hospedeiros paraténicos, agua ou alimentos que contenham larvas infectantes (Wang
et al., 2008).

Ha pouco conhecimento sobre a prevaléncia da infec¢cdo deste parasito em
hospedeiros paratémicos. Planarias terrestres podem albergar larvas infectantes de A.
cantonensis e transmiti-las a partir da ingestdo de vegetais consumidos in natura. Da

mesma forma, a infec¢cdo natural de réds e lagartos com A. cantonensis ja foi
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demonstrado e o consumo destes animais tem sido relacionado a inimeros surtos em
paises asiaticos (Wang et al., 2008).

A ecologia da angiostrongiliase esta relacionada com o ambiente e a fatores
gue favorecam a sobrevivéncia das populagdes de moluscos e roedores. A frequéncia
da parasitose em humanos depende da abundancia desses hospedeiros, do grau de
infeccdo, do habito alimentar (consumo de moluscos crus, crustaceos, peixes e
verduras mal lavadas) e do contato direto com moluscos infectados ou com o muco
liberado por eles (Acha e Szyfres, 2003; Wang et al., 2008).

1.4.4 Meningite eosinofilica no homem

O primeiro caso de meningoencefalite eosinofilica por Angiostrongylus
cantonensis foi documentado em 1945 em Taiwan na China (Nomura e Lin 1945;
Barratt et al., 2016). A partir desta regido a zoonose se disseminou para as Américas
no século XX (Pascual et al., 1981), com ocorréncia de surtos e de casos isolados. No
continente americano, o primeiro relato da doenca ocorreu em Cuba (Aguiar et al.,
1981) e, posteriormente, nos Estados Unidos (New et al.,1995), Jamaica (Barrrow et
al., 1996), Brasil (Caldeira et al., 2007; Lima et al., 2009) e mais recentemente no
Equador (Dorta-Contreras et al., 2011). As larvas infectantes L3 quando ingeridas séo
liberadas no intestino e invadem a parede intestinal entrando na circulagéo, passando
pelo figado, coracéo, pulmdes e, finalmente chegam ao cérebro onde se transformam
em larvas de quarto estagio (L4) e geralmente morrem de um a dois meses, causando
intensa reacéo inflamatéria (Hughes et al., 2003).

As larvas L3 podem estar presentes no cérebro e no fluido cérebro-espinhal
(LCR) em uma ou trés semanas apos a infeccdo (Wilkins et al., 2013). As
manifestacdes clinicas, severidade da doenca e o periodo de incubacdo estdo
associados diretamente com a quantidade de larvas ingeridas e da resposta
inflamatodria granulomatosa ou eosinofilica. Em cortes histologicos observam-se em
torno dos vermes, células inflamatorias (histiocitos, neutrofilos e eosinofilos),
congestao vascular, hemorragia subdural, subaracnoide, necrose focal e hemorragia
cerebral. O dano neuroldgico é causado tanto pelos danos fisicos das larvas quanto
pela reacdo imune do hospedeiro as larvas, que é mais intensa para as larvas mortas

do que as larvas vivas (Cross, 1987; Alto, 2001).
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As manifestacdes clinicas podem incluir dores de cabeca, rigidez na nuca,
febre, vémito, nauseas, irritabilidade, retencdo ou incontinéncia urinaria, prurido, dor
abdominal, distlrbios visuais e lesBes oculares permanentes (Alicata, 1965;
Punyagupta et al., 1975; Kuberski e Wallace, 1979; Koo et al., 1988; Wang et al., 2008).

O historico de deslocamentos por areas endémicas, diagnodstico sorologico
associado a manifestacdes clinicas e presenca de eosindfilos no liquido
cefalorraquidiano (LCR) sugerem o quadro de meningoencefalite eosinofilica (Panackel
et al., 2006). Durante a infec¢do, a quantidade de leucdcitos no LCR é frequentemente
de 150 e 200 células/ul. Pleocitose eosinofilica excede 10% em mais de 90% dos
pacientes (Eamsobhana, 2013). Eosinofilia € encontrada no sangue periférico em

aproximadamente 2/3 dos pacientes (Eamsobhana e Yong, 2009).

As larvas raramente sédo encontradas no LCR (Wang et al., 2008) e, para a
confirmacé@o do diagnéstico presuntivo, testes imunologicos tém sido muito Uteis no
apoio ao diagnéstico clinico, sendo o método de Elisa o mais empregado (Wang et al.,
2008; Eamsobhana e Yong, 2009; Eamsobhana, 2013). O diagndéstico molecular
também tem sido utilizado para deteccdo do DNA de A. cantonensis no sistema

nervoso central (SNC) de pacientes (Lima et al., 2009, Wilkins et al., 2013).

A gravidade da angiostrongiliase pode variar entre leve a fatal, dependendo
das partes envolvidas do cérebro e da carga parasitaria. Na maioria dos pacientes a
infeccdo é autolimitada porém casos graves podem levar a danos neuroldgicos
permanentes ou, morte em 2-3% dos casos (Eamsobhana e Yong, 2009).

O manejo clinico inclui a administracéo de drogas anti-helminticas, medidas de
suporte e as vezes até intervencdo cirdrgica. Puncéo lombar repetida ou transfuséo de
manitol sdo empregadas para aliviar sintomas como dores de cabega e vomitos,
diminuindo a pressao intracraniana (Chotmongkol et al., 2000).

A remocgéo cirargica de vermes € um método recomendavel no tratamento da
angiostrongiliase ocular (Toma et al., 2002; Kumar et al., 2005; Malhotra et al., 2006;
Sinawat et al., 2008). A utilizagdo dos anti-helminticos é controversa devido ao seu
potencial de exacerbar a inflamacdo (Bowden, 1981; Hidelaratchi et al., 2005). Ainda
assim, albendazol e mebendazol sdo amplamente utilizados na prética clinica

(Sawanyawisuth e Sawanyawisuth, 2008).
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Levamisol € outro anti-helmintico com boa eficacia, usado no tratamento de
criancas (Hwang, 1997). Tiabendazol ndo apresentou efeito apreciavel quando
administrado na dose de 50 mg / kg / dia por 3 dias (Kliks et al., 1982).

Os corticosteroides séo uteis no tratamento devido a agéo anti-inflamatoria
(Chotmongkol et al., 2000; Tsai et al., 2004; Sawanyawisuth e Sawanyawisuth, 2008).
Atualmente, a combinacdo de anti-helminticos e corticosteroides tem sido
recomendada para o tratamento de pacientes com angiostrongiliase (Chotmongkol et
al., 2004; Chotmongkol et al., 2006).

1.4.5 Meningite eosinofilica causada por A.cantonensis no Brasil

Hospedeiros definitivos e intermediarios naturalmente infectados por
A.cantonensis j4 foram encontrados nos estados do Para, Bahia, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, demonstrando a existéncia de biocenose
em territério brasileiro. (Thiengo et al., 2010; Simdes et al., 2011; Cognato et al., 2013;
Morassutti et al., 2014).

O primeiro caso de angiostrongiliase por A.cantonensis ocorreu no Brasil em
2006, onde um paciente HIV-positivo no Rio de Janeiro, com histérico de consumo de
moluscos crus foi diagnosticado com meningite eosinofilica. A presenca de anticorpos
especificos, detectada pela técnica de ELISA, contra antigeno bruto de A. cantonensis,
e a exclusdo de outros agentes etiolégicos definiu o diagndstico (Morassutti et al.,
2014).

No ano de 2007, em Cariacica, estado de Espirito Santo, dois pacientes do sexo
masculino com 22 e 39 anos de idade, relataram a ingestdo in natura de lesmas
(Sarasinula marginata). Quatro dias depois os pacientes apresentaram dor na regiao
abdominal, cefaleia, mialgia, artralgia, rigidez de nuca, desorientacdo, disartria e
paralisia de membros inferiores. Os resultados laboratoriais apontaram valores
relativos de eosindfilos no LCR de 20-45%. O diagnéstico de angiostrongiliase foi
confirmada pela PCR em tempo real nas amostras de LCR (Caldeira et al., 2007). No
mesmo ano, outro caso foi identificado em paciente de um ano e seis meses de idade,

por busca ativa em hospital de Vila Velha, ES (Caldeira et al., 2007).
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Caso fatal de meningite foi registrado em paciente do sexo feminino de 26 anos
de idade no ano de 2009, na cidade de Olinda, PE. A paciente apresentou
eosinorraquia de 87% associada a sintomas como dor articular e sonoléncia. A
constatacao de DNA especifico do parasito no LCR pela PCR em tempo real confirmou
o diagnostico (Lima et al., 2009).

Em 2013, um jovem da cidade Viamao, Porto Alegre com deficiéncia mental
apresentou quadro de infeccdo por A. cantonensis, com confirmacédo laboratorial por
imunodiagndstico (Morassultti et al., 2014).

No estado de S&o Paulo os primeiros casos de meningite eosinofilica por A.
cantonensis foram registrados em 2010. Até setembro de 2016, vinte trés casos
humanos suspeitos foram investigados pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL), havendo
confirmacéo laboratorial em nove deles (39%). Cinco casos foram identificados em
diferentes distritos do municipio de Sao Paulo e quatro no municipio de Mongagua,
litoral Sul do estado (Melo et al., 2017).

Embora ja existam casos de angiostrongiliase eosinofilica confirmados no Brasil
acredita-se que a doenca possa estar subestimada. Conforme casuistica publicada
pelo Laboratorio de Parasitologia da Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
(PUCRS), Laboratoério de Referéncia Nacional para o agravo, até o ano de 2014, das
80 amostras analisadas de soro e liquor, encaminhadas dos estados do Paran3,
Espirito Santo, Rio Grande do Sul, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, 38 foram
reativas pela técnica de ELISA e confirmadas pela técnica de Western blot ou por PCR
em tempo real (Morassuti et al., 2014). Considerando o0 aumento da capacidade de
resposta dos laboratérios e a conscientizacdo de médicos e outros profissionais de
saude sobre a doenca, novos casos poderao ser identificados em futuro préximo (Melo
et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar das infec¢cdes humanas causadas por metaestrongilideos ja terem sido
descritas no Brasil, os conhecimentos sdo pouco difundidos e restritos a algumas
areas geograficas do pais (Maldonado Jr, 2010). A dificuldade em se estabelecer, de
maneira mais precisa, o diagnastico clinico e laboratorial pode ser uma das causas das
subnotificagbes da doenca e do desconhecimento entre os profissionais de saude. A
baixa prevaléncia em nosso meio pode estar relacionada também a fatores culturais
como o hébito alimentar da populacéo e a fatores ambientais (Thiengo et al., 2010). A
temperatura ambiente pode interferir tanto na biologia dos hospedeiros intermediarios
guanto no desenvolvimento dos parasitos nestes hospedeiros. A influéncia do clima
pode ser a justificativa, por exemplo, da transmissdo sazonal da angiostrongiliase
abdominal em areas endémicas do sul do pais, onde a ocorréncia da infeccéo tende a
diminuir no inverno (Graeff-Teixeira et al.,1991).

A busca de novos conhecimentos sobre as angiostrongiliase esta relacionada
com a expansao da Achatina fulica no territério nacional e associado aos relatos de
infeccdo natural por A. cantonensis e aos casos humanos de meningite eosinofilica
recentemente registrados (Thiengo et al., 2010; Maldonado Jr et al., 2010).

Achatina fulica foi introduzida no Brasil para fins comerciais, mas o desinteresse
econdmico fez com que esta espécie se dispersasse pelo pais invadindo tanto areas
silvestres como urbanas. Tem sido apontada como praga, ocorrendo em todos 0s
estados brasileiros com excecdo do Acre (Thiengo et al.,, 2010). Em Sao Paulo
apresenta ampla dispersdo com registro da sua presenca em 105 municipios
(Ohlweiler et al., 2010b).

As investigacdes malacologicas decorrentes dos primeiros casos humanos de
meningites eosinofilica no municipio de Cariacica, Estado do Espirito Santo, revelaram
alta infeccéo do parasito em moluscos terrestres, incluindo Achatina fulica. Infec¢des
por A. cantonensis também foram relatadas nesta espécie de molusco proveniente do
municipio de Séo Vicente, litoral de Sdo Paulo e mais recentemente nos estados de
Pernambuco, Rio de Janeiro e Santa Catarina (Caldeira et al., 2007, Thiengo et al.,
2010; Maldonado Jr, 2010).

Como complementacdo das acdes em vigilancia no Estado de Sao Paulo, o

Nucleo de Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz, iniciou em 2008 a andlise
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parasitologica em moluscos terrestres urbanos provenientes de municipios da regiao
metropolitana, litoral e interior paulista, com objetivo de avaliar o potencial de risco
exercido por estes hospedeiros na saide humana e de animais (Mota e Pinto, 2010). A
presenca de A. fulica com infeccdo natural por larvas de Aelurostrongylus abstrusus,
parasito de gatos, foi observada em espécimes coletados dos municipios de Bauru e
Mongagua, assim como a presenca de outras larvas de metastrongilideos, com
caracteristicas morfométricas sugestivas de Angiostrongylus vasorum, A. cantonensis
e A. costaricensis parasitando lesmas e caracOis capturados no municipio de Sao
Paulo (Mota et al., 2009).

As notificacdes no ano de 2010 sobre quatro casos de meningite eosinofilica no
municipio de Mongagud e um caso na Zona Sul do municipio de S&o Paulo, cuja
infeccdo mais provavel foi por A. cantonensis, associadas as informacdes ja existentes
sobre as atividades de monitoramento da circulacdo dos parasitos no ambiente,
demonstra a necessidade de adocdo de medidas como: a intensificacdo e ampliacao
da vigilancia malacoldgica, visando o controle e detec¢cdo da infeccdo natural em
moluscos em areas de risco; a implantacao de ac¢bes de vigilancia para deteccdo de
casos de meningites eosinofilicas e o aprimoramento das técnicas laboratoriais que
permitam tanto o diagnéstico especifico quanto o diagndstico diferencial com outras
helmintiases (Ciaravolo et al., 2010).

Neste contexto, foi conduzido estudo sobre a circulacdo dos nematdédeos da
superfamilia Metastrongyloidea identificando os hospedeiros intermediarios de maior
potencialidade nas areas trabalhadas e possibilitando comparacdo com os dados ja
existentes em outras regides do pais. Procurou-se também estabelecer metodologias
mais adequadas para caracterizacdo fenotipica e genotipica para metastrongilideos de
interesse meédico, que possam servir de apoio a programas de vigilancia em
laboratoérios de saude publica.

E finalmente, contribuir para a implantacdo de um sistema de informacoes e
definicdo de fluxos de a¢bes entre as unidades laboratoriais, a vigilancia ambiental e
epidemiologica nas angiostrongiliases humanas no ambito do Estado de S&o Paulo.
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3. OBJETIVOS

Geral:
Desenvolver um estudo prospectivo para avaliar a infeccdo natural por
metaestrongilideos de interesse médico e veterinario em moluscos de diferentes areas

em municipios do estado de Sao Paulo.

Especificos:

Identificar as espécies de moluscos terrestres provenientes de areas urbanas
de municipios paulistas e avaliar o potencial destas como hospedeiras
intermediarias de angiostrongiliases humanas e veterinarias;

- ldentificar e caracterizar por parametros morfobioldgicos e moleculares os
metaestrongilideos isolados de moluscos hospedeiros intermediérios;

- Correlacionar a presenca de gastropodes terrestres naturalmente infectados
pelo Angiostrongylus cantonensis com roedores sinantropicos parasitados a fim
de se constatar a cadeia natural de transmisséao;

- Aplicar os conhecimentos para subsidiar acdes de vigilancia em salude na

angiostrongiliase causada por A.cantonensis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Procedéncia dos moluscos terrestres

Para o estudo foram incluidos todos os moluscos recebidos pelo Nucleo de
Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz no periodo de novembro de 2008 a dezembro
de 2015. Os encaminhamentos foram divididos em duas categorias: demanda
espontanea ou busca ativa. Na primeira, foram agrupadas as solicitagdes provenientes
de demandas espontaneas geradas por municipes ou pelos servigos estaduais e
municipais de vigilancia epidemioldgica do estado. Na segunda, foram consideradas as
situacBes em que houve busca ativa de moluscos decorrente das acdes de vigilancia
epidemioldgica relacionadas a casos humanos suspeitos ou confirmados de
angiostrongiliase cerebral e, ainda em situacdes de monitoramento ambiental em
areas onde foi constatada a biocenose, caracterizada pela presenca de moluscos e/ou

roedores infectados.

4.2 Coleta e identificacdo de moluscos terrestres

Os procedimentos de coleta provenientes de demanda espontanea e de busca

ativa seguiram as seguintes recomendacoes:
e Coletar manualmente com uso de luvas e pingas;

e Procurar os espécimes vivos durante periodo diurno em diferentes
substratos utilizados como sitio de repouso, tais como: substratos
rochosos, serrapilheira, troncos caidos, pedacos de madeira, plasticos e
outros materiais inserviveis, vegetacado rasteira e arbustiva e sobre o

tronco, galhos e folhas de arvores em ambientes urbanos;

e Acondicionar os moluscos em recipientes plasticos com tela em tampa,
sendo adicionada gaze umedecida e encaminhado ao Nucleo de

Enteroparasitas do IAL em até 48 horas.

Os gastropodes coletados foram mantidos em terrarios e alimentados
diariamente com alface fresca até sua identificacdo e posterior pesquisa da infeccéo

natural por larvas de metastrongilideos.
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Para a diferenciacdo de espécies de moluscos, as feicdes externas do corpo
apresentam 0s principais componentes (Satnisic et al., 2010), sendo assim foram
observados os tegumentos das lesmas e morfologia das conchas nos caracois com
sob esteromicroscopio (Stemi 2000C Carl Zeiss), com aumento variando de 6,5 a
50X. As principais caracteristicas diagnosticas observadas na concha dos caracois
foram: perfil, tamanho, cor, niumero de voltas e ornamentacao (Figura 2). A chave de
identificagcdo para familias e a lista das espécies foi baseada na sistematica atual
(Salgado e Coelho, 2003; Simone, 2006; Stanisic et al., 2010).

Para identificacdo das lesmas foi observada a variacdo do tamanho do corpo e
sua coloracao, presenca de concha interna reduzida (Figura 3). Em algumas espécies
a coloracdo e consisténcia do muco também foram utilizados como critério
diagndsticos (Thomé e Lopes 1973), além da morfologia do aparelho reprodutor das
lesmas (Gomes, 2007) (Figura 3C).
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Figura 2: (A) Concha padrdo: terminologia utilizada para caracterizar as conchas. Perfil da concha: formas
béasicas (A-G) e forma da abertura (H-O). Concha: A, conica; B, cbnica alongada até turridiforme; C, cilindrica-
pupiforme; D, globosa; E, variagdo entre triangular, trocéide, bicénica; F, deprimida; G, discéide. Abertura: H,
arredondada; |, oval; J, oval-alongada; K, semicircular; L, semicircular deprimida; M, semi-ovalada, N,
semicircular alongada; O, obliqgua. (B) Conchas sob vista apical: imagem ilustrando o método utilizado para
contagem do numero de voltas. Fonte: Adaptado a partir de Burch, 1962).
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Figura 3: (A) Vista lateral e dorsal de uma lesma evidenciando as principais estruturas do corpo: 1 (tegumento do dorso) , 2
(pneumostémio) , 3 ( pequena concha interna, sob 0 manto), 4 (tentaculos superiores e olhos, 5 (tentaculos inferiores), 6 (sola,
pé), 7 (cauda). B — Concha interna (tipo unguiforme). C- Esquema do sistema reprodutor de uma lesma: a : atrio; v, vagina,;
mr , musculo retrator do pénis; p, pénis e bc, bursa copulatrix. Fonte: Adaptado de Mollusca of Belarus- disponivel em:
http://mollusca-g2n.weebly.com/deroceras-laeve.html acesso em 15/07/2017.

4.3 Obtencéao de larvas de nematédeos em moluscos

Os moluscos foram agrupados por espécie, analisados em pool e cada grupo
representou uma amostra ou um isolado. Os animais foram abatidos por meio de
incisdo transversal, do sistema nervoso central, na porcdo posterior da cabeca,
proximo a insercdo dos tentdculos. Os caracois foram eviscerados por meio do
rompimento mecanico da concha e a massa corpérea foi retirada com pinca. Em
seguida, as visceras foram separadas das por¢cbes fibromusculares e ambas
fragmentadas, separadamente, com auxilio de tesoura cirdrgica. Ja as lesmas foram
totalmente fragmentadas. Cada 20 individuos analisados por espécie correspondeu a
um pool. Aos fragmentos foram adicionados separadamente solucdo aquosa de
pepsina (Sigma P-7125) 4mg% e acido cloridrico (Merck PA) 0,7% e incubados a 37°C
por duas horas (Figura 4). Apos este periodo, os pools de tecidos foram submetidos a
extracao de larvas pela técnica de Rugai (Rugai et al.,1954) (Figura 5). Os sedimentos

foram observados em microscopio estereoscopico (Zeiss, Stemi 2000C).
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Figura 4. Digestdo péptica de pool de tecidos (A) e de pool de visceras (B) de moluscos

incubadas a 37°C. Fonte: Mota DJG 2010.

Figura 5. Técnica de Rugai para extracdo de larvas: A extracdo de larva da porcdo fibromuscular de
moluscos digeridos (note que os tecidos foram acondicionados em latinhas do tipo pomada envolvidas em
gaze); e em B extragdo a partir de fragmentos de visceras digeridas (note que o material foi envolvido por

gaze de oito dobradas formando uma “trouxa” que envolve as visceras). Fonte: Mota DJG 2010.
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As larvas recuperadas em vidro reldgio foram lavadas com &agua
declorada, transferidas uma a uma para placas de Kline, com auxilio de
micropipetas, e em seguida triadas conforme as caracteristicas morfoldgicas.
Todas as larvas que nao apresentaram padrdo caracteristico de
metaestrongilideos nao foram incluidas neste estudo.

Dependendo do numero de larvas de metastrongilideos selecionadas
foram realizados os seguintes procedimentos: para estudos morfolégicos e
morfométricos utilizaram-se até 50 espécimes, que foram fixados em alcool
70%, a 60°C; para andlises moleculares, um a dez espécimes eram
congelados a -20°C; e para inoculacao de roedores, oito a 30 espécimes vivos
foram separados. Para esta finalidade foram empregados ratos albinos Wistar
ou hamster, conforme disponibilidade de animais no momento do isolamento

das larvas.

4.4 Caracterizacdo morfolégica dos isolados de metastrongilideos

Como critério de selecdo para larvas metastrongilideos foram
consideradas as caracteristicas mais evidentes dos estagios evolutivos (L1, L2,
L3) correspondentes ao tipo de es6fago (claviforme) e das respectivas caudas,
conforme os diferentes géneros e espécies (Ash, 1970; Morera, 1973;
Anderson, 2009). A Figura 6 mostra os diferentes padrées de caudas
(indicados por setas) das larvas L3 utilizados na identificacdo morfologica,
conforme o0s género e espécies de metastrongilideos que poderiam ser
encontrados.

Figura 6. Diferentes tipos de caudas de larvas L3 de metastrongilideos : A — Aelurostrongylus

abstrusus extremidade posterior arredondada (quinébio); B — Angiostrongylus vasorum, cauda

pontiaguda e apéndice digitiforme; C: Angiostrongylus costaricensis e; D — Angiostrongylus
cantonensis,extremidade posterior pontiaguda. Fonte: Adaptado de Neuhauss et al.,2007;
Thiengo et al., 2010 ; Gianelli et al., 2013 e Rinaldi et al., 2014.
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4.5 Estudo da similaridade fenotipica entre os isolados naturais das

larvas L3 de metastrongilideos com cepas de referéncias

4.5.1 Morfometria das larvas de metastrongilideos

Apbés os procedimentos de triagem, somente, as larvas com
caracteristicas L3 (infectantes) de cada amostra foram fotografadas com
camera digital (Canon, Power Shot A640) acoplada ao microscépio optico
comum (Carl Zeiss, Jenaval). As estruturas obtidas nas imagens foram
medidas com o auxilio do software Axio Vision 4.8. Foi padronizado o uso de
no maximo 30 larvas para cada amostra, no entanto, este niumero foi menor
nos casos onde a taxa de recuperacdo larval foi baixa. As amostras que
continham larvas de metastrongilideos (positivas) foram designadas, neste
estudo, como isolados e foram codificados como se segue: | = isolado de larvas
L3; G = grupo de moluscos em que as L3 foram recuperadas seguidas de
namero sequencial. Assim, temos: IG1l, 1G2, IG3; designando amostras
positivas ou isoladas de larvas de metastrongilideos correspondentes as
diferentes espécies de moluscos.

Os parametros morfométricos foram tabulados em planilhas Microsoft
Excel 2010, conforme descritos por Ash, 1970 e citados por Rocco (2007).
Desta maneira, foram considerados os seguintes critérios para a obtencédo das
medidas:

v' Comprimento total do corpo (CTC): linha média do corpo da larva entre
as extremidades anterior e posterior;

v Largura (L): largura na altura da regido de juncédo es6fago/intestino;

v Comprimento do esbfago (CE): linha média tracada da juncédo
esobfagol/intestino até a extremidade anterior;

v' Distancia do poro excretor (DPE): linha externa tracada do poro
excretor até a extremidade anterior;

v Distancia do anus a cauda (DAC): linha externa tracada a partir do
poro anal até a extremidade posterior;

v' Tamanho do primérdio genital quando visivel (PG): linha longitudinal

da estrutura;
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v’ Distancia do primérdio genital a cauda (PGC): linha tragada a partir
do meio do primérdio até a extremidade posterior.

A Figura 7 esquematiza os parametros adotados na identificacdo e na

morfometria de larvas L3 de metastrongilideos.

Figura 7. Parametros morfométricos analisados medidos em (um) dos isolados de larvas: CTC
(Comprimento total do corpo), L (largura), CE (Comprimento do Eséfago), DPE (Distancia do poro
excretor), PG (primérdio genital), PGC (Primérdio genital a cauda) e DAC (Distancia do Anus a Cauda).
Fonte: Mota DJG 2010.

Adicionalmente, 30 larvas L3 de duas cepas de referéncia de
Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis, mantidas em modelos
experimentais no Nucleo de Enteroparasitas do Centro de Parasitologia e
Micologia do IAL Central, foram separadas e submetidas aos mesmos
procedimentos citados anteriormente. Veja nos itens 4.7 a descricdo da

manutencdo em laboratério do ciclo evolutivo das cepas de referéncias.

4.5.2 Analise de similaridade fenotipica por escore

A andlise por escore foi baseada na taxonomia numérica, onde
inicialmente foram estabelecidas as varia¢des individuais das 30 larvas L3 das
cepas de referéncia de Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis para 0s
parametros citados no item anterior e 0s respectivos intervalos de classe -

valores minimos e maximos (Quadro 1).
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Valores morfométricos de Larvas L3 de Angiostrongylus costaricensis

Amostra CTC L CE DPE DAC PG PGC
n=30

Valores 391,51 | 23,02 142,77 77,13 25,99 10,95 129,97
minimos

Valores 461,64 | 34,42 166,66 95,15 35,38 16,00 160,86
maximos

Valores morfométricos de Larvas L3 de Angiostrongylus cantonensis

Amostra CTC L CE DPE DAC PG PGC
n=30

Valores 347,00 | 19,68 139,29 63,34 23,48 10,81 92,38
minimos

Valores 499,71 | 31,01 184,08 98,52 44,43 24,33 160,86
maximos

Quadro 1 - Parametros morfométricos analisados medidos em (um) das duas cepas de referéncias

mantidas no Nucleo de Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz utilizados nas andlises por escore.

Posteriormente foram comparadas as medidas dos parametros
correspondentes as larvas de cada isolado, com o0s valores minimos e
maximos conferidos as cepas de referéncia. Atribuiu-se escore 1 (um) quando
o valor da medida estava contido dentro do intervalo de classe observado para
as cepas de referéncia, do contrario o escore 0 (zero). Desta forma, foi
constituida matriz binaria correspondente aos valores coincidentes e néo
coincidentes. A soma dos escores obtidos (valores coincidentes) em relacdo ao
total dos escores possiveis (100%) representou o percentual de similaridade
entre as cepas de referéncias e os isolados. Os dados foram adicionados a
uma planilha dinAmica em Excel, desenvolvida no Nucleo de Enteroparasitas,
com a finalidade de otimizar a obtencdo dos resultados. Como critério de
diagnéstico presuntivo adotou-se o0 maior percentual de similaridade
encontrado em comparacdo as duas cepas de referéncia. Veja exemplo na
Figura 8, referente ao percentual de similaridade entre um isolado natural

constituido de oito larvas e a cepa de A. cantonensis - IAL.
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Valores de referéncia — Cepa A.cantonensis- |1AL

Amostra CTC L CE DPE DAC PG PGC
n=30
D
Valores 347,00 | 19,68 139,29 63,34 23,48 10,81 92,38
minimos
Valores 499,71 | 31,01 184,08 98,52 44,43 24,33 160,86
maximos
Escore Escore Escore Escore Escore Escore Escore
LARVAS N=8 crc L B3 ot DAC PG PGC Escores encontrados.
{1/0) (1/0) (1/0) (1/0) (1/0) 1/0) (1/0)
1 498,53 1 25,92 1 176,03 1 77,53 1 41,36 1 11,6 1 149,42 1 7
\ 2 459,41 1 25,25 1 152,95 1 80,48 1 35,85 1 11,7 1 152,58 1 7
3 457,55 1 24,9 1 164,69 1 86,48 1 41,97 1 16,01 1 159,24 1 7
ﬁ a 420,33 1 22,08 1 138,74 1 73,37 1 34,15 1 10,5 1 149,06 1 7
3 58,1 1 24,23 1 167,71 1 80,02 1 40,02 1 11,54 1 162,54 0 3
6 480,97 1 24,59 1 168,18 1 80,26 1 42,2 1 13,43 1 161,26 0 3
7 480,36 1 22,53 1 172,15 1 85,15 1 41,19 1 13,79 1 164,59 0 T
B | 463,79 1 23,01 1 161,74 1 73,24 1 37,73 1 13,25 1 158,59 1 7 b
o
/ 53/56 = 94.64% de similaridade [\
Escores com as medidas morfométricas,
possiveis «56 & » 3 . 5 . & da cepa de referéncia de A
cantonensis do IAL

o TR

Figura 8. Modelo de comparagédo do n° de escores possiveis a partir de um isolado natural de larvas
(n=8) e a somatoria dos escores atribuidos = escores encontrados quando comparados com valores
morfométricos (um) de uma cepa de referéncia mantida no IAL.

4.6 Caracterizacao bioldgica dos isolados de metastrongilideos

4.6.1 Infecgcao experimental em animais

Larvas vivas em estagio L3 de metastrongilideos obtidas de infec¢éo
natural de moluscos foram administradas por via oral por meio de sonda
gastrica a animais de laboratério com o propésito de se constatar o
neurotropismo das larvas (caracteristica das larvas de A. cantonensis) e, de
proceder ao isolamento e identificacdo morfolégica e molecular dos parasitos
(Figura 9) quando possivel. Os animais utilizados nestes experimentos foram
Mesocricetus auratus (Golden hamster) e ratos da linhagem Wistar (Rattus

norvegicus).
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Figura 9. Inoculacdo de larvas L3 de metastrongilideo extraido a partir de lesma Belocaulus

willibaldoi em Mesocricetus auratus Fonte: Mota DJG 2011.

A avaliacdo das infeccdes foi realizada pelo acompanhamento dos
animais ao longo da infecgéo, seja pela pesquisa de larvas L1 nas fezes a
partir do trigésimo dia apos infeccdo ou pela pesquisa de vermes jovens e
adultos em 6rgdos como cérebro, coracdo, pulmédo e artérias mesentéricas
apos necropsia. Para a necropsia, 0os animais foram anestesiados com injecao,
por via intramuscular, de 0,1 ml de solucdo de cloridrato de ketamina (100
mg/kg). Apds os procedimentos anestésicos os animais foram eutanasiados em
camara de CO, Para melhorar a recuperacdo dos nematddeos, os animais
foram submetidos a sangria total pela veia cava caudal, para facilitar a
observacéo no tecido cerebral e interior dos vasos.

Os espécimes recuperados foram lavados em solucéo salina fisiol6gica
0,87% e contados. Para a identificacdo morfolégica os vermes foram fixados
entre laminas em solugdo AFA (Alcool- Formaldeido- Acido Acético) a frio e
clarificados em lactofenol. Em seguida foram fotografados com camara digital
(Canon, PowerShot A640) acoplada ao microscépio 6ptico comum (Carl Zeiss,
Jenaval). O software Axio Vision 4.8 foi utilizado para analisar as imagens dos
espécimes obtidos. Para a identificacdo morfologica foram utilizados os
parametros descritos por Maldonado Jr et al., 2010; Anderson (1978) e Chen
(1935). Para identificacdo molecular os vermes separados foram mantidos a -

20 °C até o momento do uso, seguindo protocolo descrito no item 4.6.3.
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4.6.2 Capturas e procedimentos em roedores sinantropicos para

constatacao de infeccao natural por nematodeos

Para a investigacdo da infeccdo natural de metaestrongilideos em
roedores foi realizada a captura em areas com histérico do encontro de
moluscos infectados e na ocorréncia de casos humanos suspeitos de
angiostrongiliase. As capturas foram realizadas com o uso de armadilhas do
tipo gaiola com mola, iscadas com banana, queijo ou mandioca (Figura 10). Na
impossibilidade de se capturar roedores foi realizada a coleta de fezes de
roedores para busca de larvas vivas de metastrongilideos pela técnica de
Rugai.

Figura 10. Armadilha instalada em &area residencial urbana do Parque Fernanda/S&o Paulo para
captura de roedores sinantrépicos Fonte: Mota DJG 2011.

A constatacédo da infeccdo foi avaliada pela pesquisa de larvas L1 nas
fezes e pela pesquisa de vermes jovens ou adultos utilizando o mesmo critério
descrito para os animais de experimentacdo descrito no item 4.7, sendo
realizada a busca de vermes adultos em O6rgdos como cérebro, coracao,
pulmao e artérias mesentérica apds necropsia dos roedores. Eventualmente
para se constatar a infec¢do por metastrongilideos foi utilizado fragmentos de
tecidos lesionados (pulmé&o, intestino) comprimido entre laminas e observados

em microscopio éptico comum.
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4.6.3 Extracdo de DNA e analise molecular

No Laboratério de Biologia Molecular/ Centro de Parasitologia e
Micologia do IAL foi realizado as andlises moleculares. As amostras de
larvas (L1 e L3) isoladas das fezes de roedores e de moluscos,
respectivamente, assim como 0s vermes jovens e adultos obtidos de
infecgao experimental e natural em roedores foram submetidos ao processo
de extracdo de DNA usando as instrucdes do KIT QlAamp DNA Mini
(QIAGEN®). Cerca de 30 mg de tecido  ( pool de vermes ou larvas) foram
macerados e adicionado 180 ul de buffer ATL. Em seguida foi adicionado 20
ul de proteinase k. Para auxiliar na ruptura, as larvas foram submetidas a
agitacdo, com pérolas de vidro, em tissuelyser LT QIAGEN® com ciclo tnico

de 50 oscilagdes/segundo durante 5 minutos.

A mistura foi incubada a 56°C até a completa lise do tecido. Depois foi
adicionado 200yl de Buffer AL na amostra e submetida & agitagdo em
vortex por 15 segundos e amostra incubada a 70°C por 10 minutos. Sendo
em seguida adicionado 200 pl de etanol (96-100%) a amostra foi
homogeneizada por 15 segundos. A mistura cuidadosamente foi transferida
para uma coluna QIAmp Mini SPIN em seguida o tubo foi fechado e

centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto.

A coluna foi transferida para um novo tubo de 2 mL e o tubo contendo o
filtrado foi descartado. Foi adicionado 500 pl de Buffer AW2 a coluna e
centrifugado em velocidade maxima ou 14000 rpm por 3 minutos. A coluna
foi colocada em tubo de 1,5 mL e adicionado 50 ul de Buffer AE. A mistura
foi incubada em temperatura ambiente de 1 a 5 minutos e centrifugada a

8000 rpm por 1 minuto.

O DNA extraido foi congelado a -20°C até o momento do uso. O DNA foi
amplificado com os primers NC1(forward: 5-CGTCTGGTTCAGGGTTGTT-3’)
e NC2(reverse:5’-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’), especificos para a regiao
ITS2 do DNAr, segundo Gasser et al. (1993) utilizando-se do Kkit
GoTag®Green Master Mix-Promega em termociclador Veriti®-96 Well

Thermal Cycler/ Applied Biosystems nas seguintes condi¢cdes, seguindo
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protocolo adaptado de (Caldeira et al., 2003): desnaturacdo inicial por 5
minutos a 94 °C, 30 ciclos para: anelamento a 94 °C por 60 s, extensdo a 58
°C por 60 s, desnaturacdo a 72 °C por 60 s e passou para a extensao final a
72 °C por 10 minutos. Para as amplificaces um controle negativo foi incluido

em todos os experimentos.

Como controles positivos foram utilizados nas primeiras reacoes DNA de
A. cantonensis proveniente do CDC de Atlanta (cepa do Havai-EUA) e
posteriormente DNA das cepas mantidas no IAL para A.cantonensis e A.
costaricensis nas reagfes moleculares. Cinco microlitros dos produtos
amplificados foram visualizados em gel de agarose 2% com brometo de etidio

utilizando-se marcadores de peso molecular Gene Ruler 100pb.

4.7 Manutencgao do ciclo experimental de A. costaricensis e

A.cantonensis em laboratério

Com o intuito de se obter vermes adultos e larvas L3 de A. costaricensis
e A.cantonensis para o0 estabelecimento dos parametros morfométricos e
padrbes de DNA para as analises moleculares por PCR, os ciclos de vida
destes nematdides foram mantidos em laboratério.

Angiostrongylus costaricensis, linhagem de Crissiumal/RS foi cedida
pelo Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e mantido por repiques sucessivos, no Nucleo de Enteroparasitas
do IAL, em Biomphalaria glabrata e em Mesocricetus auratus.

Angiostrongylus cantonensis isolado durante a realizagdo desta
pesquisa, a partir da infecgcao natural de um exemplar de Rattus norvegicus,
capturado em area urbana do Parque Fernanda, Sdo Paulo, no ano de 2011,
vem sendo mantido em B.glabrata e ratos albinos Wistar. A caracterizacdo do
isolado foi realizada por parametros morfoldégicos e moleculares no Nucleo de
Enteroparasitas e no Laboratdrio de Biologia Molecular de Parasitos e Fungos,
respectivamente. Adicionalmente, o DNA extraido foi encaminhado ao Centro
de Controle de Doencas (CDC) em Atlanta, USA para confirmacéo da espécie.

O protocolo de manutencéo das duas espécies € descrito abaixo.
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4.7.1 Infeccdo em B. glabrata para obtencéo de larvas L3 infectantes dos

nematédeos

Hamsters infectados por A.costaricensis a partir do 35° dia apés
infeccdo foram colocados em gaiolas suspensas por um periodo de uma noite,
para coleta das fezes. O mesmo procedimento foi realizado com ratos Wistar
no 45° dia de infeccdo por A.cantonensis. As fezes dos animais infectados
foram reunidas em Unico pool, homogeneizadas e submetidas a técnica de
Rugai (Rugai et al, 1954) para a extragao de larvas vivas L1. As larvas foram
transferidas para tubos de 15 ml e concentradas por centrifuga¢do a 2000 rpm
por 1 minuto.

Apos o descarte do sobrenadante, o volume foi acertado para 2 ml e
uma aliquota de 10 ul foi usada para a contagem das larvas entre lamina e
laminula em microscoépio 6ptico comum. Cerca de 300 a 500 larvas L1 foram
utilizadas para infeccdo de cada caramujo. Para a infeccdo de B. glabrata, os
espécimes foram colocados individualmente em recipientes de vidro com
tampa, medindo 30 mm de didametro por 39 mm de altura, contendo 3 ml de
agua declorada e um pedaco de alface (Lactuca sativa) de 2 cm? (Figura 11).

As larvas L1 foram colocadas sobre a alface e os caramujos foram
mantidos nestes recipientes expostos a luz de lampadas incandescentes (de
60W) a uma distancia de 30 cm, por 2 horas e depois mantidos a temperatura
ambiente por 12 horas em vidro com tampa. Apos este periodo os moluscos
foram transferidos para aquarios de 5L com agua declorada, alimentados com
alface por periodo de 30 dias, tempo exigido para o desenvolvimento larvario
até o estagio L3. Foram utilizados 15 caramujos por aquario para a

manutenc¢ao do ciclo evolutivo de cada espécie de Angiostrongylus.
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Figura 11- Recipiente utilizado para infectar B.glabrata com larvas L1 de A.costaricensis / A.cantonensis
a fim de se obter larvas L3. Fonte: Mota DJG 2013.

4.7.2 Infeccdo em hamsters e Wistar para obtencdo de vermes adultos de

A. costaricensis e de A.cantonensis

B. glabrata com 30 dias de infec¢cdo foram retiradas das conchas por
esmagamento e cortados em pequenos fragmentos. Os tecidos foram
colocados em solugdo aquosa contendo pepsina a 4 mg% (Sigma P-7125) e
acido cloridrico (Merck PA) 0 0,7% por duas horas em banho maria 37 °C. Em
seguida o material digerido foi submetido a técnica de Rugai et al., 1954 para
obtencéo de larvas vivas (Figura 12).

As larvas L3 foram concentradas em vidro reldgio com auxilio de pipeta
de aspiracdo e separadas com auxilio de micropipeta em placa de Kline
contendo A&gua declorada e contadas com auxilio de microscépio
estereoscopico. Cerca de 10 larvas L3 de A.costaricensis foram administradas

por via oral para cada hamster por meio de sonda esofagica.

32



'~ o W0 [ 7 . .

Figura 12. Método para isolamento de larvas L3 de A.costaricensis a partir de infec¢ao

experimental de B. glabrata. Fonte: Mota DJG 2013.

Mensalmente foram mantidos cinco hamsters infectados para a
manutencgao do ciclo evolutivo de A.costaricensis. Para manutencgéo do ciclo de
A.cantonensis utilizou-se do mesmo método sendo utilizado 15 larvas L3 de
A.cantonensis para infeccdo oral por roedor, sendo também utilizados cinco

roedores (ratos Wistar) para manutencao do ciclo.

4.7.3 Obtencéo dos vermes adultos de A. costaricensis e A.cantonensis

Espécimes adultos de A. costaricensis foram recuperados das artérias
mesentéricas de hamsters infectados utilizados para a manutencdo do ciclo
evolutivo do parasito. A partir da comprovacado da eliminacdo de larvas L1 nas
fezes, os animais foram anestesiados com injecdo de 0,1 ml de solucdo de
cloridrato de Ketamina a (100 mg/kg) por via intramuscular e eutanasiados em
camara de CO, sendo submetidos a sangria total pela veia cava caudal.

Em seguida foi realizada perfusdo porta-mesentérica com o objetivo de
tornar os vermes visiveis no sistema arterial. Assim, a veia porta foi seccionada
e entdo foi injetado no ventriculo esquerdo, solucao salina fisiolégica 0,87%
com EDTA a 2% com auxilio de seringa. Em seguida os vermes adultos
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machos e fémeas foram removidos a partir das artérias aorta toracica,
abdominal e mesentérica utilizando-se pincas e estiletes de ponta fina. Os
espécimes assim recuperados foram lavados em solucdo salina fisiologica
0,87%, contados e mantidos a - 20 ‘C até o momento do uso para biologia
molecular.

Os mesmos procedimentos foram utilizados apo6s a eutanasia dos ratos
Wistar infectados por A.cantonensis. Porém a inspecdo macroscopica na
busca por vermes adultos foi realizada nas artérias pulmonares e do coracéo
dos roedores. A constatacdo da infeccéo foi avaliada pela pesquisa de larvas
L1 nas fezes e pela pesquisa de vermes jovens ou adultos utilizando o mesmo
critério descrito para os animais de experimentacdo descrito no item 4.6.1
sendo realizada a busca de vermes adultos em 6rgdos como cérebro, coracao
e pulmdes para A.cantonensis e artérias mesentéricas para A.costaricensis

apos necropsia dos roedores.

4.8 Andlise estatistica

O teste Shapiro Wilk foi aplicado para verificar a distribuicdo das
amostras. As diferencas entre trés ou mais grupos foram analisadas com o
teste de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney.

A significancia foi considerada como p<0,05. Essas analises foram
realizadas usando o pacote SPSS 19.0 (SPSS Inc. e Predictive Analytics,
EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Regides de procedéncia das amostras de moluscos terrestres

No periodo de novembro de 2008 a novembro de 2015 foram analisados
4620 espécimes de moluscos pelo Nucleo de Enteroparasitas do Instituto
Adolfo Lutz. Estes estavam distribuidos em 09 familias, 14 géneros e 15
espécies, provenientes de 15 municipios do estado de S&o Paulo, sendo:
Bauru, Dois Corregos, llha Bela, Itaquaquecetuba, Jandira, Mongagua, Monte
Mor, Pindamonhangaba, Pinhalzinho, Rancharia, S&o Lourenco da Serra, Sao
Paulo, S&o Vicente, Ubatuba e Vargem Grande Paulista. A Figura 13 mostra a

distribuicao regional desses municipios em relacédo ao estado de Sao Paulo.

200 Km ;
S 1 \

Figura 13. Mapa do estado de S&o Paulo com a distribuigcdo dos 15 municipios que encaminharam
amostras de moluscos terrestre para analises. Fonte: http://www.saopaulo.sp.gov.br/ (Adaptado), 2017.

Os moluscos analisados foram decorrentes de 146 coletas. Destas, 65
(44,52%) coletas foram provenientes de demanda espontanea e abrangeram
0s demais municipios citados, com a excec¢do de Dois Corregos e Mongagua.
J4, as 81 (55,48%) coletas restantes foram de buscas ativas em Sédo Paulo,
Dois Cérregos e Mongagua, sendo 73 (90,12%) decorrentes de monitoramento
ambiental em areas urbanas (AAmb) e oito (9,88%) de acdes de vigilancia
epidemioldgica relacionadas a casos humanos de angiostrongiliase cerebral
(CHum) (Figura 14).
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90,12% — AAmb B Demanda espontanea

M Busca ativa

9,88% — CHum

Figura 14. Distribuicdo geral das amostras ambientais de moluscos coletados por demandas
espontaneas ou buscas ativas. CHum: aces de vigilancia epidemiolégica relacionadas a casos

humanos; AAmb: monitoramento ambiental em areas urbanas. Fonte: Mota, DJG 2018.

5.2 Moluscos terrestres coletados e identificados

Familia Achatinidae

Achatina fulica (Bowdich, 1822) os moluscos identificados foram
provenientes dos municipios de Bauru, Dois Cérregos, llha Bela, Mongagua,
Pindamonhangaba, Rancharia, Sdo Paulo, Sdo Vicente e Vargem Grande
Paulista. Dos 926 espécimes recebidos, foram utilizados 10 individuos para
identificacdo especifica. Estes apresentaram corpo de coloracdo marrom ou
cinza escuro, concha cénica alongada, com variagdo de tamanho 40 a 125mm

e diametro de abertura da concha entre 23 a 56mm (Figura 15).

Figura 15 A: Exemplar vivo de Achatina fulica proveniente do municipio de Bauru. B: Vista
ventral da concha Fonte: Mota DJG 2008.
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Além disso, foram também observados peridstraco castanho claro a
escuro com faixas axiais claras irregulares, quando adultos com espira
esbranquicada. Voltas 6-8 pouco convexas. Sutura demarcada. Volta corporal
desenvolvida, alongada. Abertura oval alongada. Labio externo longo e

arqueado, labio basal curto e fortemente convexo.

Familia Bradybaenidae

Bradybaena similaris (Férussac, 1821) - Os moluscos coletados (1338)
foram provenientes dos municipios de Bauru, Jandira, Monte Mor, S&o
Lourenco da Serra e Sdo Paulo. Os dez espécimes utilizados na identificacao
apresentaram tegumento castanho claro, concha discoide, umbilicada com
variacdo de tamanho de 5 a 21 mm e o diametro de abertura da concha entre
4-15 mm, com apice romboide (Figura 16 B). Periéstraco castanho claro
uniforme ou apresentando linha escura espiral subsutural centralizada na volta

corporal (Figura 16 A).

Figura 16. A - Exemplares vivos de Bradybaena similaris coletados na zona sul de Sdo Paulo em B,
C e D conchas em diversas posices com énfase no apice romboide, abertura e umbilico da
concha. Fonte: Mota DJG 2010.

Apresentando ainda voltas 5Y-5% convexas, parcialmente
sobrepostas. Espira mediana, regularmente coOnica. Volta corporal
desenvolvida, convexa com leve angulacdo central. Abertura semicircular,
desenvolvida, pouco mais larga do que alta. Labio externo fortemente
convexo, labio basal longo. Columela arqueada, com a base refletida.

Umbilico circular, estreito e profundo (Figura 16 D).
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Familia Bulimulidae
Bulimulus tenuissimus (d’Orbigny, 1835)

Os caracois foram coletados nos municipios de Bauru, Mongagua.
Monte Mor e Sao Paulo, totalizando 204 espécimes. A analise de 10 individuos
constatou variacdo no tamanho das conchas de 13 a 18 mm e o diametro de
abertura das conchas entre 6,0 - 8,5mm. Concha cénica delgada, geralmente
translicida. Imperfurada. Periéstraco com coloragéo castanho claro com ou

sem faixas axiais estriadas esbranquicadas (Figura 17).

Figura 17. Exemplares vivos de Bulimulus tenuissimus em posi¢édo dorsal e ventral provenientes
do bairro do Ibirapuera, Séo Paulo. Fonte: Mota DJG 2013.

Possui ainda voltas 5%, convexas com o0 apice rdmbico. Sutura
demarcada. Abertura semi-oval, maior do que a metade da altura total da
concha. Labio externo pouco convexo e longo, basal convexo. Columela

torcida na base. Margem parietal delimitada por fina cicatriz.

Familia Subulinidae

Lamellaxis goodalli (Miller, 1822) — Os moluscos foram todos
coletados no bairro de Cidade Tiradentes, Sdo Paulo. Os cinco espécimes
analisados apresentaram concha cénica turridiforme, com variagdo da concha

de 3,0-13 mm e o diametro de abertura da concha de 0,5,- 4,0mm (Figura 18).
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Figura 18. Exemplares vivos de Lamellaxis goodalli em posi¢céo ventral provenientes de Cidade
Tiradentes, Sdo Paulo. Fonte: Melo LCV 2015.

Peridstraco amarelado até branco, brilhante. Constituicdo fragil,
translicida. Voltas 5-6 convexas. Sutura bem demarcada, crenulada,
regularmente inclinada. Espira conica, turridiforme. Volta corporal
regularmente desenvolvida, alongada. Abertura semi-oval. Labio externo

arqueado. Labio basal curto e convexo.

Leptinaria concentrica (Reeve, 1849) - Unico espécime coletado no
bairro do Jagcana, Sao Paulo. Apresentou concha mediana, conica-alongada,
imperfurada, 12 mm de comprimento e didmetro de abertura da concha de
5,0mm. Periéstraco amarelo brilhante. Voltas 5% regularmente convexas.
Sutura bem demarcada, inclinada. Espira cénica com voltas amplas. Volta
corporal desenvolvida, alongada e convexa. Abertura semi-oval alongada.
Labio externo longo e arqueado. Labio basal convexo, obliquo, formando uma

pequena carena no contato com a columela (Figura 19).
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Figura 19 - A- Exemplar vivo de Leptinaria concentrica em posicao dorsal e em B vista ventral
do molusco proveniente do bairro do Jacand, Sao Paulo. Fonte: Mota DJG 2013.

Rumina decollata (Linneaus, 1758) - Todos os caracoOis desta espécie
coletados (817) foram do municipio de S&o Paulo. Os dez individuos
analisados apresentaram tegumento enegrecido, cinzento ou marrom, concha
mediana, turridiforme, umbilicada com variagcdo no tamanho de 23 a 45mm e o
didmetro de abertura da concha entre 8,0-12mm .Peridstraco castanho claro
(Figura 20).

Figura 20. A- Exemplar vivo de Rumina decollata; B- conchas com vista ventral e dorsal
coletados no municipio de Sdo Paulo. Fonte: Mota DJG 2011.

Apresentaram ainda volta corporal regularmente desenvolvida-
alongada, voltas 4-7 retilineas, espira turridiforme, parcialmente quebrada.
Abertura pequena, semi-oval. Labio externo convexo formando um arco
continuo com o labio basal. Columela curta, retilinea e refletida. Umbilico

formado por um pequeno orificio na base da columela.
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Subulina octona (Bruguiére, 1789) - Os cinco caraco6is analisados
foram coletados do municipio de Bauru. Quando vivo o animal apresenta
tegumento amarelo. Possui concha conica-turridiforme, alongada, imperfurada,
conchas com variacédo no tamanho de 12 a 16mm e o diametro de abertura da

concha entre 3,5 a 4,0mm (Figura 21) com periéstraco esbranquicado,

translucido e brilhante.
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Figura 21 - Exemplar fixado de Subulina octona com vista ventral (A) e dorsal (B)
proveniente do municipio Bauru. Fonte: Mota DJG 2012.

As conchas apresentaram de oito a nove voltas convexas. Sutura
demarcada, acentuadamente inclinada e regular com apice romboide.
Abertura semi-oval, pequena. Labio externo pouco arqueado e labio basal
convexo e curto. Columela curta, levemente arqueada e refletida

internamente, com a base truncada.

Familia Systrophiidae

Prohappia besckei (Dunker, 1847) - Um total de 88 moluscos foram
coletados no bairro de Cidade Tiradentes - Sdo Paulo. Os cinco espécimes
analisados apresentaram concha deprimida conica, convexa, fragil, umbilicada
variacdo de tamanho da concha de 4,0-5,0mm e com didmetro de abertura da
concha de 5,0- 6,0mm. Periostraco amarelado, translicido. Voltas 4Y%:-5
retilineas, sem convexidade. Sutura superficial. Volta corporal desenvolvida,
com laterais arqueadas. Abertura semicircular, ampla. Labio externo formando
um arco continuo com o labio basal. Columela longa e arqueada. Peristoma
delgado. Margem parietal convexa e longa, formada pela porcao interna da
volta corporal. Umbilico largo e profundo (Figura 22).
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Figura 22. Concha de Prohappia besckei em diversas posi¢des coletada em Cidade Tiradentes, Sao Paulo.
Fonte: Melo LCV e Mota DJG 2015.

Familia Agriolimacidae
Deroceras laeve (Muller, 1774) - Foram coletadas 295 lesmas no
municipio de Sao Paulo, oito no municipio de Pinhalzinho e quatro no municipio
de Séo Lourengo da Serra. Os exemplares analisados (n=10) apresentaram
corpo cilindrico pequeno, comprimento variando de 10 a 25mm, com a parte
mediana mais alta que o restante do corpo, noto delgado e fragil; coloracéo

castanha escura uniformemente distribuida (Figura 23).

Figura 23 - Espécime vivo de Deroceras laeve coletada na zona sul Sao Paulo. Fonte: Mota DJG 2011.

Dorso com partes distintas; porcdo anterior curta, com estrias

longitudinais delgadas; por¢cdo mediana mais alta e larga com o manto
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bastante desenvolvido formando uma corcova; por¢cao posterior com rugas
dispostas longitudinalmente. Gondéporo localizado atrds do tentaculo direito.
Quando presente o pénis era alongado, anteriormente dilatado, posteriormente
vermiforme, com inclinacdo irregular. Pneumostoma com abertura do lado

direito do corpo na parte média anterior. Sola pediosa desenvolvida.

Familia Limacidae
Limacus flavus (Linnaeus, 1758) - Os 23 exemplares coletados foram do
municipio de Sao Paulo apresentaram variacdo corporal (60-100 mm) de
comprimento, dorso arredondado, com extremidade traseira carenada e muito
curta. A coloracdo do corpo cinza-amarelado, com manchas esverdeadas

nitidas e tentaculos azulados (Figura 24).

Figura 24 - Espécime vivo de Limacus flavus coletada na zona sul S&o Paulo. Fonte: Mota DJG,
2010.

Sola de cor amarela palida, assim como seu muco. O orificio genital
imediatamente posterior ao omatoforo direito. Possui concha interna sob a
regido posterior do manto, ndo saliente. Pneumoéstoma com abertura do lado
direito do corpo na parte média anterior do manto, o pénis é longo e tem duas a
trés dobras, e o0 duto da espermateca se une ao apice do oviduto.

Familia Philomycidae
Meghimatium pictum (Stoliczka, 1873) - As lesmas coletadas foram
provenientes dos municipios de S&o Lourenco da Serra e Sao Paulo,
totalizando 11 espécimes. Os animais analisados (02) apresentaram corpo
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cilindrico (36 e 40 mm), alongado com a parte anterior arredondada e a parte
posterior afilada. Tegumento delicado, carnoso, coloracdo castanha clara ou
amarelada com um par de linhas laterais longitudinais escuras, uma de cada
lado do corpo e outra mais clara na por¢cdo médio dorsal. Cabeca alongada,
estendida para fora da cavidade do manto. Pontuacao irregular também cobre
0 corpo em tonalidade mais clara do que as linhas. Dorso quase tao alto quanto
largo; extremidade anterior arredondada e posterior com afilamento brusco
(Figura 25). Vasos deferentes curtos, s6 um pouco mais longos que o0 pénis.
Pénis retorcido, curto, ligeiramente mais longo que o atrio. Espermateca quase

esférica, seu duto fino. Atrio grande, em forma de barril.

Figura 25. A - Vista dorsal de exemplar vivo de Meghimatium pictum provenientes do municipio
de Sao Paulo e em B — Espécimes vivos de M. pictium coletados em S&o Lourenco da Serra.
Fonte: Mota DJG, 2013.

Familia Veronicellidae

Belocaulus willibaldoi (Ohlweiler, Mota e Gomes, 2009) - A maioria dos
espécimes (n=219) de B. willibaldoi coletadas foi do municipio de Sdo Paulo,
além de seis espécimes no municipio de Pinhalzinho e trés espécimes de Séo
Lourenco da Serra. As lesmas analisadas (10) apresentaram tamanho do corpo
com variacdo de 48 a 62mm. O noto apresentou coloragcdo que variou de
marrom claro ao castanho acinzentado, com manchas ligeiramente escuras ou

fortemente negras, geralmente dispersas. O hiponoto e a sola de cor bege.
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Sola estreita ultrapassando o limite posterior do corpo quando o animal esta em

movimento (Figura 30).

Figura 26- Espécime de Belocaulus willibaldoi coletados e em area residencial no Bairro Parque Fernanda,
Sao Paulo. A: dorso (hoto); B: ventre; (sola e hiponotos). C: 6rgao reprodutor masculino/destaque
para extremidade da glande com digitacdes (tubérculos). Fonte: Melo LCV e Mota DJG 2011.

O poro genital feminino estd localizado ventralmente, na metade
posterior da hiponoto direito, enquanto o poro genital masculino situa-se na
regido anterior, no ambito do tentdculo inferior direito. Possui pequenas
projecdes semelhantes aos tubérculos na regido anterior da glande (Ver
detalhe Figura 26 C). Estes se mostraram desiguais ou dispostos em linhas e
na extremidade encontraram-se de maneira desordenada. A glande apresenta
uma regido basal alargada e estreita-se para a extremidade, terminando em
uma margem digitiforme. A base do pénis € curta e mal definida. A glandula

acessoOria estad completamente inserida no tegumento.

Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885)- Foram coletadas 634
lesmas, sendo a maioria proveniente do municipio de Sao Paulo, além de
exemplares coletados nos municipios de Bauru, Monte Mor e Pinhalzinho. Os
dez espécimes analisados apresentaram variacdo de tamanho entre 56-62mm
de comprimento. A ornamentacao do noto, hiponoto e sola com aspecto negro
marmorado (Figura 27).
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Figura 27. A- Espécimes vivos de Sarasinula linguaeformis coletados no municipio de Sao Paulo e em

B- vista ventral da lesma com destaque para coloracdo negra da sola e hiponotos.
Fonte: Moysés,E e Mota DJG 2009

A espécie se diferencia pelas demais do género pelas caracteristicas
do pénis e da glandula peniana. Apresenta genitadlia mais desenvolvida. A
glande do pénis é alongada e afilada distalmente, assumindo aspecto de seta.
A glandula peniana apresentou tubulos serpenteantes na base, em geral em

numero de 12 a 18 tubulos.

Phyllocaulis boraceiensis Thomé, 1972 - Os espécimes analisados
(n=26) foram coletados no municipio de Sao Paulo e Mongagua. Para
identificagdo especifica se utilizou 03 espécimes. As lesmas analisadas
apresentaram corpo desenvolvido, comprido e largo (70-180mm) com
tegumento espesso, coloragdo uniforme, castanho claro a escuro com
pontuacao dorsal, granulado e aspero. Cabeca néo diferenciada do resto do
corpo encoberta pelo tegumento que forma uma cavidade para retracéo;
Omatoforos superiores trés vezes o tamanho dos inferiores; ambos
escurecidos. Dorso quase tdo alto quanto largo; extremidade anterior

arredondada e posterior com afilamento brusco (Figura 28).
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Figura 28- Exemplar vivo de Phylocaulis boraceinsis coletado no municipio de S&o Paulo.
Fonte: Moysés E 2009.

Apresentaram ainda sola pediosa central, desenvolvida; destacando-se em
relacdo ao hiponoto, com linha ventral; coloragdo mais clara do que o noto,
com linhas transversais. Hiponoto direito e esquerdo presente, relativamente
com a mesma largura da sola pediosa. Muco com coloracéo laranjada. Pénis
constituido de espata com minusculos espinhos no lado interno de contato com

a glande.

Phyllocaulis variegatus (Semper, 1885) - As lesmas coletadas foram
provenientes de Itaquaquecetuba e do municipio de Sdo Paulo. Apresentaram
padrdo de ornamentacdo bastante variado com relagdo a pigmentacéo do noto.
Os trés espécimes analisados apresentaram variacdo de tamanho (56-76 mm)
de comprimento. A coloracdo do noto variou desde marrom claro até marrom
escuro, com diferentes desenhos no noto. Sola alargada se comparada com

outras espécies do género (Figura 29).
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Figura 29. Espécime vivo de Phyllocaulis variegatus coletado em Itaquaquecetuba- SP com seta
indicando a sola. Fonte: Mota DJG 2012.

O pénis apresenta glande cilindrica, achatada lateralmente, com borda
terminal denteada, espata laminar com borda serrilhada e extremidade livre

em semicirculo.

5.3 Distribuicdo de moluscos identificados segundo a espécie

Dentre as espécies de caracOis, 0s maiores percentuais coletados
foram de Bradybaena similaris (27,32%), Rumina decollata (20%) e Achatina
fulica (19,55%). Entre as lesmas, as espécies mais coletadas foram
Sarasinula linguaeformis (14%), seguida por Deroceras laeve (6,36%) e
Belocaulus willibaldoi (4,92%). O numero de espécies identificadas e o

percentual de moluscos coletados estéo expressos na Tabela 1.
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Tabela 1. Numero absoluto e relativo de espécies de moluscos coletados no
periodo de novembro de 2008 a novembro de 2015 em 15 municipios do
Estado de Sao Paulo.

Espécies coletadas n %
Bradybaena similaris 1338 27,32
Achatina fulica 926 20,00
Rumina decollata 817 19,55
Sarasinula linguaeformis 634 14,00
Deroceras laeve 307 6,36
Belocaulus willibaldoi 228 4,92
Bulimulus tenuissimus 204 4,40
Prohappia besckei 88 1,90
Phyllocaulis boraceiensis 26 0,58
Limacus flavus 23 0,49
Meghimatium pictum 11 0,20
Lamellaxis goodalli 9 0,12
Subulina octona 5 0,10
Phyllocaulis variegatus 3 0,05
Leptinaria concentrica 1 0,01

Total 4620 100



5.4 Distribuicdo de moluscos identificados segundo municipio

Os municipios com as maiores frequéncias de moluscos analisados

foram: S&o Paulo (80,86%) e Bauru (12,06%), conforme descrito na Tabela 2.

Onde as espécies de maior ocorréncia foram: B. similaris, R. decollata e S.

linguaeformis, que juntas somaram 73,21% da amostragem de S&o Paulo e A.

fulica 96,09% de Bauru.

Tabela 2. Distribuicdo da porcentagem de moluscos coletados por municipios,

segundo as espécies.

Municipio Espécies n (% no municipio) % do total
Bradybaena similaris 1293 (34,66)
Rumina decollata 817 (21,90)
Sarasinula linguaeformis 621 (16,65)
Deroceras laeve 295 (7,91)
Belocaulus willibaldoi 219 (5,87)
Bulimulus tenuissimus 200 (5,36)
. Achatina fulica 135 (3,62
Sdo Paulo Prohappia besckei 88 ((2,36)) 3730 (80,74)
Phyllocaulis boraceiensis 25 (0,67)
Limacus flavus 23(0,62)
Lamellaxis goodalli 9(0,24)
Meghimatium pictum 2 (0,05)
Phyllocaulis variegatus 2 (0,05)
Leptinaria concentrica 1(0,03)
Achatina fulica 540 (96,09)
Sarasinula linguaeformis 11 (1,96)
Bauru Bradybaena similaris 5(0,89) 562 (12,16)
Subulina octona 5(0,89)
Bulimulus tenuissimus 1(0,18)
Pindamonhangaba Achatina fulica 68 (100) 68 (1,47)
Séo Vicente Achatina fulica 62 (100) 62 (1,34)
Ubatuba Achatina fulica 54 (100) 54 (1,17)
Bradybaena similaris 24 (61,54)
. . Deroceras laeve 8 (20,51)
Pinhalzinho Belocaulus willibaldoi 6 (15.38) 39 (0:84)
Sarasinula linguaeformis 1(2,56)
Achatina fulica 20 (86,96)
Mongagua Bulimulus tenuissimus 2 (8,70) 23(0,50)
Phyllocaulis boraceiensis 1(4,35)
Rancharia Achatina fulica 18 (100) 18 (0,39)
Vargem Grande Paulista Achatina fulica 18 (100) 18 (0,39)
Meghimatium pictum 9 (52,94)
~ Deroceras laeve 4 (23,53)
Sdo Lourenco da Serra Belocaulus wilibaldoi 3(17,65) 17.(0.37)
Bradybaena similaris 1(5,88)
Jandira Bradybaena similaris 9 (100,00) 9(0,19)
Ilha Bela Achatina fulica 8 (100,00) 8(0,17)
Bradybaena similaris 6 (75,00)
Monte Mor Bulimulus tenuissimus 1(12,50) 8(0,17)
Sarasinula linguaeformis 1(12,50)
Dois Cérregos Achatina fulica 3 (100) 3 (0,06)
Itaguaguecetuba Phyllocaulis variegatus 1 (100) 1(0,02)
Total 15 municipios 15 espécies 4620 (100) 4620 (100)

Obs: Nao efetuado calculo do percentual total, uma vez que os valores foram distribuidos por municipio.
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Dos 4620 moluscos analisados, foram utilizados 84 espécimes para a
identificacdo em nivel de espécie, o que correspondeu a 1,82%, conforme
Tabela 3. Assim, foi encaminhado para exames parasitolégicos um total de

4536 espécimes.

Tabela 3. Porcentagem de moluscos utilizados para identificagéo das
espécies e numero de espécimes analisados para infeccdo natural de

metastrongilideos.

Espécies coletadas n fixadas % analisados
Bradybaena similaris 1338 10 0,75 1328
Achatina fulica 926 10 1,08 916
Rumina decollata 817 10 1,22 807
Sarasinula linguaeformis 634 10 1,58 624
Deroceras laeve 307 10 3,26 297
Belocaulus willibaldoi 228 10 4,39 218
Bulimulus tenuissimus 204 10 4,90 194
Prohappia besckei 88 5 5,68 83
Phyllocaulis boraceiensis 26 3 11,54 23
Limacus flavus 23 3 13,04 20
Meghimatium pictum 11 2 18,18 9
Lamellaxis goodalli 9 0 0,00 9
Subulina octona 5 1 20,00 4
Phyllocaulis variegatus 3 0 0,00 3
Leptinaria concentrica 1 0 0,00 1
Total espécies 15 4620 84 1,82 4536

5.5 Andlises parasitoldégicas em moluscos terrestres

5.5.1. Caracterizacdo das amostras de metastrongilideos

Os 4536 espécimes encaminhados para exames parasitolégicos
geraram 146 amostras (pools) por espécie, sendo 85 (58,23%) com resultados
negativos e 61 (41,78%) apresentaram infeccdo natural por larvas de

nematodeos.

De acordo com as caracteristicas morfologicas das larvas L3, em 32/61
(52,46%) das amostras positivas foram obtidas apenas larvas de

metaestrongilideos; em 25/61 (40,98%) apresentaram, exclusivamente, larvas
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de outros nematédeos sem interesse medico-veterinario e 4/61 (6,56%)
amostras estavam positivas tanto com larvas de metastrongilideos, quando de
outros nematddeos (infecgcdo mista). Assim, foram selecionadas 36 (59,02%)

amostras com relevancia para o estudo.

A Tabela 4 demonstra a distribuicdo das amostras positivas para larvas
de metastrongilideos segundo a espécie de molusco, sendo que B. similaris
teve a maior representacdo nas coletas, porém com a positividade de 3,13%,
seguida de A. fulica, com 23 amostras sendo 43,78% positivas.

Tabela 4. Amostras positivas para larvas de metaestrongilideos de interesse
médico/veterinario distribuidas por espécies de molusco.

Amostras Amostras o
Espécie hospedeira n examinadas positivas 0
Bradybaena similaris 1328 32 1 3,13
Achatina fulica 916 23 10 43,78
Rumina decollata 807 10 3 30,00
Sarasinula linguaeformis 624 20 7 35,00
Deroceras laeve 297 20 4 20,00
Belocaulus willibaldoi 218 17 5 29,41
Bulimulus tenuissimus 194 4 0 0,00
Prohappia besckei 83 2 1 50,00
Phyllocaulis boraceiensis 23 3 1 33,33
Limacus flavus 20 6 1 16,67
Meghimatium pictum 9 2 0 0,00
Lamellaxis goodalli 9 2 1 50,00
Subulina octona 4 1 0 0,00
Phyllocaulis variegatus 3 3 1 33,33
Leptinaria concentrica 1 1 1 100,00
Total espécies 15 4536 146 36 24,66

5.5.2. Analises morfolégicas das larvas de metaestrongilideos por

amostra

Durante as analises morfoloégicas foram encontradas larvas de
metaestrongilideos com trés tipos de caudas: cauda com a presenca do

quinobio (botédo) na porcéo terminal, caracteristica que sugere a definicdo da
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espécie como Aelurostrongylus abstrusus (Figura 30A). Estas foram
encontradas em L3 extraidas de cinco (13,89%) amostras; cauda curta e
pontiaguda, sugestiva de Angiostrongylus spp. (Figura 30B), encontrada em 28
amostras (77,78%); e cauda conica retorcida encontrada em trés amostras
(8,33%). Larvas com esse terceiro tipo de cauda foram consideradas como

“nao identificadas” (Figura 30C).

Figura 30. Morfologia das larvas L3 isoladas dos moluscos: A: larva sugestiva de Aelurostrongylus abstrusus,
detalhe da cauda com quindbio; B: sugestiva de Angiostrongylus spp., detalhe da cauda pontiaguda; C: larva
ndo identificada, detalhe da cauda conica e retorcida. Fonte: Mota DJG e Melo LCV 2015.

5.5.3. Analises morfométricas das larvas dos isolados de referéncia:
Angiostrongylus costaricensis e A. cantonensis.

O resultado descritivo das andlises morfométricas das 30 larvas L3 dos
isolados de referéncia de Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis,
mantidas em modelos experimentais no IAL Central, estdo expressas nas
Tabelas 5 e 6. O teste estatistico Mann-Whitney efetuado para comparacdes
dos isolados, descrito na Figura 31, demonstrou que as variaveis que
distinguem as espécies sdo: CTC (p<0,001), L (p<0,001), CE (p<0,001), DAC
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(p<0,001), DPG (p=0,004) e PG (p=0,002), enquanto que somente DPE

(p=0,355) demonstra similaridade entre os isolados de referéncia.

Tabela 5. Morfometria das larvas L3 de Angiostrongylus costaricensis isoladas

de Biomphalaria glabrata mantidas no Instituto Adolfo Lutz.

Larvas Intervalo de
Grupo Espécie (n) Variaveis | Média + DP Variacdo
CTC 429,27 19,35 391,51-461,64
L 26,96 2,53 23,02-34,42
Isolado de | Angiostrongylus CE 152,19 6,11 142,77-166,66
referéncia c%staricegn};is 30 DPE 85,24 4,30 77,13-95,15
DAC 30,26 2,51 25,99-35,38
DPG 146,75 9,88 129,97-160,86
PG 14,15 1,26 10,95-16,00

Tabela 6. Morfometria das larvas L3 de Angiostrongylus cantonensis isoladas

de Biomphalaria glabrata mantidas no Instituto Adolfo Lutz.

Larvas Intervalo de
Grupo Espécie (n) Variaveis Média + DP Variacdo
CTC 457,29 23,65 347,00-499,71
L 23,57 2,14 19,68-31,01
Isolado de | Angiostrongylus CE 166,10 8,34 139,29-184,08
referéncia gantoneg)s/is 30 DPE 82,95 8,10 63,34-98,42
DAC 36,75 4,75 23,48-44,43
DPG 154,16 21,88 92,38-196,15
PG 15,54 2,40 10,81-24,33
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Figura 31. Analise estatistica por Mann-Whitney das varidveis morfométricas para comparacdo entre o0s
isolados de referéncias: IRCo (A.costaricensis) e IRCa (A.cantonensis). CTC: comprimento total do corpo; L:
largura; CE: comprimento do eséfago; DPE: distancia do poro excretor; DAC: distancia do &nus a cauda;
DPG: distancia do primoérdio genital; e PG: comprimento do primérdio genital.

5.5.4 Analises morfométricas das larvas de metaestrongilideos por

amostra.

As analises morfométricas das larvas extraidas dos moluscos estao

expressas nas Tabelas de 1 a 32 (anexo 5-15) onde é possivel observar a
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meédia, o desvio padrdo e as medidas minimas e maximas das variaveis
observadas nos trés grupos que foram separados, segundo suas caudas, pelas
andlises morfoldgicas apresentadas no item 5.5.2. Dos 28 grupos classificados
com larvas de Angiostrongylus spp. em 25 foram efetuadas as analises
morfométricas (anexo 5 a 13). Por outro lado, dos cinco grupos contendo larvas
de Aelurostrongylus abstrusus, em quatro foram efetuadas as analises (anexos
13 e 14). Ja, no grupo de larvas de metastrongilideos “ndo identificadas”, as
analises morfométricas foram realizadas em trés grupos (anexos 14 e 15).
Destaca-se ainda, que dos grupos classificados como Angiostrongylus
spp, as 423 larvas L3 utilizadas nas analises morfométricas foram provenientes
do isolamento de 11 hospedeiros intermediarios: A. fulica, B.willibaldoi, B.
similaris, D. laeve, L.concentrica, L.flavus, L.goodalli, P. besckei P.variegatus,
R.decollata e S.linguaeformis. Ja as 94 larvas semelhantes a A.abstrusus
foram isoladas exclusivamente de A. fulica, assim como as 51 larvas que nao
foram identificadas as espécies. Os dados morfométricos condensados dos

trés grupos de larvas analisadas estao expressos nas tabelas 7 a 9.

Tabela 7. Morfometria de 423 larvas L3 sugestivas de Angiostrongylus spp
isolados de 11 espécies de moluscos terrestres do municipio de Séo Paulo e
Itaquaquecetuba no periodo de novembro de 2008 a novembro de 2015.

Larvas Média Intervalo de
Espécie suspeita (n) Variaveis pm + DP variacdo

CTC 447,00 45,01 338,22-564,54

L 24,65 2,91 18,27-38,76
CE 164 15,97 126,03- 207,73

Angiostrongylus spp. | 423 DPE 83,80 10,57 56,36-107,39

DAC 36,69 4,52 24,13-50,39

DPG 159,55 19,09 98,58-202,19

PG 12,93 2,4 7,25- 22,15
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Tabela 8. Morfometria de 94 larvas L3 sugestivas de Aelurostrongylus
abstrusus isolados de Achatina fulica dos municipios de Bauru e Mongagua no
periodo de janeiro de 2009 a janeiro de 2012.

Larvas Média Intervalo de
Espécie suspeita (n) Variaveis pm + DP variagdo
CTC 478,50 76,58 342,97- 631,49
L 24,26 4,65 16,21-36,21
CE 185,86 32,65 116,43-318,77
Aelurostrongylus 94
abstrusus DPE 86,87 15,21 58,51-142,50
DAC 32,20 6,22 20,31-53,91
DPG 158,79 23,12 112,14-204,50
PG 10,05 2,09 5,28-14,69

Tabela 9. Morfometria de 51 larvas L3 sugestivas de espécie ndo identificada
isolados de Achatina fulica de trés bairros de Bauru em fevereiro de 2012.

Larvas Média Intervalo de
Espécie suspeita (n) Variaveis um + DP variagao

CTC 397,56 75,62 280,55-541,75

L 26,62 8,08 15,70-39,78
CE 135,75 20,73 65,29- 199,86

N&o identificada 51 DPE 63,94 5,88 59,02-101,78
DAC 29,89 3,51 21,33- 41,40

DPG 131,14 19,82 97,28-173,56

PG 12,53 3,54 7,67- 26,23

5.5.5. Andlise de similaridade fenotipica por escore

Ao serem comparadas as variaveis individualmente de cada larva dos

isolados ambientais com as dos isolados de referéncia, conforme exemplificado

no anexo 1, foram obtidas as respectivas porcentagens de similaridade

fenotipica dos grupos, conforme quadro 2.

O quadro 2 demonstra também que todos 0s grupos que estavam

compativeis com Angiostrongylus spp.

de acordo com as andlises

morfologicas, apresentaram porcentagem de similaridade maior para o isolado

de referéncia de A. cantonensis quando comparados com o de A. costaricensis,

as quais variaram de 42,96% a 98,57% e 0,00% a 77,62%, respectivamente.
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Por outro lado, os grupos que apresentaram morfologia compativel com
A. abstrusus ndo demostraram porcentagens elevadas, independente da
espécie com a qual foram comparadas, sendo que estas variaram de 57,14% a
63,81% para A. cantonensis e 28,10% a 48,57% para A. costaricensis. Os
grupos nao identificados, suas porcentagens variaram de 33,83% a 82,38% e
12,03% a 62,86%, respectivamente.
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Quadro 2 - Resultado das analises por escore dos isolados das infecgBes naturais comparados com os isolados de referéncia (IR)

Isolado

IG1
1G2
IG3
1G4
IG5
IG6
IG7
IG8
1G9
IG10
IG11
1G12
IG13a*
IG13b*
IGl4a*
IG14b*
IG15
IG16

Legenda:

*Isolados de morfologias diferentes em uma mesma amostra. **Material danificado; *** Isolado com larva do tipo L2.

resultado sugestivo

(morfologia)

A.abstrusus
A.abstrusus

Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.

Nao identificado
A.abstrusus
Nao identificado
A.abstrusus
Nao identificado

Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.

A. cantonensis

63,81
57,67
91,90
94,90
98,57
88,89
88,78
89,29
94,71
98,57
87,14
82,38
74,76
33,83
57,14
57,14
88,57
73,81

comparativos com IR (%)

A. costaricensis

28,10
34,92
63,81
53,57
77,62
57,14
39,80
50,00
66,67
73,33
48,10
62,86
48,57
12,03
26,53
42,86
40,00
35,71

Isolado

IG17
IG18
IG19
1G20
1G21
1G22
1G23
1G24
1G25
1G26
1G27
1G28
1G29
IG30
IG31
1G32
IG33
IG34

resultado sugestivo

(morfologia)

Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.

Nao identificado
Nao identificado

Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.

Nao identificado

Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.
Angiostrongylus spp.

A.abstrusus

comparativos com IR (%)

A. cantonensis

94,96
71,43
89,61
87,76
42,86

**
**
85,71
*k%

*%

95,71
91,43
95,24
90,48
91,90
82,38
63,33

*%*

A. costaricensis

69,75
0,00
60,39
63,27
21,43

*%
*%
57,14
*kk

*%

74,29
48,57
66,67
30,00
43,33
33,33
28,57

*%k
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De acordo com os resultados do teste Kruskal-Wallis, as comparacdes
entre os isolados ambientais e os de referéncia foram significantes (p<0,001).
O gréfico da Figura 32 demonstra que os isolados ambientais sugestivos de A.
cantonensis quando comparados com o isolado de referéncia da mesma
espécie apresentaram niveis mais elevados de similaridade, sendo que 75%

dos grupos ficaram entre 85% a 99%.

A: Isolado ambiental sugestivo de A.
cantonensis comparado com Isolado
de referéncia de A. cantonensis;

100- f— B: Isolado ambiental sugestivo de A.
cantonensis comparado com Isolado
901 de referéncia de A. costaricensis;

abstrusus comparado com lIsolado

80- aE—
70 i C: Isolado ambiental sugestivo de A.
- 1G18

60 @ 1G33 - de referéncia de A. cantonensis;
O L}
C} 50- D: Isolado ambiental sugestivo de A.
40- ® 621 ——— abstrusus pomparado com Igolado
de referéncia de A. costaricensis;
30-
E: Isolado ambiental ndo identificado
20- comparado  com Isolado  de
104 e referéncia de A. cantonensis;
0 T I T T T T F: Isolado ambiental néo identificado

A B C D E F comparado com isolado de
referéncia de A. costaricensis.

Figura 32- Andlise de similaridade fenotipica por escore, segundo teste Kruskal-Wallis, de trés grupos de
isolados ambientais comparados com isolados de referéncia de A. cantonensis e A.costaricensis.

5.5.6 Anélises de amostras ambientais associadas a roedores

Das regides estudas, foi possivel efetuar analises em roedores ou fezes
destes em trés bairros da cidade de Sédo Paulo: Parque Fernanda, na regido
sul; Jacana na regiao norte; e Cidade Tiradentes, no extremo leste da cidade.

No Parque Fernanda foram capturados e encaminhados para o
laboratorio quatro Rattus norvegicus (Figura 33 A) em 2011, dos quais dois
apresentaram vermes adultos de nematddeos, lesdes com ovos e larvas nos

pulmdes e presenca de larvas L1 nas fezes (Figura 33 B,C,D, E e F).

60




Figura 33- Eventos relacionados com isolamento de nematédeo na zona sul da cidade de Sao Paulo- A Rattus
norvegicus capturado em area urbana do Parque Fernanda; B: Vermes adultos de nematddeos recuperados
nas artérias pulmonares de roedor C: Presenca de lesdbes em pulmdo de roedor infectado por
metaestrongilideo; D) Tecido pulmonar de Rattus norvegicus entre laminas evidenciado larvas L1 eclodidas e
ovos de nematddeo; E) Fezes de Rattus norvegicus coletadas para analise e F: Larvas L1 isoladas das fezes de
roedor naturalmente infectado por nematédeo no Parque Fernanda- SP. Fonte: Mota DJG; Pinto PLS, 2011.

Uma fémea de Rattus norvegicus apresentou infec¢cdo pulmonar por 14

vermes e um individuo macho estava parasitado por oito vermes.
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As andlises morfolégicas revelaram que 0s nematddeos possuiam
corpos filiformes e afilados nas extremidades anteriores (Figura 34), aberturas
orais simples, eso6fagos claviformes e poros excretores localizados
lateralmente, abaixo da regido posterior do es6fago, em ambos o0s sexos
(Figura 35 A). Nas fémeas, as vulvas se situavam nas extremidades
posteriores dos corpos (Figura 35 B) e os machos, possuiam bolsas
copuladoras bilobadas e pequenas, um par de espiculos longos e finos e
gubernaculos curvos (Figura 35 D). Os resultados das medidas dos parametros
morfolégicos de cinco espécimes estdo representados na Tabela 10. Destes
isolados, dois vermes foram encaminhados para andlise por biologia molecular.

Concomitantemente, as larvas L1 extraidas das fezes do espécime
macho de roedor, antes da eutanasia, foram utilizadas para infeccdo em
Biomphalaria glabrata e, apés 45 dias, as larvas L3 decorrentes foram
inoculadas em modelo experimental (item 4.7- e 4.7.3) possibilitando o

isolamento do ciclo de A.cantonensis.

Figura 34 — ermes adultos isolados de pulmdes e
coracao de Rattus norvegicus no Parque Fernanda.
Fonte: Pinto, PLS, 2011.

Figura 35 — Morfologia de vermes adultos de isolados de Rattus
norvegicus de area urbana em Sao Paulo, Brasil. A: regido anterior
AO= abertura oral, E= esbfago, PE= poro excretor; B: regido
posterior fémea: V= vulva, A= anus; C: Bolsa copuladora; D: regiao
posterior do macho: ESP= espiculos; GUB = gubernéaculo. Fonte:
Melo LVC; Mota DJG, 2012.
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Tabela 10. Valores médios (mm) de cinco vermes adultos isolados de Rattus

norvegicus na zona sul de S&o Paulo.

Isolado Sexo n CTC L CE CBE DPE E> E< G DVC DAC

M 3 2045 030 0,29 003 037 121 119 0,11 - -
F 2 2844 046 031 0,03 043 - - - 0,23 0,06

Natural

Legenda: CTC — Comprimento Total do Corpo; L — Largura meio do corpo; CE — Comprimento do Es6fago;
CBE — Comprimento da Base do Esbfago; DPE - Distancia do Poro Excretor a regido anterior; E> —
Espiculo maior; E< — Espiculo menor; G — Gubernaculo; DVC - Distancia da Vulva a Cauda; DAC -
Distancia do Anus a Cauda.

Da regido norte da cidade, foram encaminhadas duas amostras
ambientais de fezes de Rattus spp. no bairro Jacand, em 2013. As analises
deste local foram negativas para larvas de nematdédeos. J& no bairro Cidade
Tiradentes (zona leste), foram analisadas nove amostras também coletadas do
solo, em 2015. Essas amostras corresponderam a duas de Rattus sp. e cinco
de Rattus rattus negativas para nematdédeos e duas de Rattus norvegicus
apresentaram larvas L1 mortas e ressecadas (Figura 36), ndo sendo possivel
sua inoculagdo em modelo experimental, tendo sido encaminhadas apenas

para analise de biologia molecular.

A
v\

50 pm S
e

Figura 36 — Morfologia de larva L1 ressecada encontrada nas fezes de Rattus norvegicus coletada em
area urbana do bairro Cidade Tiradentes em novembro de 2015. Fonte: Melo LVC, 2015.
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5.5.7 Andlise das infec¢bes experimentais em roedores

Dos 36 grupos de moluscos analisados, foram feitos isolamento em

modelos experimentais a partir de 10 (27,78%), destes foram recuperados

vermes jovens e/ou adultos em todos os grupos em que foram realizados 0s

indculos. A Tabela 11 demonstra a relacdo de tempo de infec¢cdo dos roedores

apos inoculacdo das larvas, tempo de duracdo das infeccfes, quantidade de

vermes recuperados por grupo e padrdao do comportamento biolégico do

parasito, caracterizado pelo tropismo para o cérebro e pulmdes, compativel

com a espécie Angiostrongylus cantonensis.

Tabela 11. InfecgOes experimentais de roedores a partir de larvas de moluscos

naturalmente infectados para caracterizacéo de padrao de infeccéo bioldgica

. Hospedeiro N°de Tempo ~
Grupo _Hospedt_a[r(_) experimental 'a”"".‘s por de ~ Vvermes Orgao Ea@ra}o
intermediério ) _ animal mfecc_;ao recuperados bioldgico
inoculadas em dias

1G4 P. variegatus Wistar (2) 15 60 15 coracdo/pulméo A. cantonensis
IG5 S. linguaeformis Wistar (2) 15 77 13 pulméo A. cantonensis
IG6 S. linguaeformis Hamster (1) 13 20 5 cérebro A. cantonensis
IG8 A. fulica Hamster (2) 20 20 6 cérebro A. cantonensis
IG9* B. willibaldoi Hamster (2) 15 21 15 cérebro A. cantonensis
IG9* B. willibaldoi Hamster (2) 15 30 12 cérebro/pulmdo  A. cantonensis
IG11  A.fulica Hamster (2) 15 17 15 cérebro A. cantonensis
IG28 R. decollata Hamster(2) 20 27 6 cérebro A. cantonensis
IG30 D.laeve Hamster (2) 5 39 3 pulméo A. cantonensis
IG31 L. goodalli Hamster (2) 5 39 2 pulm&o A. cantonensis
1G32 D. laeve Wistar (2) 30 45 17 pulmao A. cantonensis
Média 15,27 35,90 9,90

* Mesmo grupo com tempos de infeccao diferentes, devido a letalidade.

As infeccdes experimentais em hamsters foram provenientes dos grupos
IG6, 1G8, 1G9, IG11, 1G28, IG30 e IG31, correspondendo a 70% das analises.
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O numero de larvas utilizado variou de 5 a 20 L3 e o tempo de infeccdo
méaximo alcancado foi de 39 dias.

Em infeccbes de 17 a 27 dias, foram recuperados vermes jovens nos
cérebros (figura 37B). Porém, no grupo 1G9 dois animais sobreviveram até o
30° dia, dos quais foram recuperados tanto vermes jovens nos cérebros,
quanto adultos nos pulmdes. Ja as infeccbes que alcangaram o 39° dia,
apresentaram apenas vermes adultos nos pulmdes (Figura 37C).

Foi possivel observar que as reacdes a infeccdo prejudicaram as
funcdes organicas dos animais, apresentando comprometimento neuroldgico,
com paralisia das patas traseiras, alteracdes das funcdes oculares e
inapeténcia (Figura 37 A), tendo sido eutanasiados em diferentes periodos, de
acordo com a evolucao da doenca.

As amostras de fezes dos hamsters ndo apresentaram larvas L1, porém
foram observados ovos ndo embrionados em tecido pulmonar de infecgdes que
atingiram o 39° dia (Figura 37F).

dias de infeccdo com focos hemorragicos (C); Presenca de verme no pulméo de hamsters com 30
dias de infeccao); (D); Verme macho isolado de pulméo de hamsters com 30 dias de infec¢ao;(E)
Verme fémea isolada de pulméo de hamsters com 30 dias de infec¢éo; (F); ovos ndo embrionados
no pulméo de hamsters com 39 dias de infec¢do. Fonte: Mota DJG; Pinto PLS, 2011.

Em relacao aos ratos Wistar, as infec¢cdes experimentais decorreram dos

grupos 1G4, IG5 e 1G32 que representou (30% das andlises). Sendo que o
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namero de larvas utilizado variou de 15 a 30 L3 e o tempo de infeccao foi de 45
a 77 dias, com os vermes recuperados no coracao e pulmdes (Figura 38 A e
E).

As reacoes a infeccdo se restringiram a presenca de lesdes pulmonares
(Figura 38 A), sem o comprometimento do comportamento dos roedores. Ja as
amostras de fezes apresentaram larvas L1 a partir do 42° dia e ovos
embrionados, assim como larvas L1 eclodidas, foram observados em tecido

pulmonar em todos 0s animais, ap0s necropsia.

Todos os vermes extraidos de ratos estavam em fase adulta (Figura 39
A e E), porém as analises morfométricas s6 foram possiveis em isolados

provenientes dos grupos 1G4 e IG 32 e estdo expressas na Tabela 12.

¥ -~ v|!v'|y)‘|w.

Figura 38: (A)- Lesdes pulmonares causadas pela presenca de larvas e ovos de nematddeo
no pulmao de roedor. (B)-Presenca de verme adulto na artéria pulmonar. Fonte: Mota DJG, 2012.

Figura 39: vermes adultos: fémea (A); eséfago e poro excretor (B); anus da fémea (C); vulva (D); macho (E); bolsa
copuladora (F); espiculos (G); gubernéaculo (H). Fonte: Mota DJG; Melo LCV, 2012.

66



Além das infeccbes experimentais a partir de L3 extraidas de amostras
de moluscos ambientais, foi feita a infeccdo de B. glabrata e o repigue feito em
ratos Wistar no laboratorio, gerou a extragcdo de 19 vermes adultos, cujas

medidas estdo expressas na tabela 12.

Tabela 12. Médias morfométricas (mm) de vermes adultos recuperados de
infeccdo experimental em ratos Wistar a partir de lesmas e B.glabrata.

Grupo Género (n) Média + desvio padrao

CTC L CE DPE DVC DAC CEsp CGub

22,75 0,42
Macho (3) * + - -
0,68 0,01

0,33 0,30
+ +

001 001

1,27 0,11
+0,07 =0,01

1G4
32,16
Fémea (6) *
2,26

0,43 0,24 0,06

+ + + - -

001 003 0,01

0,49 0,36
+ +

004 001

20,48 0,32 0,32 0,47
Macho (10) + . + + } . 1,33 0,12

1G32 1,96 0,03 0,02 0,02 +0,06 =+0,01

A 35,07 0,54 0,38 0,48 0,25 0,07
Fémea (7) + + + + + + ) )

103 003 004 005 003 001

20,01 0,30 031 0,41
Macho (7) £ o+ o+ = T 127 012

113 004 018 0,04 +0,03 +004
Pg. Fernanda

A 25,36 0,44 0,34 0,37 0,22 0,06
Fémea (12) + A . . i " - -

128 003 0,02 003 002 001

Legenda: CTC — comprimento total do corpo; L — largura meio do corpo; CE — comprimento do es6fago; BE
— comprimento da base do es6fago; DPE — distancia do poro excretor a regido anterior; DVC — distancia da
vulva a cauda; DAC — distancia do anus a cauda; CEsp — comprimento do espiculo; CGub — Comprimento
do gubernéculo.

Dos dez grupos que foram isolados vermes adultos e/ou jovens, apenas
foi encaminhado para andlise molecular um verme adulto recuperado em
modelo experimental infectado a partir do grupo 1G9, devido a dificuldades
operacionais, tendo sido armazenados em freezer -20°C para estudos

posteriores.
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5.5.8 Anédlise por biologia molecular

Em relacdo as amostras ambientais de moluscos, as analises
moleculares foram efetuadas em 29 dos 36 grupos, correspondendo a 80,56%,
onde foram comparados os perfis de bandas das amostras obtidas de
hospedeiros naturais e experimentais com os isolados de referéncia de A.
costaricensis e A. cantonensis. De acordo com o0s resultados expressos na
Figura 40, foram identificadas as bandas de 650pb a 700pb, compativeis com o
isolado de A. cantonensis utilizado como controle positivo em 20 isolados

extraidos de moluscos.

PM CHN CP CP GI G2 G3 G4 G5 G6 Gf GB GY G10 G111 G12 G13 G13 G14
100ph A.ca A.co a h a
Angiostrongylus

500pb_

PM CN CP CP G15 G16 G17 G19 G20 G21 G24 G27 G28 G29 G30 G31 G32 G33
“100pb A.ca A.co
Angiostrongylus

Figura 40 — Gel PCR Convencional comparando DNAs dos isolados referéncia A.ca ( A.cantonensis) de A.co A.
costaricensis com DNAs de 29 isolados ambientais de moluscos terrestres : G1, A.fulica- Bauru; G2, A.fulica- Mongagua;
G3, B. willibaldoi Parque Fernanda- SP; G4, P.variegatus- Itaquaquecetuba; G5, S.linguaeformis- Jagcand ; G6
S.linguaeformis- Parque Fernanda; G7- S.linguaeformis- Parque Fernanda; G8, A.fulica, Campo grande -SP; G9, B.
willibaldoi, Parque Fernanda-SP; G10, L.flavus — Parque Fernanda- SP; G11 — A.fulica —Freguesia do O; G12
S.linguaeformis- Parque Fernanda; G13a, A.fulica- Bauru; ; G13b, A.fulica- Bauru ; Gl4a, A.fulica- Bauru; G15,
S.linguaeformis- Parque Fernanda; G16, , S.linguaeformis- Parque Fernanda ; G17,S .linguaeformis- Parque Fernanda; G19,
A fulica —Freguesia do O; G20, R.decollata- Jardim Amalia-SP; G21 D.laeve- Parque Fernanda; G24- L.concentrica- Jacana;
G27, R.decollata- Jardim Amalia; G28, R.decollata- Jardim Amalia G29, B.similaris, Parque Fernanda- G30, D.laeve— Cidade
Tiradentes- SP; G31 — L.goodalli.- Cidade Tiradentes; G32 D.laeve- Cidade Tiradentes; G33, P.besckei- Cidade Tiradentes .
Fonte: Gava, R (2015). Legenda: PM:Peso Molecular; pb- pares de base; CN: controle negativo; CP A.ca: Controle positivo
de A.cantonensis e CP A.co: Controle positivo de A.costaricensis.
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Foram feitas também analises moleculares em um verme jovem extraido
do cérebro de modelo experimental (hamster) relativo ao grupo 1G9, L1 de
fezes e dois vermes adultos recuperados de pulmbes de R. norvegicus
naturalmente infectados coletados no bairro Parque Fernanda(Figura 41B e C);
um verme adulto extraido de modelo experimental (Wistar) relativo ao grupo
IG4 (Figura 42); e larvas L1 ressecadas isoladas de fezes de R. norvegicus
coletadas em peridomicilio de residéncia-caso na Cidade Tiradentes (Figura
43).

B C
PM CCo CCa CN L3 Ver PM CCo CCa CN Ratl Veri PM CCo CCa CN Rat2 Ver2

vy 2]

Figura 41 — Gel PCR convencional comparando DNAs de isolados de A. costaricensis-IAL (CCo) e A.
cantonensis (CCa) cedido pelo CDC Atlanta com isolado em cérebro de hamster de infeccéo experimental e
de dois isolados naturais de larvas L1 nas fezes e de vermes adultos no pulmao de R.norvegicus no bairro do
Parque Fernanda-SP: A isolado de verme jovem extraido do cérebro (Ver) de hamsters a partir do inéculo
de larvas L3 isoladas de Belocaulus willibaldoi; em B de larvas L1 isoladas das fezes de rato (Rat 1) e de
verme adulto do pulméo (Ver 1) de rato e em C de larvas L1 isoladas das fezes(Rat 2) e de verme adulto do
pulmao (Ver 2) de rato. Fonte: Gava R, 2011.

P CP CP CN 19A
CO CA
301115 Annlos

PM CP CPD CN L1 VA
131112 Angiostrongylus cantonensis

-

Figura 43: Resultados da biologia molecular por PCR
in house em L1 extraidas de fezes de R. norvegicus,
coletadas no entorno da residéncia caso na Cidade
Tiradentes. PM: peso molecular CPCO: controle positivo
A.costaricensis ; CPCA controle positivo A.cantonensis,
CN,controle negativo e 19A- DNA extraido de larvas L1
de fezes de rato da Cidade Tiradentes. Fonte: Meira-
Strejevitch CS, 2015.

Figura 42: Andlise molecular a partir da extragdo de DNA de
larvas L1 de fezes e de verme isolado em pulmé&o de rato
comparadas com controle positivo de A.cantonensis.

Legenda: PM-Peso Molecular; CP-Cepa padréo de
A.cantonensis CPD-Cepa padrao diluida de A.cantonensis CN-
Controle negativo (dgua) L1 - Larvas L1 isoladas de Wistar, VA
-Vermes adultos isolados de Wistar. Fonte: Gava R, 2012.
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5.5.9 Distribuicdo ambiental de moluscos positivos para Angiostrongylus

cantonensis e Aelurostrongylus abstrusus

Em dois dos 15 municipios que compdem a mesorregido metropolitana
de Sdo Paulo (S&o Paulo e Itaquaquecetuba) foram encontrados moluscos
infectados com Angiostrongylus cantonensis e Aelurostrongylus abstrusus
esteve relacionado a um municipio do interior e outro no litoral sul do estado de

Séo Paulo (Bauru e Mongagud), conforme Figura 44.

. Angiostrongylus cantonensis

. Aelurostrongylus abstrusus
- Negativo

Figura 44. Distribuicdo dos municipios com moluscos naturalmente infectados por A.cantonensis e A.abstrusus no
estado de Sdo Paulo. Fonte: http://www.saopaulo.sp.gov.br/ (Adaptado) 2018.

5.5.10 Analise da infeccado por larvas de metaestrongilideos em moluscos

por demanda espontanea e busca ativa

Das 65 amostras (44,52%) recebidas por demanda espontanea, 11
foram positivas para metaestrongilideos, sendo oito grupos infectados por A.
cantonensis e trés por A. abstrusus.

Na cidade de Sao Paulo, foram identificadas amostras positivas para A.

cantonensis em quatro bairros: Parque Fernanda, Jardim Amalia, Freguesia do
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O e Campo Grande, envolvendo trés hospedeiros intermediarios: A. fulica,

Rumina decollata e Sarasinula linguaeformis. Ja no municipio de Bauru foram

encontrados espécimes de A. fulica infectadas por A. abstrusus em dois

bairros: Parque das Nac¢des e Bom Samaritano, nos quais nao foram efetuadas

as coletas por busca ativa devido a distancia geografica. Assim como no

municipio de Itaquaquecetuba, que apresentou a presenca de A. cantonensis

em uma lesma da espécie P. variegatus (Tabela 13).

Tabela 13. Distribuicdo das amostras de moluscos naturalmente infectadas por

A.cantonensis e A.abstrusus por demanda espontanea e busca ativa conforme

municipio de origem.

. . Tipo de L. : Qtde Espécie
Cidade Bairro amistra Espécie hospedeira grupos parasita
Parque Fernanda DE Sarasinula linguaeformis 1
Parque Fernanda BA Sarasinula linguaeformis 5
Parque Fernanda BA Belocaulus willibaldoi 2
Parque Fernanda BA Deroceras laeve 1
Parque Fernanda BA Rumina decollata 1
Parque Fernanda BA Bradybaena similaris 1
Parque Fernanda BA Limacus flavus 1
Cidade Tiradentes BA Deroceras laeve 2 .
S&o Paulo ) ) . . A. cantonensis
Cidade Tiradentes BA Prohappia besckei 1
Cidade Tiradentes BA Lamellaxis goodalli 1
Jardim Amalia DE Belocaulus willibaldoi 1
Jardim Amaélia DE Rumina decollata 2
Freguesia do O DE Achatina fulica 2
Jacana BA Sarasinula linguaeformis 1
Jacana BA Leptinaria concentrica 1
Campo Grande DE Achatina fulica 1
Baur Parque das N.ag(”)es DE Achatfna fulfca 2 A abstrusus
Bom Samaritano DE Achatina fulica 1
) N&o informado BA Achatina fulica 1
Mongagua L ) ) ) A. abstrusus
Nao informado BA Phyllocaulis boraceiensis 1
ltaquaquecetuba Jardim Paineira DE Phyllocaulis variegatus 1 A. cantonensis
Total - - 12 espécies 30 2 espécies

*Legenda: BA- busca ativa; DE- demanda espontanea.
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5.5.11 Andlise das coletas por busca ativa para vigilancia ambiental

As 73 coletas de moluscos desencadeadas para estudo de biocenose
urbana, ocorreram a partir de demanda espontanea do Parque Fernanda
(regido sul da cidade de Sao Paulo), onde primeiramente foram encontradas
lesmas da espécie Sarasinula linguaeformis naturalmente infectadas por A.
cantonensis. Sendo que para a mesma regido houve também o relato da
presenca de acumulo de entulhos, tocas e fezes de roedores e da ocorréncia
de conchas roidas de moluscos no ambiente préximas as tocas de roedores
(Figura 45 A, B, C e D).

Figura 45. (A) Presenga de entulho em area urbana do Parque Fernanda- Sdo Paulo favorecendo presenca de
roedores (B); Presenca de toca de roedor e fezes préximo a horta em condominio do bairro Parque Fernanda ©
Encontro de cranio de roedor e conchas roidas de Bradybaena similaris e Rumina decollata; (D) Horta comunitaria do
condominio. Fonte: Mota DJG 2011 .

A area onde foram realizadas as coletas correspondeu a um condominio
e seu entorno, situado em area residencial de 1000 m? (Figura 46), durante o
periodo de janeiro de 2009 a janeiro de 2011. O local apresentou condi¢cbes
favoraveis para estabelecimento de biocenose de roedores e moluscos

convivendo no mesmo ambiente.
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Figura 46 — A seta indica a area de coletas de moluscos naturalmente infectados por Angiostrongylus
cantonensis no bairro Parque Fernanda, S&o Paulo, Brasil, no periodo de janeiro de 2009 a janeiro de 2011.
Fonte: Google Earth, 2018: Disponivel em: http://www.google earth.com.br.

Na regido do condominio h4 um nascente proximo a uma horta
comunitéria, onde ha cultivo de bananeiras, hortalicas e arvores frutiferas que
propiciam ao local ambiente sombreado, imido que favorece a proliferacédo de
moluscos terrestres. No entorno do condominio pode-se observar também um
terreno com deposicao de lixos domésticos e restos de construcdo, onde se
encontrava com facilidade moluscos e vestigios de roedores (fezes e tocas).

No periodo estudado, foram analisados 2752 moluscos divididos em 73
amostras. Na Tabela 14 é possivel verificar que foram encontradas oito
espécies de moluscos no local, sendo seis espécies de lesmas e duas de
caracbis. Das amostras analisadas 14 foram positivas para larvas de
nematodeos, representando indice de 19,17% de positividade. As espécies de
lesmas S.linguaeformis e B.willibaldoi foram as espécies em que se
encontraram os maiores indices de positividade (33,33%) seguidas por L.flavus
(20%), D.laeve (16,66%), R.decollata (12,50%) e B.similaris (6,25%),
totalizando seis espécies naturalmente infectadas por Angiostrongylus
cantonensis.
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Tabela 14. Numero de moluscos coletados por busca ativa para vigilancia
ambiental realizada no Parque Fernanda no periodo de janeiro de 2009 a
janeiro de 2011 com valores de amostras positivas para Angiostrongylus
cantonensis.

Nimero de NUumero
Espécimes amostras
Espécies analisados analisadas  Amostras positivas % positivos

B. similaris 957 16 1 6,25
S. linguaeformis 575 15 5 33,33
R. decollata 713 8 1 12,50
D. laeve 271 15 2 16,66
B. willibaldoi 200 12 4 33,33
P. boraceiensis 22 0 0,00
L. flavus 13 1 20,00
P. variegatus 1 0 0,00
Total 2752 73 14 19,17

Nesta mesma area foi possivel se constatar a infeccdo natural de dois
Rattus norvegicus em 2011 por A.cantonensis conforme foi relatado no item
5.5.7, sendo possivel o isolamento do nematédeo em laboratério a partir da
infeccdo em B.glabrata por larvas L1 do parasita e depois por meio de repiques

sucessivos em ratos Wistar.

5.5.12 Andlise das coletas por busca ativa para estudos de casos

humanos suspeitos/ diagnosticados como meningite eosinofilica.

Mongagua — Litoral sul de S&o Paulo

Em outubro de 2010 quatro moradores de uma mesma familia de
Mongagua deram entrada no Hospital do Servidor Publico Estadual com
sintomas classicos de meningite eosinofilica; a pesquisa de anticorpos anti- A.
cantonensis por ELISA com antigenos heterdlogos foi positiva nos quatro
pacientes. O Unico evento comum a todos foi um encontro do qual participaram
em um sitio no litoral de SP com ingesta de churrasco e banho de cachoeira. A

Secretaria municipal de Saude de Mongagua coletou em novembro de 2010 no
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peridomicilio da residéncia caso 23 moluscos, sendo 20 A. fulica, dois de B.
tenuissimus e uma lesma P.boraceinsis e encaminhou para analise no Instituto
Adolfo Lutz. Dos moluscos analisados, duas espécies A.fulica e P. boraceinsis
apresentaram infeccdo pelo nematédeo A.abstrusus que compuseram grupos
G2 e G34 deste estudo.

Distrito de Guarapiranga- Zona sul da Cidade de S&o Paulo

Em setembro de 2010, paciente do sexo masculino, 11 anos, residente
na zona sul de S&o Paulo, foi admitido no servico de emergéncia pediatrica
com histéria de cefaleia persistente ha trés dias, sem febre ou outras queixas.
Relato de presenca de moluscos e roedores no peridomicilio. Exames
laboratoriais indicaram 36% de eosinofilia no LCR. Equipe do Nucleo de
Enteroparasitas foi até o domicilio da crianca na regido do bairro da
Guarapiranga-Sao Paulo onde foram encontradas duas lesmas B.willibaldoi e

uma D.laeve sendo negativas aos testes parasitolégicos (Figura 47).

.

Praca Pristina

g

Figura 47- Vista geral de area de busca ativa por moluscos no domicilio de criangca com quadro de
meningite eosinofilica na regido do bairro da Guarapiranga. Fonte: Google Earth, 2018: Disponivel em:
http://www.google earth.com.br.
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Dois Corregos - Interior de Sdo Paulo

Em janeiro de 2012 foi encaminhado ao Nudcleo de Enteroparasitas trés
exemplares de A. fulica de caso suspeito de meningite eosinofilica em menina
de quatro anos residente em Dois Coérregos, interior de Sao Paulo. Foi
informado pela Secretaria Municipal de Saude de Dois CoOrregos que 0sS
moluscos foram coletados em terreno a 20 metros da residéncia da crianca. As
analises parasitoldgicas nos caracois ndo apresentaram infeccdo por nenhum

nematodeo de interesse médico.
Distrito de Jagcana- Zona norte de Séo Paulo

Em marco de 2013 o Laboratério de Fauna do Centro de Controle de
Zoonoses (LABFAUNA/CCZ) / Secretaria Municipal da Saude da Cidade de
Séao Paulo recebeu notificacdo de um caso suspeito de meningite eosinofilica
em uma crianca de um ano de idade, residente no distrito do Jagana, regido
norte da cidade de Sao Paulo. Foi realizada uma coleta por busca ativa de

moluscos na rua em que residia a crianca (Figura 48).
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Figura 48 — Vista geral de area de busca ativa por moluscos no domicilio de crianga suspeita de quadro
de meningite eosinofilica no bairro do Jagana, Sdo Paulo. Fonte: Google Earth, 2018: Disponivel em:
http://www.google earth.com.br.

Foi possivel a captura de um exemplar de Sarasinula linguaeformis e um

exemplar de Leptinaria concentrica. A investigacdo parasitdlogica nos

moluscos resultou no encontro de 401 larvas L3 infectando os moluscos que
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foram identificadas por analise morfolégica e molecular como sendo de
A.cantonensis (grupos IG5 e 1G24) deste estudo. A infeccdo experimental em
ratos Wistar com larvas L3 extraidas de S. linguaeformis possibilitou a
recuperacdo de 13 vermes adultos de A.cantonensis nos pulmdes de dois
roedores apés 77 dias de infeccdo. Tais achados foram importantes para
elucidar o caso, pois testes sorolégicos realizados no IAL foram positivos
indicando este como um caso confirmado de meningite eosinofilica causada

por A.cantonensis.

Distrito de Cidade Tiradentes- Zona leste de Sao Paulo

Em outubro de 2015, uma crianca de um ano e meio, residente na regiao
leste da cidade de Sao Paulo (Figura 49), foi atendida no Hospital Municipal da
Cidade Tiradentes com quadro agudo de meningite eosinofilica nédo
esclarecida, levantando-se a suspeita de angiostrongiliase, corroborada pela
presenca de verme na regiao ocular e pelo relato de infestacdo de moluscos na
residéncia caso. Amostras de liquor e soro foram submetidas as técnicas de
Dot-Elisa, Western blot e PCR no Instituto Adolfo Lutz e, a partir da positividade
das duas primeiras, a Supervisdo de Vigilancia em Saude—Cidade Tiradentes
(SUVIS-CT) foi notificada.

Figura 49: Localizacdo geogréafica e caracteristica da regido onde foi confirmado um caso autéctone de
angiostrongiliase meningoencefalica na zona leste da cidade de S&o Paulo. Fonte: Googlemap®, 2018.
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Dessa maneira a SUVIS-CT realizou duas buscas ativas no domicilio da
crianca para capturar moluscos que foram encaminhadas para o Ndcleo de
Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz pelo Centro de Controle de Zoonoses
de S&o Paulo. Em 28 de outubro de 2015 foram encaminhados dez moluscos
terrestres para analise: sete Deroceras laeve, dois espécimes de Lamellaxis
goodalli e uma Prohappia besckei. E em 06 de novembro de 2011 06/11/15
foram encaminhados 96 moluscos: 87 Prohappia besckei, sete Lamellaxis
goodalli e duas Deroceras laeve. Posteriormente coletas ambientais de fezes

de roedores foram encaminhadas também para analises parasitolégicas.

Nos testes parasitologicos em pool da primeira amostra de lesmas D.
laeve foram obtidas 570 larvas. Na segunda amostra foram obtidas 1791
larvas. Em L. goodalli na primeira amostra foram obtidas 88 larvas e
posteriormente cinco larvas. O teste em P. besckei foi negativo na primeira

amostra e na segunda amostra se recuperaram 160 larvas.

As andlises morfobiolégicas das larvas encontradas infectando os
moluscos foram identificadas como sendo de A.cantonensis e compuseram 0s
grupos (IG30, 1G31, 1G32 e IG3) deste estudo. Larvas L1 mortas e ressecadas
foram encontradas nas fezes de duas amostras de fezes de Rattus norvegicus
préximo da residéncia caso.

No item 5.5.7 foi apresentado a infeccdo experimental realizada em
roedores dos grupos 1G30, IG31 e IG32 que fizeram parte deste estudo de
caso, onde ficou comprovada a infecgcdo por A.cantonensis nos roedores. Na
Figura 50 é possivel observar a morfologia de fémea e macho adultos de
A.cantonensis recuperados em rato Wistar com 45 dias de infeccao referente

ao grupo 1G32.
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Figura 50. Morfologia de vermes adultos de A. cantonensis obtidos de infec¢éo experimental
a partir de L3 extraidas de moluscos da espécie Deroceras laeve, coletados na residéncia
caso. A: Regido anterior da fémea mostrando esbfago curto e poro excretor; B: Regido
posterior da fémea mostrando vulva e anus; C: Regido posterior do macho mostrando os
espiculos; D: Regido posterior. Fonte: Melo LVC, 2015.

A partir dos resultados laboratoriais foram desencadeadas a¢cbes coordenadas
entre as instituicdes envolvidas (IAL, Centro de Controle de Zoonoses e SUVIS
Cidade Tiradentes) para a elucidagéo diagnostica do paciente e a identificacéo
do ciclo de transmissdo de Angiostrongylus cantonensis estabelecido na zona
leste da cidade de Sdo Paulo. As experiéncias adquiridas, sobretudo nos casos
da capital paulista, levaram a sistematizacdo das acdes envolvendo o
Laboratorio de Saude Publica e as Vigilancias, visando a resposta rapida do
diagnéstico laboratorial, imediata notificacdo de casos e a investigacao
malacolégica e de roedores (Figura 51).
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Diagnostico em amostras ambientais

Recebimento de amostras ambientais
no Nucleo de Enteroparasitas - IAL

Fezes de
roedores

Amostra
desidratada

Amostra
fresca

moluscos

Digestao de moluscos, extragio de larvas
pela técnica de Rugai e localizagao de L3

. licar a técnica de Rugai
Hidratar as fezes e procurar Al 8
Resultado Resultado
larvas L1 por exame direto ¢ procurar larvas L1 . .
positivo negativo
Resultado Resu‘h.ado Resultado Resultado
negativo positivo 5 e Liberar o
negativo positivo
resultado
Encaminhar para
PCR ne lab de Liberar o Analise morfologica e
Biomol resultado morfométrica das larvas
Se necessario,
comunicar SUVIS do
Nio compativeis com Compativeis com municipio enquanto
metaestrongilideos metaestrongilideos |~ 7] aguarda resultado da
Resultado Resultado
T S PCR
negativo positivo

Liberar o resultado como i :
el bdec ko Encaminhar pa'u'a PCR !
metaestrongilideo no fab.de Biomol :
1
1
'
Liberar o resultado :
com a observagéo de Resultado Resultado i
“material inadequado™ negativo positivo E
] i
Liberar resultado -
e comunicar Iberaro Liberar resultado e E
SUVIS do resultado comunicar SUVIS do !
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]
1
!
1
|
!
1
1
|

SUVIS: coleta de amostras de fezes de roedores e/ou moluscos em raio de 500m a

partir da residéncia caso, ou

q

to persistir amostra com resultado positivo.

SUVIS: encaminhamento das amostras para o CCZ da regido ou IAL no
caso da inexisténcia do diagnostico implantado nesses locais.

Figura 51. Fluxograma implantado no Ndcleo de Enteroparasitas do IAL para
deteccdo de Angiostrongylus cantonensis em amostras ambientais de fezes de

roedores ou em moluscos. Fonte: Nicleo de Enteroparasitas - IAL, 2015.
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6. DISCUSSAO

No Brasil, a busca de novos conhecimentos sobre meningite eosinofilica

causada por A. cantonensis esta associada aos relatos recentes em humanos
e a ocorréncia de infeccdo natural em moluscos e roedores, hospedeiros
intermediéario e definitivo naturais, respectivamente (Caldeira et al., 2007).
O primeiro caso humano suspeito foi reportado por Moll et al. (2006), que
relacionaram a evolucdo clinica do paciente com a ingestdo de A. fulica. No
entanto, o ano de 2007 representou o marco histérico para o reconhecimento
da helmintose em nosso meio, quando foram diagnosticados dois casos de
meningite eosinofilica no municipio de Cariacica (ES), cujo contagio foi
imputado ao consumo de moluscos terrestres in natura. A investigacéo
ambiental levada a efeito, no peridomicilio da residéncia caso, apontou o
parasitismo por A. cantonensis em fezes de Rattus norvegicus e em ampla
variedade de moluscos terrestres, com elevada taxa de infeccdo entre os
espécimes (Caldeira et al., 2007).

A partir desta constatacdo a infeccdo por A.cantonensis passou a ser
considerada no diagnéstico diferencial das meningites atipicas associadas a
eosinorraquia acima de 10% (Eamsobhana, 2013) . Assim, outros casos tem
sido identificados em diferentes regifes do pais (Lima et al., 2009; Ciaravolo et
al., 2010; Espirito-Santo et al., 2013; Morassutti et al.,2014), incluindo os
apontados no presente estudo.

Segundo Stockdale Walden et al.(2017) mais de 2.800 casos da doenca
foram documentados em 30 paises no mundo, o que pode representar apenas
uma fracdo do total de infectados, considerando que muitos nao foram
relatados e/ou reconhecidos nas ultimas trés décadas. Apesar da meningite
eosinofilica ser uma zoonose emergente no Brasil, com um cenario em
expansao, é possivel que o nimero de casos notificados e publicados também
nao expresse a magnitude do problema (Morassutti et al., 2014). Tal afirmativa
pode explicar o fato de que o ultimo caso notificado e investigado em S&o

Paulo refere-se ao ano de 2015 em Cidade Tiradentes.

Estudos prospectivos foram conduzidos para demonstrar a infeccao

natural em moluscos e em roedores, avaliar a disperséo e tracar consideragdes
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sobre a possivel introducdo do parasito no Brasil (Thiengo et al.,, 2010;
Maldonado et al., 2010; Moreira et al.,, 2013; Carvalho et al., 2012). Um dos
estudos de maior relevancia neste sentido foi realizado por Carvalho et al.
(2012) em areas portuarias do Brasil em 28 municipios de 16 estados. Os
autores relataram a presenca de 19 espécies de moluscos terrestres na area
de 30 portos, sendo que em 11, incluindo os de S&o Sebastido e Santos no
litoral paulista, foi constatada a presenca de quatro espécies (Achatina fulica,
Bradybaena similaris, Subulina octona e Sarasinula marginata) infectadas por
larvas de A.cantonensis. Este achado reforca a hipétese de que a introducao
de A. cantonensis no continente americano, sobretudo no sul-americano,
ocorreu por meio do transporte acidental de roedores infectados em navios
procedentes de areas endémicas de outros continentes. Yen et al. (1996),
apontaram a ocorréncia de metastrongilideos parasitando roedores
sinantrépicos capturados em areas portudrias e aeroportuarias, sugerindo ser
estas umas das vias de disperséo de maior importancia.

Os estudos realizados no estado de Sao Paulo, para avaliar a
participacdo de moluscos terrestres como hospedeiros intermediarios de
metastrongilideos de interesse = médico-veterinario foram  voltados,
exclusivamente, para A. fulica. Rocco (2007) realizou o primeiro estudo neste
sentido em espécimes de vida livre e de criadouros procedentes de 55 areas
distribuidas em trés regides (litoral, interior e metropolitana), concluindo que A.
fulica pode ciclar larvas de metastrongilideos, contudo ndo apontando
ocorréncia de espécies de interesse médico. No mesmo ano, a identificacdo de
A. cantonensis, similar ao padrdo genético de isolado do Japdo, foram
relatados por Caldeira et al. (2007) em larvas recuperadas de A. fulica
coletadas no municipio de Sao Vicente, litoral sul do estado. Com o objetivo de
analisar a distribuicdo e o risco sanitario de A. fulica em municipios paulistas,
Ohlweiler et al (2010) encontraram larvas de Aelurostrongylus abstrusus em
amostras do molusco no municipio de Guaratinguetd, interior do estado.

Mais recentemente, Guerino et al. (2017) relataram a ocorréncia de
infeccdo natural por A. cantonensis em A. fulica em todos os municipios da
Baixada Santista. Estes dados concordam com o estudo de Carvalho et al.
(2012), considerando a hipétese de dispersdo do parasito a partir de areas

portuarias onde houve a introducdo de moluscos infectados ou roedores, além
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da A. fulica desempenhar um papel importante como espécie hospedeira na
manutenc¢ao do ciclo de vida do helminto na natureza.

O presente estudo foi o resultado das a¢des em vigilancia no estado
de Sado Paulo instituidas pelo Nucleo de Enteroparasitas do Instituto Adolfo
Lutz a partir de 2008, quando houve a implantacdo da andlise parasitologica
em moluscos terrestres urbanos provenientes de municipios da regido
metropolitana, litoral e interior paulista, com objetivo de avaliar o potencial de
risco exercido por estes hospedeiros na saude humana e de animais. Com isso
foi possivel ampliar as areas ja pesquisadas por outros autores e aumentar o
conhecimento sobre a distribuicAo e o numero de espécies envolvidas na
transmisséo do agravo.

Assim, o registro de infeccdo natural por A. cantonensis foi
apontado em dez espécies de moluscos no municipio de Sdo Paulo: Achatina
fulica, Bradybaena similaris, Belocaulus willibaldoi, Deroceras laeve, Limacus
flavus, Lamellaxis goodalli, Leptinaria concentrica, Prohappia besckei, Rumina
decollata e Sarasinula linguaeformis; além da infeccdo em Phyllocaulis
variegatus no municipio de Itaquaquecetuba. A infeccao por Aelurostrongylus
abstrusus foi assinalada em Phyllocaulis boraceinsis em Mongagua,
constituindo-se no primeiro relato para o Brasil, além da ampliacdo do registro
do nematddeo em A. fulica para os municipios de Bauru e Mongagua.

Apesar dos resultados alcancados, a amostragem por demanda
espontanea ou por busca ativa, a partir da investigagdo de casos humanos
notificados, ndo permite por vezes conhecer em sua totalidade as espécies de
moluscos que podem estar envolvidas no ciclo de transmisséao do parasito. Na
investigacdo ambiental decorrente dos quatro casos humanos de meningite
eosinofilica, confirmados laboratorialmente, do municipio de Mongagua, em
setembro de 2010, foram encontrados no peridomicilio moluscos das espécies
B. teinuissimus, A. fulica e P. boraceiensis, sendo as duas ultimas infectadas
por A. abstrusus. J& na acédo realizada, no mesmo periodo, decorrente da
investigagcdo na residéncia do escolar de 11 anos com quadro de cefaleia e
eosinorraquia de 36% (Espirito-Santo et al., 2013) no distrito de Guarapiranga,
Séo Paulo apenas dois espécimes de B.willibaldoi e um de D. laeve foram

coletados, os quais ndo apresentaram infeccdo por metastrongilideos. Tal fato
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pode ser explicado pelo longo periodo de estiagem na regido naquele ano
Assim, com a continuidade das a¢Oes de vigilancia acredita-se que outras
espécies de moluscos que ndo foram reportadas neste estudo possam ser

reconhecidas no futuro.

Embora os moluscos terrestres estejam bem representados na biota
brasileira, sabe-se que estdo precariamente inventariados, sendo que 0s
estudos mais representativos sdo de Morretes (1953); Salgado e Coelho
(2003) e Simone (2006) .

No presente estudo foi analisado, no periodo de sete anos, 4620
moluscos e identificadas 15 espécies. Destas, oito sdo consideradas exéticas:
Bradybaena similaris (n=1338) Achatina fulica (n=926) Rumina decollata
(n=817) Deroceras laeve (n=307), Limacus flavus (n=23) Meghimatium pictum,
(n=11), Lamellaxis goodalli (n=9) e Subulina octona (n=5); e sete nativas:
Sarasinula linguaeformis (n=634), Belocaulus willibaldoi (n=228), Bulimulus
tenuissimus (n=204), Prohappia besckei (n=88), Phyllocaulis boraceinsis
(n=26), Phyllocaulis variegatus (n=3) e Leptinaria concentrica (n=1), sendo
que os espécimes foram provenientes de hortas, jardins, terrenos baldios,
quintais e pracas, coletados sob substratos naturais ou antrépicos de

ambientes estritamente urbanos.

E importante ressaltar que a introducdo de espécies exoticas causa
impactos econdmicos, sociais, a0 meio ambiente e a agricultura, além de
possibilitar a disseminacdo de parasitos para 0s quais atuam como
hospedeiros intermediarios nas regides de origem. Tal fato tem exigido grande
soma de esforco e recursos para 0 manejo, controle e erradicagdo das
espécies em areas onde tém causado prejuizos (Thomé et al., 2006; Colley e
Fischer, 2009). Thiengo (2007) chama a atencdo que a introducdo de
espécies exéticas tem sido comum e intensificada nas udltimas décadas,
motivada principalmente por interesses econdmicos, especialmente,
relacionados as atividades de maricultura, ostreiticultura, helicicultura,
piscicultura e aquariofilia. A introducdo acidental também representa um
importante fator na disseminacdo de moluscos, que podem migrar Varios

quildmetros aderidos a carrocerias de automoveis, maquinas ou
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equipamentos, bem como em agua de lastro, cascos de embarcacodes, plantas

ornamentais e insumos agricolas (Thiengo, 2007; Colley e Fischer, 2009).

Dos 4620 espécimes estudados, 3436 foram provenientes de espécies
exodticas, o que correspondeu a 74,37% das amostras. Neste contexto,
Bradybaena similaris, foi a espécie com maior nimero de individuos coletados
(1293). Originaria do leste da Asia, atualmente com distribuicdo cosmopolita, €
herbivora comum em &reas antrépicas, como: hortas, jardins, pragas e areas
agricolas sendo citada como hospedeira intermediaria de A. costaricensis e
A.cantonensis (Rambo et al., 1997; Caldeira et al., 2007; Oliveira et al., 2015).

Neste estudo a espécie apresentou a menor taxa de infeccdo 3,13%
para A.cantonensis, considerando a analise por pool. Apesar disso, 0
resultado representou o primeiro relato da infeccdo desta espécie para o
municipio. Em estudo realizado em ilhas do Havai foi encontrada taxa de
infeccdo de 4%, levando alguns autores a inferir que B.similaris,
possivelmente, apresente baixa suscetibilidade a infeccdo por A.cantonensis
(Kim et al., 2014). Porém este dado é discutivel, pois no Brasil ja foi relatado
taxa de infeccdo de 24,6% em exemplares coletados em Trindade no Rio de
Janeiro (Oliveira et al., 2015).

Achatina fulica foi a espécie de maior disperséo, assinalada em 10
municipios. Nativa do leste da Africa é encontrada em todos os estados
brasileiros e no Distrito Federal, com excecdo do estado do Acre (Moreira et
al., 2013), sendo que a dispersdo passiva, intencional ou acidental € o
principal meio de disseminagdo. Este molusco tem sido considerado umas
das cem piores espécies exoticas invasoras do planeta (Lowe et al., 2004),
dada a sua rusticidade e seus habitos generalistas, aliados ao elevado
potencial reprodutivo e ao grande porte dos individuos, favorecendo sua
adaptacao e colonizacao de diferentes ambientes. Teles et al., 1997 salientam
sua importancia em saude publica dado seu interesse médico-veterinario,
sobretudo das angiostrongiliases humanas, tendo sido implicada como a

principal transmissora de A.cantonensis em diferentes regides do mundo.

Em nossas analises, das 23 amostras examinadas, 10 (43,78%)
foram positivas para larvas de metastrongilideos, porém o numero de larvas

recuperadas por pool variou de duas a 139, o que sugere baixa infec¢ao entre
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0S espécimes. Trés isolados de Sao Paulo foram identificados com
A.cantonensis, nos bairros do Campo Grande e Freguesia do O. Em Bauru foi
constatada a infeccdo por A. abstrusus e por uma espécie de metastrongilideo
nao identificado em sete amostras provenientes de trés bairros (Bom
Samaritano, Parque das Nacfes, e Vargem Limpa), sendo assinalado o
primeiro registro desses nematddeos para 0 municipio. Em Mongagué a partir
da anélise em pool de 20 exemplares de A.fulica, coletadas no peridomicilio
de casos suspeitos de meningoencefalite, foi constatada a infecgdo por A.
abstrusus, representando o primeiro registro para o municipio. Estudo
realizado na Baixada Santista em 2012, posterior a esta investigacéo, foi
relatado o encontro de A.fulica no municipio de Mongagua com infeccdes
individuais de que variaram de seis a 3.213 larvas de A.cantonensis (Guerino
et al.,2017).

Rumina decollata, originaria da regido norte do mar Mediterraneo foi
dispersa para lhas do Atlantico, Africa e Caribe e no continente americano. E
onivora e se alimenta principalmente da decomposi¢cdo de vegetais frescos e
matéria organica, como fezes de animais. Também predam outros caracéis
terrestres e suas desovas, bem como vermes de vida livre (Dundee, 1986). No
pais, sua presenca ja foi relatada nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul em areas urbanas (Thomé et al., 2006,
Simone, 2006). A espécie foi citada como hospedeira intermediaria de A.
cantonensis em Cuba (Aguiar et al., 1981) e de A. abstrusus em Buenos Aires
(Cardillo et al., 2014). Todos os exemplares de Rumina decollata analisados
nesta investigacdo foram coletados no municipio de S&o Paulo. A taxa de
infecg@o por pool foi de 30%, em trés pools analisados a quantidade de larvas
recuperadas foi de cinco a 10 larvas de A.cantonensis de moluscos coletados
na zona sul de Sao Paulo (Parque Fernanda e Jardim Amalia). Destaca-se que
este foi o primeiro registro da infeccdo natural por A.cantonensis para
R.decollata no Brasil.

Deroceras laeve, tem como area de endemismo a regido paleartica e
atualmente possui distribuicdo mundial. No Brasil é considerada praga agricola
em cultivos hortifrati, habitam locais Umidos, sendo comuns em &reas

antropicas, periurbanas e urbanas.
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A espécie foi coletada em maior quantidade no municipio de Sao Paulo,
tendo sido feito o primeiro registro de ocorréncia para 0s municipios de
Pinhalzinho e Sao Lourenco da Serra. Ohlweiler et al. (2010a) relatam que
para o estado de Sao Paulo h& o registro de ocorréncia da espécie para 0s
municipios de Caieiras, Ribeirdo Pires e Sdo Paulo. Ha o registro no pais da
infeccéo da espécie por A.costaricensis no municipio de Nova Itaberaba-Santa

Catarina, com 2,7% de prevaléncia (Maurer et al., 2002 e Thomé et al.,2006).

Neste estudo foi feito o primeiro registro da infecgdo por A.cantonensis
em D. laeve no Brasil a partir de coletas realizadas no bairro Parque Fernanda
e Cidade Tiradentes, municipio de Sdo Paulo. Foi encontrada taxa de infeccéo
em pool de 20% para a espécie, porém foi a espécie em que se foi recuperado
maior numero de larvas que variou de uma a 1791. A espécie pbde ser
relacionada com caso de meningite eosinofilica confirmado laboratorialmente
em domicilio de uma crianca em Cidade Tiradentes na zona leste de Sao
Paulo. Maurer et al. (2012) ressaltam que este pequeno agriolimacideo é
frequentemente encontrado entre as dobras de folhas de verduras e pode ser

ingerido inadvertidamente aumentando o risco de infec¢cdo ao homem.

Limacus flavus, espécie nativa da Europa e partes adjacentes da Asia e
Africa foi disseminada para outras regiées por meio do comércio de mudas de
plantas ornamentais e frutiferas (Wiktor,1996). A espécie € citada como praga
comum em jardins, hortas e plantacdes e adaptada aos ambientes urbanos.
No Brasil h4 o registro da ocorréncia da espécie para os estados do Rio
Grande do Sul, Parand e Sao Paulo, nos municipios de Guarulhos, Maua,
Ribeirdo Pires, Santos e Sdo Paulo (Ohlweiler et al .,2010a). Sua importancia
médica como hospedeira intermediaria natural de A.costaricensis foi
registrada nos estados do Parana e Rio Grande do Sul (Graeff-Teixeira et al.,
1993). Os exemplares analisados foram coletados, exclusivamente, na cidade
de Sao Paulo, onde foi possivel recuperar 50 larvas em um Uunico pool
proveniente da zona zul de S&o Paulo. Ressaltamos que por meio deste
achado, foi possivel a confirmacdo desta espécie como mais uma nova

hospedeira de A.cantonensis, representando o primeiro relato para o Brasil.

Meghimatium pictum ocorre na india, Japdo e China e Indonésia, sua

introducdo no pais possivelmente se deu na década de 1990, e passou a ser
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relatada a partir do ano 2000 nos estados do Parana, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina (Gomes et al.,, 2011) em vinhedos, hortas privadas, areas
urbanas e em areas periféricas sob troncos caidos, pedras e lixo (Baronio et
al., 2014). No Parané foi encontrada também em areas de protecdo ambiental
coabitando com espécies nativas e com outros caracois terrestres introduzidos
que frequentemente s&o encontrados infectados com A.costaricensis e
A.cantonensis (Gomes et al., 2011). Embora ndo tenha sido demonstrado que
possa ser um hospedeiro intermediario no Brasil, Li et al.(2006) relatam
Meghimatium bicolor como hospedeira natural de A.cantonensis na Provincia
de Fujian, China. N&o foram encontrados espécimes infectados por larvas de
metaestrongilideos, porém foi feito o primeiro relato da ocorréncia de M. pictum
para 0s municipios de Sédo Lourenco e Séao Paulo.

Lamellaxis goodalli originaria da América Central, tendo a Jamaica
como localidade tipo, seu registro atual é para toda a América do Sul,
provavelmente introduzida no Brasil e em outras partes do mundo e em ilhas
menores como Havai, Cabo Verde, Santa Helena e Rodrigues (Simone,
2006). Neste estudo L. goodalli foi registrada somente para o bairro de Cidade
Tiradentes, onde também esteve implicada na investigacdo de caso
confirmado de meningite eosinofilica por A.cantonensis em uma criangca. A
analise em pool apresentou taxa de infeccdo de 50% permitindo a
recuperacdo de 88 larvas de A.cantonensis. Desta forma, foi feito o primeiro

relato da infeccéo natural da espécie para o Brasil.

Subulina octona, nativa da América Central possui a Republica
Dominicana como localidade tipo, com registro para toda América do Sul
(Simone, 2006). Foi encontrada naturalmente infectada por A.cantonensis nos
estados da Bahia, Espirito Santo, Para, Pernambuco e Sao Paulo (Caldeira et
al., 2007; Carvalho et al.,, 2012). Os espécimes analisados foram todos
provenientes do municipio de Bauru, ndo tendo sido reportada a infecgédo por

larvas de metastrongilideos.

As oito espécies exoticas identificadas neste estudo ja foram descritas
no pais. Destas, B. similaris, A. fulica e S. octona ja foram assinaladas no
Brasil como hospedeiras de A. cantonensis, sendo que para as duas

primeiras, a condicdo de espécie hospedeira para o helminto foi confirmada
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neste estudo. No entanto, D. laeve, R. decollata, L. flavus e L. goodalli foram ,
pela primeira vez encontradas no Brasil naturalmente infectadas por A.
cantonensis. M. pictum foi a Unica espécie deste grupo que ainda nédo foi

comprovada a infeccao natural por larvas deste parasito no pais.

Seis espécies nativas foram identificadas e corresponderam a 25,66%
do total estudadas, sendo quatro lesmas e dois caracdis. Dentre estas,
Sarasinula linguaeformis teve o maior numero de individuos coletados. Esta
lesma possui registro para a regido norte, nordeste, sul e sudeste do pais
(Thomé et al., 2006 e Simone, 2006). De acordo com dados da colecéo
cientifica do Museu de Zoologia da USP e Laboratério de Malacologia da
Sucen, para o estado de S&o Paulo, a espécie foi registrada em Itapira,
Osasco, Santa Isabel e Sdo Paulo (Ohlweiler et al.,2010a). Foi relacionada
como hospedeira intermediaria de A. costaricensis em Nova Itaberaba, Santa
Catarina (Laitano, 2001). No presente estudo, a espécie foi encontrada nos
municipios de Bauru, Pinhalzinho e Monte-Mor e S&o Paulo. A taxa de
infeccdo em pool foi de 35% para A.cantonensis em moluscos coletados na
zona sul e norte da cidade de Sao Paulo. O numero de larvas recuperadas
variou de uma a 400 larvas L3 por pool analisado. A espécie esteve
relacionada a uma investigacao de caso confirmado de meningoencefalite no
distrito do Jacana. Estes achados assinalam o primeiro registro de infeccéo

natural por A.cantonensis para S.lingaeformis no Brasil.

Belocaulus willibaldoi, a espécie foi descrita em 2009 tendo a localidade
tipo o bairro Parque Fernanda/Sao Paulo (Ohlweiler et al., 2009), porém para
o estado de Sao Paulo sua ocorréncia foi relatada nos municipios de Caieiras,
Guarulhos e Osasco. E citada ainda para os estados de Minas Gerais, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. Até a realizacdo deste estudo ndo havia o
registro da infeccdo por Angiostrongylus spp. para a espécie, porém era
tratada como hospedeira em potencial, devido ao relato de Belocaulus
angustipes infectada por A. costaricensis para o Rio Grande do Sul, nos
municipios de Santa Rosa e Trés de Maio (Rambo et al.,1997). B. willibaldoi
foi a segunda espécie nativa mais coletada neste estudo, tendo sido
encontrada nos municipios de Pinhalzinho e S&do Paulo. Todas as amostras

positivas para A. cantonensis foram coletadas no bairro Parque Fernanda,
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zona sul de S&o Paulo. A taxa de infecgao por pool foi de 29,41%, sendo que
a recuperacao de larvas variou de uma a 120 larvas. Com estes achados
B.willibaldoi foi implicada como nova espécie hospedeira de A.cantonensis no

Brasil, representando este o primeiro registro de sua infeccao.

Bulimulus tenuissimus possui registro no pais para os estados da Bahia,
Espirito Santo, Mato Grosso, Maranh&o, Para, Pernambuco, Rio de Janeiro e
Séo Paulo (Salgado e Coelho, 2003; Simone, 2006). Ocorre em diferentes
substratos naturais e antropicos, desde a base das plantas, e sobre o caule,
galhos e folhas, além de ser frequentemente encontrado em muros e paredes
de regibes periurbanas. A espécie é citada como hospedeira intermediaria do
trematédeo Postharmostomum spp., parasito de galinaceos, para Minas
Gerais (Thiengo e Amato, 1995). Os espécimes coletados foram provenientes,
em sua maioria, do municipio de Sdo Paulo, com ocorréncia também para o0s
municipios de Bauru, Mongagua e Monte Mor. A infec¢éo natural por larvas de
metaestrongilideos ainda ndo foi constatada para a espécie.

Prohappia besckei €é um microcaracol maladcofago arboricola, tendo
anteriormente sido registrada para os estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Santa Catariana (Simone, 2006) e mais recentemente foram
relatados para os estados da Bahia e Goias (Salvador et al.,2017). Nao havia
registro até o presente momento na literatura de sua importancia meédico-
veterinaria. Os exemplares analisados foram provenientes do bairro Cidade
Tiradentes, em Sao Paulo. Constitui outra espécie relacionada na investigacao
de caso confirmado de meningite eosinofilica por A.cantonensis em uma
crianca. A taxa de infeccdo para o helminto foi de 50% em analise por pool,
com recuperacdo de 160 larvas L3, constituindo-se no primeiro relato de

infecg@o natural no pais.

Phyllocaulis boraceinsis é considerada a maior lesma da familia
Veronicellidae, podendo alcancar mais de 20 cm de comprimento. Sua
ocorréncia é citada para Minas Gerais, Rio de Janeiro e Parana. A espécie
nunca foi encontrada naturalmente infectada por larvas de metastrongilideos.
Porém sua suscetibilidade a infeccdo por cepa de A.costaricensis foi testada e

comprovada experimentalmente (Bonetti e Graeff-Teixeira, 1998). Os
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exemplares provenientes de Sao Paulo ndo apresentaram infeccao por larvas
de metastrongilideos. Um exemplar coletado em Mongagua na residéncia de
casos suspeitos de meningoencefalite apresentou infeccdo por larvas de
Aelurostrongylus abstrusus. A taxa de infeccdo para espécie foi de 33,33%,
com recuperacdo de 10 larvas. Este achado amplia a lista de espécies

hospedeiras naturalmente infectadas por A.abstrusus para o Brasil.

Phyllocaulis variegatus foi descrita originalmente para o municipio de
Taubaté, Sado Paulo. Tém sua ocorréncia para o Brasil, nas regides sudeste e
sul. A espécie € tida como principal hospedeiro intermediario de
A.costaricensis no Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Graeff-Teixeira et al.,
1989, Rambo et al., 1997 e Maurer et al.,2002). Neste estudo os exemplares
analisados foram provenientes dos municipios de Sdo Paulo e
Itaguaquecetuba. A analise de um (nico espécime de P. variegatus
encaminhado de Itaquaquecetuba permitiu o isolamento de 120 larvas de
Angiostrongylus cantonensis. Tal achado permitiu o primeiro registro da

infeccdo natural em P.variegatus por A.cantonensis no Brasil.

Leptinaria concentrica ocorre nos estados de Mato Grosso, Parana,
Santa Catarina e Sao Paulo (Simone, 2006), sem registro de infec¢cdo natural
por larvas de metastrongilideos. No presente estudo foi coletado um exemplar
de L. concentrica no bairro do Jacand, S&o Paulo na residéncia de caso
confirmado de meningoencefalite, onde foi recuperada uma larva de
A.cantonensis, sendo também o primeiro registro de infeccdo natural pelo

parasito no Brasil.

Das sete espécies nativas coletadas, nenhuma havia sido implicada
como hospedeira intermediaria de A. cantonensis. Neste estudo, S.
linguaeformis, B. willibaldoi, P. besckei, P. variegatus e L. concentrica foram
descritas pela primeira vez portando larvas de A. cantonensis. P. boraceiensis
também teve seu primeiro relato de infeccdo natural por A. abstrusus. B.
tenuissimus foi a Unica espécie do grupo que ainda ndo foi comprovada a

infec¢@o natural por metastrongilideos.

Pouca importancia tem sido dada as caracteristicas morfologicas das

larvas de metastrongilideos isoladas de hospedeiros definitivo e intermediario,
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e sua aplicacdo no diagnéstico diferencial entre as espécies do grupo. Ash,
1970 estabeleceu parametros morfométricos para identificar
larvas L3 de metastrongilideos de quatro espécies de interesse médico
veterinario, concluindo que as caracteristica morfolégica, quando analisadas
isoladamente, ndo seriam um critério seguro para o diagndéstico. No entanto,
demonstrou que a morfologia da cauda poderia ser usada na diferenciacao

das espécies estudadas.

Rocco, (2007) utilizou os parametros preconizados por Ash (1970) na
diferenciacéo de larvas L3 de metastrongilideos isoladas de A. fulica coletadas
em diferentes regibes do estado de S&o Paulo. Por meio de analises
multivariadas de componente principal e de discriminante canonica, foi
comparado os isolados com o de referéncia da espécie A. costaricensis.
Apesar dos parametros morfométricos estudados pelo autor ndo permitir a
determinacao de espécies do género Angiostrongylus, foi possivel agrupa-los

por semelhanca e discrimina-los em relacdo ao isolado de referéncia.

Baseado no estudo de Rocco (2007) procurou-se fazer a andlise
comparativa entre os parametros morfométricas de 30 larvas L3 de dois
isolados de referéncias: Angiostrongylus cantonensis e Angiostrongylus
costaricensis, e posteriormente entre os 36 isolados naturais obtidos. Em 31
deles foi possivel realizar todas as medidas das variaveis morfolégicas das
larvas L3 descritas por Ash (1970) e compara-las com os isolados de

referéncia.

A analise comparativa entre as medidas dos isolados de referéncia
demonstrou serem estatisticamente diferentes. Assim como apontado por
Rocco (2007) foi observado que as variaveis CTC (p<0,001) e DAC (p<0,001)
sdo uteis para distinguir larvas L3 das espécies A.cantonensis e
A.costaricensis, porém foi observado que as medidas L (p<0,001), CE
(p<0,001), DPG (p=0,004) e PG (p=0,002) também apresentam poder
discriminatorio, sendo que somente DPE (p=0,355) demonstrou similaridade

entre estes isolados.

Além dos parametros morfométricos ja descritos, o formato da
cauda, como ja reportado, € de grande importancia taxondmica para larvas

de metastrongilideos. Esta caracteristica associada ao es6fago do tipo
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claviforme define isolados larvarios da superfamilia Metastrongyloidea.
Segundo Ash (1970), a cauda com entalhe subterminal dorsal terminando em
ponta fina ou digitiforme é caracteristica, respectivamente, das espécies A.
cantonensis e A. vasorum. O mesmo autor comparou, ainda, as caudas de
outros metastrongilideos de importancia veterinaria, Aelurostrongylus
abstrusus, cuja cauda termina em ponta romba (quindbio) e Anafilarioides
rostratus, cuja cauda termina em ponta fina, mas com proeminente serrilhado
na porcdo ventral da mesma. Morera (1973) na redescricdo do ciclo de vida
de A.costaricensis mostrou que a larva L3 deste parasito também apresenta

cauda com ponta fina.

No presente estudo as larvas identificadas como metastrongilideos
puderam ser classificadas em grupos com trés morfotipos de caudas: 423
larvas com cauda curta e pontiaguda, sugestiva de Angiostrongylus
cantonensis (Ash, 1970 ; Thiengo et al., 2010 e Moreira et al., 2013); 94 larvas
com cauda com a presenca do quinébio (botdo) na porcdo terminal,
caracteristica de Aelurostrongylus abstrusus (Ash, 1970; Thiengo et al., 2008;
Ohlweiler et al., 2010b e Andrade-Porto et al., 2012) e 51 larvas com cauda
cOnica retorcida que nao foram identificadas, podendo se tratar de outras
espécies de metastrongilideo de menor ocorréncia.

Para avaliar as semelhancas morfologicas entre isolados das infeccGes
naturais de 31 grupos, com os de referéncias (A.cantonensis e A.costaricensis),
foram utilizadas medidas referentes aos parametros ja citados, aplicando o
principio da taxonomia numérica, que foi denominado neste estudo como
andlise por escore. Trata-se de processo simples em que foi atribuido valor “1”
para os parametros coincidentes e “0” para os nao coincidentes, permitindo
agrupar os isolados conforme percentual de similaridade. Uma planilha
dindmica em Programa Excel facilitou a composicdo da matriz binaria e o
calculo das similaridades. Dos 24 grupos de larvas com caracteristicas
sugestivas do género Angiostrongylus, quando aplicada a analise por escore,
estes apresentaram maiores indices de similaridade com o isolado de
referéncia de A.cantonensis. Complementarmente, a analise estatistica,
segundo o teste de Kruskal-Wallis, indicou que as comparacdes entre 0s

isolados ambientais e os de referéncia foram significantes (p<0,001). Do total

93



de grupos classificados preliminarmente como pertencentes ao género
Angiostrongylus, 75% apresentaram maiores indices de similaridade (85 % a
98%) com a cepa de referéncia de A.cantonensis. Posteriormente, foi possivel
comprovar o diagnoéstico especifico de A.cantonensis em 20 destes isolados
por meio de biologia molecular. A analise por escore apresentou aplicabilidade
diagnostica, uma vez foi possivel a separacdo entre os grupos de larvas,
representando uma ferramenta de baixo custo e complementar a vigilancia das
angiostrongiliases.

Dentre as amostras ambientais associadas a roedores foi possivel a
captura de roedores ou andlise de fezes coletadas no ambiente em trés bairros
da cidade de S&o Paulo: Parque Fernanda, Jacana, e Cidade Tiradentes. A
partir da captura de quatro roedores no Parque Fernanda, zona sul de S&o
Paulo em 2011, foi possivel a constatacao da infeccdo por nematédeos adultos
em dois Rattus norvegicus. Os roedores apresentaram lesées com ovos e
larvas nos pulmdes, além da liberacdo de larvas L1 nas fezes. Foram
recuperados 22 vermes adultos que ap6s as andlises morfologicas e
morfométricas foram identificados como sendo A.cantonensis. Foi procedido o
isolamento do parasito em Biomphalaria glabrata a partir da infeccdo com
larvas L1 obtidas das fezes de um roedor naturalmente infectados. Larvas L3
foram recuperadas dos tecidos dos moluscos apos 45 dias infecgcdo. Com a
infeccdo experimental em ratos Wistar foi possivel manter o ciclo de vida do
parasito em laboratério, constituindo-se no isolado de referéncia.

Em relacdo as andlises de fezes de roedores coletados em 2013 no
bairro do Jacanéa de Rattus spp. ambas foram negativas. Em 2015, das nove
amostras encaminhadas do bairro Cidade Tiradentes para analise duas
amostras de fezes de Rattus norvegicus foram positivas para larvas L1 de
nematodeo, porém estas estavam mal preservadas e foram utilizadas para
identificacdo por meio de biologia molecular. Desta forma por meio destes
achados foi possivel o primeiro relato da infeccdo natural por A.cantonensis
em Rattus norvegicus no municipio de Sao Paulo. Permitindo o registro da
ampliacdo geografica de hospedeiros definitivos do parasito, pois no Brasil ha
o relato recente da infeccdo pelo nematdédeo para os municipios de Belém-
Para, Sdo Goncalo-Rio de Janeiro, e Porto Alegre-Rio Grande do Sul (Moreira
et al.,2013; Cognato et al.,, 2013 , Simdes et al., 2014), havendo ainda o
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registro da infec¢do natural por A.cantonensis em Rattus rattus no municipio
de Belém-Para.

Estes dados reforcam a necessidade da investigacdo de novas areas de
risco de infeccdo pelo parasito, pois em estudo realizado no municipio de Séo
Paulo por Masi et al, 2009 foi relatado a infestacao de roedores em todas as 31
Subprefeituras do municipio. Em todas as &reas infestadas por roedores foi
encontrada uma correlagcdo positiva com presenca de mato alto, terrenos
baldios e deposicéo de lixo, situacdo que também pode favorecer a presenca e
proliferacdo de moluscos terrestres passiveis de se infectar por A.cantonensis
ou por outros metastrongilideos, conforme estudo realizado na Baixada
Santista (Guerino, 2014).

O uso de roedores como modelos experimentais tem sido utilizado na
elucidacdo de ciclo de metastrongilideos (Youssif e Ibraim, 1978 e Ishii et
al.,1980). No presente estudo esta ferramenta foi importante para
recuperacdo de vermes a partir da infeccdo em dez grupos de roedores
(hamsters ou ratos Wistar), com larvas de moluscos encontrados
naturalmente infectados (P. variegatus, S. linguaeformis, A. fulica,
B.willibaldoi, R. decollata, D laeve e L. goodalli). Nas infeccbes em hamsters
com mais de cinco larvas, o0s parasitos jovens foram recuperados
exclusivamente no SNC e causando o 0Obito dos animais, ainda no periodo
pré-patente da infeccdo. No entanto, com numero reduzido (com menos de
cinco larvas), a infeccdo tornava-se patente, com a recuperacao de vermes
adultos nos pulmdes.

Os dados encontrados nesta analise foram condizentes com os achados
por Martin et al. (1983) que relatam que infeccdes em hamsters com mais de
seis larvas de A. cantonensis séo letais para estes animais com média de
vida de 30,3 dias apos infeccao. Neste estudo foi possivel observar que nas
infeccbes em que foram utilizadas de 13 a 20 larvas de A.cantonensis, 0s
roedores sobreviveram de 17 a 30 dias e resultou na recuperagéo de cinco a
16 vermes; somente em dois grupos infectados com cinco larvas os animais
sobreviveram 39 dias e cinco vermes foram recuperados no pulméo havendo
deposicdo de ovos nao embrionados no tecido pulmonar. Dadas as

caracteristicas, o0 modelo ndo foi adequado para a manutencéo do ciclo do
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parasito, porém oferece informacéo importante em relacdo ao comportamento
biolégico, uma vez que demonstra o tropismo ao sistema nervoso central.

Nos trés grupos de ratos Wistar infectados, a recuperacdo de vermes
adultos se deu nas artérias pulmonares ou coronarias, as reacoes observadas
decorrente da infeccdo foram lesGes pulmonares causadas pela deposicao de
ovos embrionados e larvas, ndo tendo sido notado alteracées no
comportamento dos roedores. O numero de larvas utilizadas para infectar os
ratos foi de 15 a 30 larvas. Youssif e Ibraim (1978) relatam que roedores do
género Rattus podem suportar cargas de infeccdo de até 100 larvas L3 de
A.cantonensis sem comprometimento de suas funcdes vitais. Estudo
realizado por Thiengo et al., 2010 relatou a infeccdo de 30 roedores com
cargas de 100 larvas L3 extraidas de A.fulica coletadas em Olinda, permitindo
a recuperacao de vermes no cérebro e artérias pulmonares no intervalo de 30
a 120 dias. No presente estudo o tempo de infeccéo variou de 45 a 77 dias,
tendo sido constatado a partir do 42° dia a liberacéo de larvas L1 nas fezes. A
analise morfologica dos vermes adultos obtidos foram semelhantes aos
encontrados por Maldonado et al., 2010; Thiengo et al ., 2010 ; Moreira et al.,
2013, Cognato et al., 2013 para A.cantonensis isolados nas regides Norte,
Nordeste e Sul do Brasil.

Os valores morfométricos dos vermes isolados das infeccdes
experimentais foram, para os machos de 20,01 a 22,75mm e para as fémeas
de 25,36- 35,07mm. De acordo com a literatura é possivel observar uma
variacdo no tamanho dos vermes adultos de acordo com a regido geografica
e 0s hospedeiros envolvidos. Na descricdo da espécie por Chen, 1935
(Pulmonema cantonensis) ao analisar os vermes (n= 6) de cada sexo, para 0s
machos registrou tamanhos de 15,7-19mm e para fémeas 21-25,mm . Em
estudos realizados no Brasil, a partir da infeccdo natural em roedores ou
recuperacdo experimental de A.cantonensis encontraram-se valores
morfométricos para machos de 15,39- 24,9mm e para fémeas 18,83-
36,67mm (Maldonado et al., 2010; Thiengo et al., 2010 ; Moreira et al., 2013 ,
Cognato et al., 2013, Monte et al., 2014).

No Brasil Caldeira et al. (2003) desenvolveram ferramenta diagndéstica

a partir de técnica de PCR-RFLP para diferenciacdo entre A. costaricensis, A.

cantonensis e A. vasorum. As regides ITS2 e citocromo oxidase | de mtDNA
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foram amplificadas, seguida pela digestdo dos fragmentos com as enzimas de
restricdo Rsal e Clal que exibiram os perfis mais discriminantes para a
diferenciacdo das regides COIl do mtDNA e ITS2 do rDNA das espécies

analisadas.

No laboratério de biologia molecular do Centro de Parasitologia e
Micologia do IAL foi implantado método de biologia molecular a partir do
protocolo adaptado (Caldeira et al., 2003) por PCR convencional utilizado
para realizar analises de larvas e vermes obtidos de amostras ambientais de
moluscos e roedores. A analise molecular foi uma importante ferramenta para
confirmar os isolamentos biol6gicos em moluscos terrestres e roedores (larvas

e vermes) como sendo de A.cantonensis.

A PCR confirmou o diagndstico por Angiostrongylus cantonensis em
dois roedores coletados na zona sul de Sdo Paulo, e em um verme jovem
(IG9) coletado no cérebro de hamster infectado experimentalmente com larvas
extraidas de B.willibaldoi. A partir de larvas L3 extraidas de P.variegatus de
Itaquaquecetuba foi possivel a recuperacdo de vermes adultos e larvas L1
apos inoculacdo em ratos Wistar, a analise molecular dessas amostras foi
compativel com DNA de cepa de referéncia de A.cantonensis. Amostras de
larvas L1 ressecadas de fezes de R.norvegicus do bairro Cidade Tiradentes
foram confirmadas por meio de biologia molecular como sendo de

A.cantonensis.

Desta forma estudos moleculares tem sido importantes para
elucidar a introducéo recente de A.cantonensis no Brasil. Caldeira et al. (2007)
por meio de PCR—-RFLP pdde constatar a infec¢do por A.cantonensis em pool
de larvas L3 extraidas de moluscos terrestres de Cariacica-ES (Achatina
fulica, Sarasinula marginata, Subulina octona e Bradybaena similaris) e de
pool de larvas L1 extraidas de fezes de R.norvegicus. Pelo mesmo método
molecular Carvalho et al. ( 2012) constataram a infecgdo por A.cantonensis
nos seguintes moluscos terrestres ( A.fulica, B.similaris, S.marginata e
S.octona) a partir de areas portuarias de diferentes regibes do Brasil.
Guerino et al. (2017) utilizaram a PCR-RFLP e analises morfométricas na
identificag8o de larvas de A.cantonensis em A.fulica nos nove municipios da

Baixada Santista. Atualmente, foi desenvolvido PCR-RT baseado na
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amplificacdo da regido ITS1 com sensibilidade capaz de detectar DNA de
menos de uma larva de A.cantonensis em tecidos de moluscos (Qvarnstrom et
al., 2010).

A partir de sua distribuig&o original, no leste asiatico, A. cantonensis
espalhou-se ao longo de muitas regides tropicais e subtropicais do mundo
inteiro durante a Segunda Guerra mundial. Esta rapida expansao geografica
coincidiu com a globalizacdo e, provavelmente, foi facilitada pelo transporte
nao intencional de hospedeiros infectados em navios e avibes (Kliks e
Palumbo, 1992). Quando introduzido em uma nova area o parasita pode
estabelecer-se facilmente na fauna local por infectar uma variedade de

hospedeiros sejam eles intermediarios, paraténicos ou definitivos.

No Brasil desde a confirmacdo da introducdo de A.cantonensis as
seguintes espécies de moluscos terrestres foram encontradas naturalmente
infectadas: A.fulica, Bradybaena similaris, Sarasinula marginata, e Subulina
octona e um molusco limnico, Pomacea lineata. As andlises realizadas
permitiram o registro da infec¢do natural em nove novas espécies encontradas
em diferentes regides do Brasil: Belocaulus willibaldoi, Deroceras laeve,
Limacus flavus, Lamellaxis goodalli, Leptinaria concentrica, Prohappia besckei,
Phyllocaulis variegatus, Rumina decollata e Sarasinula linguaeformis. Tendo
sido ainda constatada a infeccédo natural por A.cantonensis em Achatina fulica
e Bradybaena similaris. Além do relato da infecgdo por Aelurostrongylus
abstrusus em A.fulica e P.boraceinsis.

Ao contrario da populacdo asiatica, os habitos alimentares dos
brasileiros ndo inclui o consumo de moluscos, caracéis ou peixes crus. No
entanto, criancas, pessoas com transtornos mentais, manipuladores de
alimentos, pescadores e jardineiros representam grupos de risco. E de vital
importancia controlar as populacdes de moluscos e roedores e a relacéo
destes com 0 meio ambiente. A ampla difusdo da A. fulica e a diversidade de
hospedeiros intermediarios e definitivos de A. cantonensis no Brasil, representa
um grande desafio para o controle efetivo da doenca.

Portanto, espera-se que os resultados apresentados possam contribuir

para o0 estabelecimento de politicas publicas voltadas as vigilancias e ao
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planejamento de acdes preventivas destinadas a limitar a propagacdo dos

hospedeiros definitivos e intermediarios de A. cantonensis no Brasil.
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7. CONCLUSOES

Foi possivel desenvolver estudo prospectivo para avaliar a infeccéo
natural de metaestrongilideos a partir da demanda espontanea ou busca
ativa de moluscos de 15 municipios do estado de Sao Paulo. Foi
possivel a investigacdo da infec¢cdo em roedores por A. cantonensis em

duas regides da cidade de S&o Paulo.

Foram identificadas 15 espécies de moluscos terrestres de areas
urbanas do estado de Sao Paulo, tendo sido constatada a infec¢do por
larvas de metastrongilideos em 12 espécies. Aelurostrongylus
abstrusus foi encontrado infectando A.fulica em Bauru e A.fulica e
Phyllocaulis boraceinsis no municipio de Mongagua. A infeccao natural
por larvas de A.cantonensis foi constatada em 11 hospedeiros
intermediarios: Achatina fulica, Belocaulus willibaldoi, Bradybaena
similaris, Deroceras laeve, Leptinaria concentrica, Limacus flavus,
Lamellaxis goodalli, Prohappia besckei, Phyllocaulis variegatus,

Rumina decollata e Sarasinula linguaeformis.

Dentre oito espécies exoticas identificadas, B. similaris, A. fulica
tiveram confirmacdo da condicdo de espécie hospedeira para
A.cantonensis. As espécies, D. laeve, R. decollata, L. flavus e L.
goodalli foram aqui, pela primeira vez, relatadas como hospedeiras
intermediarias deste helminto.

Das sete espécies nativas coletadas, S. linguaeformis, B. willibaldoi, P.
besckei, P. variegatus e L. concentrica foram descritas pela primeira
vez portando larvas de A. cantonensis. P. boraceiensis também teve
seu primeiro relato de infeccao natural por A. abstrusus.

A metodologia empregada foi eficiente na obtencdo de larvas de
nematdides a partir dos moluscos analisados, sendo isolados trés tipos
de larvas de metaestrongilideos conforme morfologia da cauda, tendo
sido obtidos 36 isolados infectando moluscos nos municipios de
Bauru, Itaquaquecetuba, Mongagua e S&o Paulo. As analises

morfobiologicas e morfométricas das larvas extraidas de moluscos
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guando comparadas com isolados de referéncias de larvas L3 de
A.costaricensis e A.cantonensis por andlise de escore indicou maior
similaridade em 24 grupos com A.cantonensis. A analise molecular
(PCR) indicou a positividade em 20 isolados de moluscos por
A.cantonensis. Foram feitos isolamentos em modelos experimentais a
partir de 10 cujos vermes jovens e/ou adultos recuperados

apresentaram morfologia compativel com A.cantonensis.

A biocenose de moluscos infectados e Rattus norvegicus por A.
cantonensis pode ser constatada em area urbana da zona sul de Séo
Paulo, onde foi possivel o isolamento de A.cantonensis em laboratorio

a partir de repiques sucessivos em B.glabrata e em ratos Wistar.

A investigacdo de oito casos suspeitos de angiostrongiliase
eosinofilica no estado de Sdo Paulo encontrou a infeccdo natural em
duas espécies de moluscos (S.linguaeformis e L.concentrica no bairro
do Jacand em S&o Paulo; sendo também possivel a constatacdo de
biocenose de moluscos infectados (Deroceras laeve, Prohappia
besckei e Lamellaxis goodalli) e Rattus norvegicus no bairro Cidade
Tiradentes, na zona leste de Sao Paulo no peridomicilio de residéncia
caso de uma crianca com quadro de angiostrongiliase eosinofilica e
ocular.

Estas ocorréncias levaram a sistematizacdo das a¢6es envolvendo o
Laboratério de Saude Publica e as Vigilancias, visando a resposta
rapida do diagndstico laboratorial, imediata notificacdo de casos e a

investigacdo malacoldgica e de roedores.
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ANEXO 3
Modelo de planilha de analise de escore de isolado natural com
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ANEXO 4

Parecer de comissao de ética no uso de animais

V— —
— . SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
k. AR RARHE COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGCAS
! | RENInE INSTITUTO ADOLFO LUTZ J INSTITUTO PASTEUR
AL COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

1N U Alel o LY

Sao Paulo, 28 de agosto de 2012,
Parecer CEUA-IAL/Pasteur n® 0472012
Prezada Senhora,

Vimes polo  presente informar que © projelo de  pesquisa
“Ecoepidomiclogia o Diagnéstico Laberatorial das Angiostrogiliasis ", sob coordenagdo
do Dr. Pedre Luiz da Silvo Pinto e da Dra Vera Lucia Pereira Chioccola, foi considerado
APROVADO, podendo ser realizado conforme procedimentos delingados apresentades o esta
Comissdo

Os contieoimentos sobre as infecgdes causadas por metastronglideos
no Brasi sho peuco difundidos e muito restntos, sendo necessario estabelecer diagnosticos
clinicos e laboratorniais mais prec:sos

Vale ressaltar que o emprego que a melodologia descrita no estudo
para o isolamenlo de parasitas @ reconhecidamente ullizada em diversos outros laboratonios e
os modelos ulilizados sao adequados & metodologia, além da equipe possuir larga expendancia
no usa de animais o 4

Informamos que devem ser encaminhados relatérios & CEUA a cada 6
{scis) meses, no intuito de acempanhar os procedimentos replizados sequndo 0s aspecios
aveos e encaminhar ao Censelho Nacional de Cantrole de Expenimentagdo Animal — CONCEA,
conlorme a Lei Federal 11,794 de 8 de cutubro de 2008

Stordenador
CEUA-ALIPasteur

limos. Srs.

Dr. Pedro Luiz da Silva Pinto

Dra. Vera Lucia Pereita Chioccola
Pesquisadores Cientificos

Centro de Parasilologia e Micclogia
Instituto Adolio Lutz

AAa Enderego: Avenda Doutor Arnaido, n® 355
o 10* Andar = Salas 10191020 - Cergueira César
S0 Paulo - SP - CEP: 01246-002
Tel: (11) 3068-2881 - o-mail counEsal sp gov.br
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ANEXOS 5-15

ANEXO 5

Tabelas com dados morfométricos dos isolados naturais em
moluscos terrestres de diferentes regides do estado de Sao Paulo

Tabela 1. Morfometria das larvas L3 isoladas de Belocaulus willibaldoi do
Parque Fernanda- S&o Paulo em janeiro de 2011.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis | um + DP variagao
CTC [421,19 24,86 377,73-461,05
L 22,38 1,62 18,04-25,96
Angiostrongylus CE 153,88 10,66 135,30-173,21
IG3 spp. 30 DPE 75,15 7,34 58,12-93,03
DAC 32,93 2,63 28,31-39,08
DPG 149,22 11,25 125,20-171,64
PG 11,56 1,61 8,68-15,71

Tabela 2. Morfometria das larvas L3 isoladas de Phyllocaulis variegatus
proveniente do municipio de Iltaguaquecetuba - S&o Paulo em julho de 2012.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis um + DP variacao
CTC 456,35 21,21 397,77-497,58
L 25,74 1,39 22,86-29,06
CE 163,66 9,49 139,22-179,07
IG4 | Angiostrongylus spp. 28 DPE 82,15 8,17 66,60-95,58
DAC 39,58 3,06 34,81-45,11
DPG 163,25 21,03 116,99-199,78
PG 12,83 2,39 9,45-18,91

Tabela 3. Morfometria das larvas L3 isoladas de Sarasinula linguaeformis
proveniente do bairro do Jagana-Sao Paulo em mar¢o de 2013.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis um + DP variacao
CTC 410,02 14,79 383,12-432,69
L 23,80 1,58 21,14-28,61
CE 153,76 7,41 139,60-167,78
IG5 | Angiostrongylus spp. 30 DPE 81,56 3,61 74,19-88,68
DAC 35,42 2,76 29,44-42,23
DPG 140,26 7,63 124,48-155,32
PG 13,45 2,34 9,48-19,47
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ANEXO 6

Tabela 4. Morfometria das larvas L3 isoladas de Sarasinula linguaeformis
proveniente do bairro do Parque Fernanda-Sao Paulo em marc¢o de 2010.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis pm + DP variacao
CTC 455,17 28,06 401,65-501,79
L 25,47 4,92 20,67-38,76
CE 164,94 11,86 139,65-185,50
IG6 | Angiostrongylus spp. 18 DPE 91,18 5,78 79,35-100,33
DAC 36,79 4,04 30,89-43,91
DPG 160,03 13,29 139,90-183,61
PG 11,99 2,58 8,46-18,10
Tabela 5. Morfometria das larvas L3 isoladas de Sarasinula linguaeformis
proveniente do bairro do Parque Fernanda-Sao Paulo em dezembro de 2010.
Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis um + DP variacao
CTC 480,19 22,16 | 455,06-516,74
L 28,37 3,38 24,04-36,14
. CE 169,99 6,22 159,28-180,29
IG7 A”g'ozggngylus 14 DPE 94,83 | 543 | 88,71-106,29
' DAC 38,80 2,34 36,07-42,89
DPG 172,58 6,01 166,00-184,53
PG 13,61 2,46 8,84-17,21

Tabela 6 Morfometria das larvas L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
bairro de Campo Grande-S&o Paulo em fevereiro de 2013.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis um + DP variacao

CTC 397,76 30,13 | 366,54-437,97

L 21,33 1,37 19,62-22,93
. CE 159,45 15,31 140,72-177,88

IG8 Ang'ozggngylus 4 DPE 7457 | 7,73 | 70,27-86,13

' DAC 33,41 2,55 29,88-35,90
DPG 142,14 7,47 131,95-149,78

PG 11,17 1,93 9,56-13,72
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Tabela 7. Morfometria das

ANEXO 7

larvas L3

isoladas de Belocaulus willibaldoi

proveniente do bairro Parque Fernanda-Sao Paulo em fevereiro de 2011.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis um + DP variagao

CTC 429,98 27,83 | 350,26-462,81

L 24,55 2,08 21,31-29,21
. CE 156,30 11,78 | 127,81-176,42

1G9 A”g'ozggngylus 27 DPE 7721 | 530 | 68,64-90,55

' DAC 34,07 2,70 26,41-38,21
DPG 153,48 10,29 | 123,87-167,42

PG 12,03 1,88 8,13-15,91

Tabela 8. Morfometria das larvas L3 isoladas de Limacus flavus proveniente do
bairro Parque Fernanda-Sao Paulo em marco de 2010.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) | Variaveis| pum + DP variagao
CTC |422,05| 20,11 376,09-451,69
L 23,38 1,87 21,46-29,80
CE 153,39 7,95 134,02-165,50
IG10 | Angiostrongylus spp. 30 DPE 82,94 5,37 73,51-92,22
DAC 36,63 2,47 32,29-42,10
DPG 153,58 | 10,23 116,30-172,34
PG 13,68 1,77 10,22-19,13

Tabela 9. Morfometria das larvas L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
bairro da Freguesia do O - S&o Paulo em setembro de 2013.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) |Varidveis| pm + DP variacao
CTC 387,58 16,83 353,76-415,63
L 21,74 1,06 19,73-24,25
CE 143,41 6,94 133,56-156,64
IG11 | Angiostrongylus spp. 30 DPE 68,26 4,88 56,36-81,76
DAC 32,24 2,41 28,56-38,57
DPG 137,09 9,00 105,15-148,57
PG 11,05 1,54 7,51-14,03
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ANEXO 8

Tabela 10. Morfometria das larvas L3 isoladas de Sarasinula linguaeformis
proveniente do bairro Parque Fernanda - Sdo Paulo em setembro de 2013.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) |Varidveis| pm + DP variacao
CTC 479,96 25,77 432,67-518,21
L 26,14 1,87 24,13-29,50
CE 171,62 16,12 150,61-205,60
IG15 | Angiostrongylus spp. 10 DPE 93,10 6,46 79,99-98,43
DAC 37,78 3,23 33,22-42,13
DPG 172,19 11,09 158,79-194,43
PG 12,51 2,35 10,67-17,73

Tabela 11. Morfometria das larvas L3 isoladas de Sarasinula linguaeformis
proveniente do bairro Parque Fernanda - Sdo Paulo em janeiro de 2009.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) | Variaveis gm + DP variacao
CTC 377,56 581 | 369,05-385,29
L 19,57 0,90 18,27-20,49
. CE 140,13 9,28 | 126,03-152,55
IG16 A”g'ozggngylus 6 DPE 7422 | 352 70,68-79,67
' DAC 29,97 1,65 26,97-31,82
DPG 130,25 7,02 | 120,35-138,80
PG 10,88 0,76 10,14-12,11

Tabela 12. Morfometria das larvas L3 isoladas de Sarasinula linguaeformis
proveniente do bairro Parque Fernanda - Sdo Paulo em janeiro de 2011.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis um + DP variacao
CTC 435,51 | 21,22 | 376,82-465,96
L 29,06 2,79 24,59-34,78
. CE 167,02 7,03 153,58-178,34
IG17 Ang'ozggngylus 17 DPE 82,43 | 4,46 | 72,97-87,47
' DAC 35,81 2,37 30,00-39,60
DPG 157,78 | 10,06 | 130,80-172,36
PG 12,06 1,60 10,00-16,52
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Tabela 13. Morfometria de larva L3 isolada de Sarasinula linguaeformis
proveniente do bairro Parque Fernanda - S&o Paulo em dezembro de 2008.

Larvas Valor em Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis pm + DP variacao

CTC 515,75 -
L 22,55 -
. CE 191,94 -
IG18 Angloztrongylus 1 DPE 98.05 i
PR DAC 43,85 -
DPG 182,91 -
PG 19,83 -

Tabela 14. Morfometria das larvas L3 isoladas de Achatina fulica proveniente
do bairro da Freguesia do O - S&o Paulo em setembro de 2013.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) Variaveis pm + DP variacao
CTC 402,82 | 33,59 | 338,22-456,41
L 23,20 1,61 20,15-26,10
. CE 149,67 11,09 129,94-168,48
IG19 A”g'ozggngylus 22 DPE 7282 | 889 | 57,41-91,50
' DAC 2959 | 3,48 24,13-34,88
DPG 138,59 17,18 98,58-164,50
PG 11,88 1,86 9,75-16,31

Tabela 15. Morfometria de larvas L3 isoladas de Rumina decollata proveniente
do bairro Parque Fernanda- Sao Paulo em setembro de 2009.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita| (n) Variaveis um + DP Variacao
CTC 436,68 | 44,94 394,13-524,03
L 28,07 3,30 25,83-35,21
. CE 167,10 17,71 137,35-186,84
1G20 Ang'ozggngy'us 7 DPE 8537 | 7.79 | 78,42-99.21
. DAC 37,51 3,35 34,13-43,05
DPG 163,21 13,21 145,01-179,61
PG 13,92 2,44 11,30-17,56
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Tabela 16. Morfometria de larvas L3 isoladas de Deroceras laeve proveniente
do Parque Fernanda- Sao Paulo em setembro de 2009.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita | (n) Variaveis pum + DP |variagdo
CTC 518,49 4,29 515,46-521,52
L 29,38 1,52 28,30-30,45
: CE 184,53 0,37 184,27-184,79
1G21 Ang'ozgg”gylus 2 DPE 101,39 | 1,52 | 100,31-102,46
' DAC 43,81 0,57 43,41-44,21
DPG 196,64 4,32 193,58-199,69
PG 11,27 0,77 10,72-11,81

Tabela 17. Morfometria de larva L3 isoladas de Leptinaria concentrica
proveniente do bairro do Jacana - Sdo Paulo em marc¢o de 2013.

Larvas Valor Intervalo de

Grupo | Espécie suspeita| (n) Variaveis pm + DP variacao
CTC 381,41 - -
L 18,68 - -
. CE 147,96 - -
1G24 ?gglostrongylus 1 DPE 68.97 - i
DAC 32,31 - -
DPG 139,33 - -
PG 11,73 - -

Tabela 18. Morfometria de larva L2 isoladas de Belocaulus willibaldoi

proveniente do bairro do Jardim Amalia - Sdo Paulo em marco de 2013.

Larvas Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita| (n) Variaveis | Valorym | *=DP variacao

CTC 549,42 - -
L 29,39 - -
Angiostrongylus CE 203,78 - -
1G25 spp. 1 DPE 107,78 - -
DAC 46,19 - -
DPG 209,14 - -
PG 14,00 - -
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Tabela 19. Morfometria de larva L3 isoladas de Rumina decollata proveniente

do bairro do Jardim Amalia - Sdo Paulo em abril de 2013.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita | (n) Variaveis pum + DP variagao
CTC 407,05 15,18 | 383,60-431,97
L 23,00 0,70 22,08-24,50
Angiostrongylus CE 157,72 7,79 140,26-166,26
1G27 spp. 10 DPE 76,77 5,79 66,93-85,89
DAC 33,03 1,44 31,31-35,09
DPG 146,55 7,07 137,49-156,67
PG 11,54 1,16 9,64-13,36

Tabela 20. Morfometria de larva L3 isoladas de Rumina decollata proveniente

do bairro do Jardim Amalia - Sdo Paulo em abril de 2013.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) | Variaveis pgm + DP Variacdo
CTC 399,19 51,06 339,08-469,93
L 22,98 2,18 20,41-26,42
Angiostrongylus CE 155,99 9,04 145,04-166,19
1G28 spp. 5 DPE 70,21 2,57 65,85-72,68
DAC 32,37 4,06 28,43-37,90
DPG 141,66 17,73 121,03-160,20
PG 11,37 1,42 10,02-12,95

Tabela 21. Morfometria de

larva

L3 isoladas de Bradybaena similaris

proveniente do bairro Parque Fernanda - Sdo Paulo em janeiro de 2011.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) | Variaveis um + DP variacao
CTC 471,76 14,26 457,45-485,96
L 26,09 1,05 25,06-27,15
. CE 167,61 12,81 156,96-181,82
1G29 Ang'ozggngy'us 3 DPE | 7926 | 0,91 78,36-80,18
' DAC 33,27 2,12 31,46-35,60
DPG 162,35 30,17 132,63-192,96
PG 11,23 2,72 8,14-13,26

126



ANEXO 12

Tabela 22. Morfometria de larva L3 isoladas de Deroceras laeve proveniente
do bairro Cidade Tiradentes - S&o Paulo em setembro de 2015.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) | Variaveis pm + DP variacao
CTC 481,90 14,95 444.67-517,48
L 26,72 2,70 23,01-31,77
. CE 182,06 8,03 172,32-207,73
1G30 Ang'ozggngy'us 30 DPE | 94,72 542 | 79,23-102,95
. DAC 42,08 2,53 38,32-50,39
DPG 175,26 9,50 160,17-190,24
PG 15,68 1,85 10,70-20,14

Tabela 23. Morfometria de larva L3 isoladas de Lamellaxis goodalli proveniente
do bairro Cidade Tiradentes - S&o Paulo em setembro de 2015.

Larvas Média Intervalo de
Grupo | Espécie suspeita (n) | Variaveis gm + DP variacao
CTC 477,79 | 21,07 443,13-521,87
L 26,86 2,27 22,05-30,19
. CE 175,36 9,53 162,13-195,24
IG31 Ang'ozgg”gy'us 30 DPE | 92,05 | 450 | 84,35-100,25
. DAC 40,49 1,87 37,78-43,68
DPG 179,92 8,31 164,28-193,84
PG 13,05 1,59 10,32-17,23

Tabela 24. Morfometria de larva L3 isoladas de Deroceras laeve proveniente
do bairro Cidade Tiradentes - S&o Paulo em setembro de 2015.

Larvas Média Intervalo de
Grupo Espécie (n) | Variaveis um + DP variacao
CTC 496,46 | 14,88 | 462,90-530,68
L 24,83 1,51 22,57-27,67
Angiostrongylus CE 180,25 | 10,75 152-195,64
IG32 Spp. 30 DPE 87,54 7,19 73,13-100,13
DAC 40,53 2,71 34,41-46,10
DPG 175,26 | 11,75 | 150,59-197,69
PG 13,14 3,20 8,62-22,15
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Tabela 25. Morfometria de larva L3 isoladas de Prohappia besckei proveniente

do bairro Cidade Tiradentes - Sdo Paulo em novembro de 2015.

Larvas Média Intervalo de
Grupo Espécie (n) | Variaveis pum + DP Variacdo
CTC 515,90 | 19,23 | 465,71-547,08
L 25,74 1,01 23,83-27,79
Angiostrongylus CE 186,52 | 6,29 172,68-196,81
IG33 spp. 30 DPE 99,87 5,45 88,00-107,39
DAC 42,04 2,24 37,67-46,98
DPG 187,55 | 8,78 166,78-202,19
PG 14,12 2,37 10,74-19,91

Tabela 26. Morfometria de larva L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
bairro Parque das Nacdes - Bauru em janeiro de 2009

Espécie Larvas Média Intervalo de
Grupo suspeita (n) Variaveis pgm + DP variacao
CTC 382,75 27,85 342,97-450,88
L 18,82 1,50 16,21-21,87
CE 148,59 11,86 116,43-169,84
IG1 A. abstrusus 30 DPE 69,06 5,32 61,31-80,43
DAC 24,97 2,55 20,31-30,09
DPG 131,29 12,14 110,34-159,01
PG 8,15 1,29 5,65-10,95

Tabela 27. Morfometria de larva L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
municipio de Mongagua em novembro de 2010.

Espécie Larvas Média Intervalo de
Grupo suspeita (n) Variaveis pum + DP variacao
CTC 535,39 51,30 385,24-631,49
L 27,21 2,91 24,66-38,09
CE 206,00 22,53 135,78-238,89
1G2 A. abstrusus 27 DPE 95,69 7,71 77,44-108,87
DAC 36,18 4,51 24,64-46,53
DPG 172,86 18,35 112,14-203,48
PG 10,48 1,79 7,00-13,87
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Tabela 28. Morfometria de larva L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
bairro Bom Samaritano- Bauru em janeiro de 2012.

Espécie Larvas Média Intervalo de
Grupo suspeita (n) Variaveis pum + DP variagao
CTC 501,00 24,47 457,79-582,93
L 27,82 1,50 25,56-32,32
CE 192,76 11,96 170,20-219,06
IG13a A.abstrusus 30 DPE 88,74 3,80 83,90-99,30
DAC 33,46 2,26 29,64-39,09
DPG 169,00 9,94 143,39-190,15
PG 10,85 1,80 8,00-14,69

Tabela 29. Morfometria de larva L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
bairro Parque das Nacdes- Bauru em janeiro de 2012.

Espécie Larvas Média Intervalo de
Grupo suspeita (n) Variaveis pm + DP variagcao
CTC 545,60 18,24 526,98-570,42
L 26,68 1,84 23,77-29,09
CE 209,03 6,09 202,49-218,66
IG14a A.abstrusus 7 DPE 100,63 4,10 96,03-105,50
DAC 37,51 1,94 35,40-39,92
DPG 171,53 19,46 144,70-191,63
PG 10,77 1,45 8,69-12,69

Tabela 30. Morfometria de larva L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
Zoolégico de Bauru em fevereiro de 2012.

Espécie Larvas Média Intervalo de
Grupo suspeita (n) Variaveis pm + DP variagdo
CTC 447,24 29,84 384,79-501,12
L 32,36 3,55 28,13-39,78
N CE 147,53 7,34 136,34-160,93
G12 | oo |30 DPE 6357 | 262 59,02-69,27
DAC 31,58 2,87 26,03-41,40
DPG 142,28 14,74 106,96-171,91
PG 14,40 3,42 8,66-26,23
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Tabela 31. Morfometria de larva L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
CCZ de Bauru em fevereiro de 2012.

Espécie Intervalo de
Grupo suspeita | Larvas (n) | Variaveis | Média + DP Variagao
CTC 307.06 11,62 280,55-323,19
L 16,87 1,14 15,70-19,98
. CE 117,48 4,40 106,47-124,44
IG13b ot 19 DPE | 6245 | 1,70 60,03-65,15
DAC 26,77 1,98 21,33-28,55
DPG 111,41 4,80 97,28-117,91
PG 9,64 1,17 7,67-12,04

Tabela 32. Morfometria de larva L3 isoladas de Achatina fulica proveniente do
bairro Parque das Nacdes Bauru em fevereiro de 2012.

Espécie Larvas Média Intervalo de
Grupo suspeita (n) Variaveis um + DP variagao
CTC 512,17 41,84 482,58-541,75
L 33,06 0,70 32,56-33,55
NEo CE 132,58 95,16 65,29-199,86
IG14b identificada 2 DPE 83,54 25,80 65,29-101,78
DAC 34,03 1,63 32,88-35,18
DPG 151,48 31,23 129,39-173,56
PG 11,96 0,54 11,58-12,34
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